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OZET

Doktora Tezi
FARKLI XANTHOMONAS TURLERININ ATIK EKMEKLERDEN KSANTAN GAM
URETIMIi VE KALITE OZELLIKLERININ BELIRLENMESI

Demet APAYDIN
Tekirdag Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Gida Miihendisligi Anabilim Dal1

Danisman: Dog. Dr. Ahmet Siikrii DEMIRCI

Bu aragtirmada gida atiklarinin 6nemli bir kismini olusturan atik ekmeklerin ekonomik olarak
degerlendirilmesi amaciyla atik ekmeklerden farkli Xanthomonas izolatlar1 ve standart tiretici
izolat1 ile optimum kosullarda ksantan gam iiretilmesi ve elde edilen gamlarin reolojik,
teknolojik o6zellikleri, kimyasal kompozisyonu ve model gidalarda kullanim olanaklar
arastirilmistir. Ekmek hidrolizati seyreltilerek ksantan gam fermentasyonunda tek karbon
kaynagi olarak kullanilmis, bdylece yiiksek verimde ksantan gam iiretimi gerceklestirilmistir.
Fermentasyon boyunca, besiyerindeki glukoz azaldik¢a biyokiitle ve polimer iiretimi artis
gostermistir. Kantan gam iiretimleri ise genel olarak 72. saatte maksimum seviyelere ulagsmis
ve fermentasyon sonuna kadar ayni seviyelerde kalmistir. X. hortorum pv. pelargonii, X.
axonoopodis pv. begoniae, X. axonopodis pv. vesicatoria ve X. campestris DSM 19000 igin
optimum ksantan gam verimi sirastyla 12,5 gL'l, 10,3 gL'l, 14,3 gL'1 ve 12,9 gL'1 olarak tespit
edilmistir. Atik ekmek substratinda X. campestris DSM 19000 tarafindan iiretilen gamlarin
sulu ¢ozeltileri en 1yi viskozite 6zelligi gosterirken, izolatlarin Uirettigi gamlarin model gidada
daha iyi kivam verdigi belirlenmistir. En yiliksek viskozite X. campestris DSM 19000
tarafindan iiretilen gamlarin %2 konsantrasyonunda 10,57 Pa.s" olarak belirlenmistir. Model
gida olarak tretilen pudingte X. hortorum pv. pelargonii ve X. axonopodis pv. begoniae
tarafindan iiretilen gam daha iyi viskozite saglamistir. Uretilen biitiin gamlarin ksantan gamin
tipik monomerleri olan glukoz, mannoz ve glukuronik asit i¢erdigi ve bu agidan ticari gam ile
benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Gamlarin glukoz igerikleri %19,88-31,67 arasinda,
mannoz igerikleri 2,90-6,71 arasinda, piriivik asit igerikleri %2,17-%4,82 arasinda, asetik asit
icerikleri %3,45-%7,61 arasinda ve ortalama molekiiler agirliklari ise 1,41x10°%-1,76x10°
g/mol arasinda belirlenmistir. Pirtivik asit icerigi ve molekiiler agirlik artisinin viskozitenin
gelisimi ile baglantili oldugu tespit edilmistir. Sonu¢ olarak; tez ¢alismasinda kullanilan
izolatlar icerisinde atik ekmeklerden gam iiretim miktar1 agisindan en 1iyi bakteri X.
axonopodis pv. vesicatoria olurken, gam kalite Gzellikleri agisindan X. axonopodis pv.
begoniae 6n plana ¢ikmistir. Ayrica elde edilen sonuglar atik ekmeklerin, diisiik maliyetli ve
verimli ksantan {retimi i¢in gilicli potansiyeli ve umut veren Ozellikleri oldugunu
gostermektedir. Bu yilizden atik ekmeklerden {iretilen ksantan gam, endiistriyel ve ticari
uygulamalar i¢in giiglii bir aday olarak degerlendirilebilir.

Anahtar kelimeler: Atik ekmek, ksantan gam, Xanthomonas, reoloji

2019, 125 sayfa



ABSTRACT

PhD Thesis
XANTHAN GUM PRODUCTION FROM WASTE BREAD USING DIFFERENT
XANTHOMONAS SPECIES AND DETERMINATION OF QUALITY
CHARACHTERISTICS

Demet APAYDIN
Tekirdag Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of of Food Engineering

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ahmet Siikrii DEMIRCI

In this study, in order to economically utilize from waste breads constituting a significant part
of food waste, xanthan gums were produced under optimum conditions with different
Xanthomonas isolates and standard producer strain from waste breads, and the rheological,
technological properties, chemical composition and utilization possibilities of the obtained
gums were investigated. Bread hydrolyzate was diluted and used as the sole carbon source in
the xanthan gum fermentation. By using waste bread as a substrate, high efficiency xanthan
gum production has been achieved. During fermentation, biomass and polymer production
were increased as glucose was decreased in the medium. Xanthan gum production reached
maximum levels at 72 hours and remained at the same levels until the end of fermentation.
Optimum vyields were detected as 12.5 gL™, 10.3 gL, 14.3 gL and 12.9 gL for X. hortorum
pv. pelargonii, X. axonoopodis pv. begoniae, X. axonopodis pv. vesicatoria, X. campestris
DSM 19000, respectively. While the aqueous solutions of the gums produced by X.
campestris DSM 19000 showed the highest viscosity, it was determined that the gums
produced by the isolates gave better consistency to the model foods. The highest consistency
of aqueous solutions was obtained by gum from standard bacteria with 10.57 Pa.s" at 2%
concentration. For instance X. hortorum pv. pelargonii and X. axonopodis pv. begoniae in
pudding sample provide better viscosities. It was determined that all the produced gums
contain glucose, mannose and glucuronic acid, which are typical monomers of xanthan gum,
and show similarity with commercial xanthan gum in this respect. Glucose contents of the
gums were changed between 19.88 and 33.60%, while mannose ranged from 2.90 to 6.71%.
The pyruvate contents of the gums ranged from 2.17% to 4.82%, the acetic acid contents
varied from 3.45% to 7.61% and the average molecular weights ranged from 1.41x10° to
1.76x10° g/mol, with the pyruvate content and molecular weight increase being related to the
development of viscosity. As a result; among the isolates used in the study, the best bacteria
in terms of amount of gum production from waste breads was X. axonopodis pv. vesicatoria,
however, in terms of gum rheological properties X. axonopodis pv. begonia is in the
foreground. In addition, the results obtained in our study show that waste breads are potent
and promising properties for low cost and efficient xanthan production. Therefore, it can be
regarded as a strong candidate for industrial and commercial applications.

Key words: Waste bread, xanthan gum, Xanthomonas, rheology
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1. GIRIS

Gam; su afinitesine sahip, su ve diger organik/inorganik materyalleri baglama 6zelligi
gosteren hidrokolloidal jeller-polisakkaritler i¢in kullanilan yaygin bir terimdir. Son yillarda
polisakkaritler iceren dogal polimerler; biyouyumluluk, biyog¢éziiniirliik, toksik olmama ve
yenilenebilirlik gibi 6ne ¢ikan o6zellikleri sebebiyle dikkat ¢ekmektedir (Zia, Zia, Zuber,
Kamal ve Aslam, 2015; Niknezhad, Asadollahi, Zamani ve Biria, 2016).

Ksantan gam; glukoz, mannoz ve glukuronik asit birimlerinden olusan suda ¢oziiniir
bir heteropolisakkarittir. Endiistriyel olarak Gram negatif Xanthomonas campestris
bakterisiyle, esas olarak glukoz ve sakkarozca zengin besiyerlerinin kulanilmasiyla elde

edilmektedir (Yoo ve Harcum, 1999; Garciia-Ochoa, Santos, Casas ve Gémez, 2000).

1940l yillarin baslarinda kesfedilen ve ilk ticarilesen mikrobiyal polisakarit dekstran;
ticari olarak satilan ikinci mikrobiyal polisakarit, ksantan gamdir. Ksantan gam ilk olarak
onemli biyopolimerleri incelerken, 1963 yilinda United States Department of Agriculture
(USDA)'in Northern Regional Research Center (simdiki ismiyle The National Center for
Agricultural Utilization Research)'da Allene Rosalind Jeans baskanliginda bir Amerikan
arastirma ekibi tarafindan kesfedilmistir ve 0 tarihten beri kullanilmaktadir (Margaritis ve
Zajic, 1978; Kang ve Pettit, 1993; Sutherland, Swings, ve Civerolo, 1993). Ksantan gam,
1969'da, Gida ve Ilag Idaresi (FDA) tarafindan gida endiistrisinde kullanilacak ilk endiistriyel
olarak tiretilen biyopolimer olarak onaylanmis ve 1980 yilinda Avrupa Birligi’nden E-415
kodu ile onay almistir (FAO/WHO, 1990; Pollock ve Thorne, 2003; Sworn, Kerdavid,
Chevallereau, Fayos, 2012).

Giiniimiizde ksantan gam, essiz reolojik ozellikleri sebebiyle gida, farmakoloji,
kozmetik, petrol gibi ¢ok ¢esitli endiistrilerde sayisiz uygulamalara sahiptir. Gam
kalinlastirici, stabilize edici ve jellestirme ajani gibi birgok avantaja sahip olmasi sebebiyle
gida sektoriinde; krema, yapay meyve sulari, salata soslari, et, tavuk veya balik yani sira
suruplar, dondurma ve tatlilar1 kaplamada vb. kullanilmaktadir. Giinlimiizde, ticari ksantan
gam karbon kaynagi glukoz ve sakkaroz, uygun bir azot kaynagi, potasyum fosfat ve diger iz
elementlerin bulundugu steril bir ortamda Xanthomonas spp. kullanilarak daldirmali aerobik
fermentasyon ile tretilmektedir. Ksantan gamin endiistriyel tiretimi, kullanilan hammaddeler
dolayisiyla oldukga pahaliya mal olmaktadir. Ksantan gam iiretiminde hammadde maliyetini

diisirebilmek icin daha ekonomik karbon kaynaklari gerekmektedir. Giiniimiizde



Xanthomonas tiirleri kullanilarak fermentasyonla ksantan gam {iretimi konusunda
gerceklestirilen arastirmalarda temel amag {iretim besiyerinde ucuz karbon ve nitrojen
kaynaklar1 kullanmak ve iiretim sartlarinin optimize edilerek miimkiin olan en diisiik
maliyetle en yiiksek fayday1 saglayacak gam tiretmektir. Ksantan gamin ticari basarisi sadece
reolojik Ozellikleri iizerine degil ayni zamanda ekonomik faktorler iizerine de temel
alimmalidir (Yoo ve Harcum 1999; Ben Salah vd., 2010; Gunasekar, Reshma, Treesa,

Gowdhaman ve Ponnusami, 2014).

Gida atiklari; ksantan gam gibi katma degeri yiiksek biyoteknolojik {irtinlerin
tiretilmesinde kullanilabilecek en uygun substratlar olarak on plana c¢ikmaktadir. Ekmek
tiketilmediginde, hem miktar hem de ekonomik deger acisindan gida atiklarinin ana
kaynaklarindan birini olusturmaktadir. Diinya genelinde basta Avrupa olmak iizere ¢ogu
tilkede ekmek temel gida atigidir. Giiniimiizde neredeyse atik ekmeklerin tamami kentsel ¢op
tanklarinda toplanmakta ve %95’ten fazlasi anaerobik aritma ile metan gazina

dontstiirilmektedir.

TMO (2013) tarafindan gergeklestirilen “Tiirkiye Ekmek Israfi Arastirmasi”na gore
Tiirkiye’de bir yilda 2,1 milyar adet ekmek israf edilmektedir. Hanelerde satin alinan ekmegin
%31 israf edilmektedir. Ekmek israfi sebebiyle yillik ekonomik kaybimiz, diinyada énemli
bir yere sahip oldugumuz un ihracatindan elde ettigimiz gelire esdegerdir. Ulkemizde bir yilda
¢ope atilan ekmekle 542 bin ton bugday israf edilmektedir (TMO, 2013). Bu sebeple, ekmek
israfinin 6nlenmesi veya israf edilen ekmeklerin degerlendirilerek ekonomiye kazandirilma
caligmalar1 ¢ok biiyiik 6nem kazanmistir. Ekmek israfina yol acan etkenlerin tiimiiniin ortadan
kaldirilmast miimkiin degildir. Ancak, tiiketilemeyecek duruma gelmis ekmegin farkl
sekillerde degerlendirilmesi ve ekonomiye kazandirilmasi ekmek israfinin dnlenmesini de

saglayacaktir.

Atik ekmekler hem miktar hem de kimyasal kompozisyonu agisindan biyoteknolojik
iriinlerin iiretilmesinde egsiz bir kaynak olarak goziikmektedir. Ekmegin besin icerigi ekmek
cesidine gore degismekle birlikte genel olarak 100 g beyaz ekmek yaklasik 50 g karbonhidrat
(47 g’1 nisasta formunda), 37 g su ve yaklasik 8 g protein igermektedir. Bu kompozisyon
ekmegi bir¢ok mikroorganizma i¢in ¢ok uygun besin kaynagi yapmakta ve dolayisiyla katma
degeri yiiksek iirinlerin eldesinde kullanimi igin ucuz, bol ve uygun bir substrat haline
getirmektedir (Melikoglu ve Webb, 2013).



Ekmegin besin bilesiminin zengin olmasi ve lilkemizde israf edilen ekmeklerin ¢ok
yiiksek miktarlarda olmasindan dolay:r atik ekmekler ksantan gam iiretimi ig¢in potansiyel ve

diisiik maliyetli bir hammadde olarak ongoriilmistiir.

Bu c¢alismada farkli Xanthomonas tiirleri kullanilarak, hidrolize atik ekmeklerden
optimum kosullarda ksantan gam {iretilmesi ve elde edilen gamlarin fizikokimyasal,
kompozisyonel, teknolojik ve reolojik 6zelliklerinin detayli olarak incelenmesi amaglanmistir.
Bu amagla, atik ekmeklerin ksantan iiretimi i¢in tek karbon kaynagi olarak kullanilmasi hem
atik ekmeklerin ekonomik olarak degerlendirilmesi hem de ithal edilen bu {iiriinlin diisiik

maliyetle ve istenilen kalitede iiretilerek ekonomiye katkis1 bakimindan olduk¢a 6nemlidir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Ksantan Gamin Biyosentezi ve Kimyasal Yapisi

Ksantan biyosentezi, ¢ok sayida enzimin direk veya indirek olarak yer aldigi enerji
harcanan bir prosestir. Glukoz temel olarak, biyokiitle olusumu ve enerjice zengin ara iiriinler
olusturmak i¢in Entner-Doudoroff metabolik yolu ve sitrik asit dongiisii ile metabolize
olmaktadir (Becker, Katzen, Puhler ve Lelpi, 1998). Sekil 2.1 ksantan sentezinin bir modelini

gostermektedir.

Ksantan gamin sentezi diger Gram negatif bakteriler tarafindan sentezlenen

ekzopolisakkaritlere benzemektedir. Sentez metabolik yol ii¢ boliime ayrilabilir:

1. Basit sekerlerin alimi ve niikleotit tiirevlerine doniisiimii
2. Izopentil pirofosfat tasiyiciya bagli pentasakkarit alt iinitelerinin birlesmesi

3. Tekrarlayan pentasakkarit birimlerinin polimerizasyonu ve polimerin salgilanmasi
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Sekil 2.1. X. campestris hiicre membraninda ksantan sentezi

(Yesil harfler ile gosterilen alanlar ksantan iiretiminde yer alan enzimleri gostermektedir)
(Hublik, 2016)

Ksantanin temel yapisi, 2 mol UDP-D-glukozdan D-glukoz-1-fosfat ve D-glukozun
ardisik olarak eklenmeleri ile olusur. Daha sonra, D-mannoz ve D-glukuronik asit sirastyla
GDP-mannoz ve UDP glukuronik asitten eklenir. Asetil-CoA’dan transfer edilen asetil
gruplar i¢ taraftaki mannoza ve fosfoenolpiriivattan gelen piriivat ugtaki mannoza eklenir. Bu
basamaklarin herbiri spesifik substratlar1 ve spesifik enzimleri gerektirmektedir. Eger
substratlardan veya enzimlerden biri olmaz ise iiretim ger¢eklesmez (Rosalam ve England,
2006). Ksantan sentezi ile direkt olarak alakali genler; gam-operon iizerinde yer alan, gum
B‘den gum M’e kadar isimlendirilen 12 gen kiimesidir (Becker vd., 1998).

Ksantan gamin birincil yapisi ilk kez 1975 yilinda saptanmistir (Jansson, Kenne ve
Lindberg, 1975). Ksantan molekiiliiniin ana zinciri seliilloz molekiilii ile ayni yapiya sahiptir.
Bu sebeple ksantan seluloz tiirevi olarak tanimlanabilir. Ana zincir 1,4-b-glukopiranoz
kalintisindan olugmustur (Garcia-Ochoa vd., 2000). Ksantan gamin kimyasal yapisit Sekil
2.2’de gosterilmektedir. Ksantan gam, 2:2:1 molar oranlarinda D-glukoz, D-mannoz ve D-

glukuronik asitten olusan bir heteropolisakkarittir. Yapisindaki organik asitler sebebiyle

5



anyonik bir polisakkarit tipi sergilemektedir. Molekiiliin ana zinciri 1,4-f-D-glukoz lineer
omurga yapisindadir. Her ardisik glukoz birimine Cjz pozisyonundaki 2 mannoz birimi
arasinda 1 glukuronik asit i¢eren trisakkarit yan zincir baglidir. Ugtaki f-D-mannoz, B-1,4
bagi ile glukuronik asite baglanmistir (Wang, Wu, Zhu ve Zhan, 2017). Ugtaki mannoz
kalintilarinin yarisina ketal bag ile O(4) ve O(6) pozisyonunda piriivik asit eklenmistir. Asetat
gruplart O(6) pozisyonunda ugta olmayan mannoza baglidir. Genel olarak i¢ kisimdaki
mannoz birimlerinin %60-70’inde asetat gruplar1 bulunurken, ugtaki mannozlarin %30-40’1
piriivat igerir (Abbaszadeh vd., 2015) (Sekil 2.2).Yan zincirlere baglanmis piriivat ve asetat
birimleri, ksantan gam firetiminde kullanilan Xanthomonas tiirlerine bagli olarak degisik
miktarlarda olabilmektedir. Piriivik asit igerigi ayrica fermentasyon kosullarina bagl olarak
degisiklik gostermektedir (Born, Langendorff ve Boulenguer, 2005). Trisakkarit yan zincirler
ile ana zincirin interaksiyonu molekiilii oldukga kati bir ¢ubuk haline sokar ve 1s1, asit ve baz
stabilitesini olagantistii derecede arttirir. Pirlivik asit igerigi en yiiksek ksantanlar en yiiksek

viskozite ve termal stabiliteye sahiptir (Saldamli, 2007).

Birgok arastirmaci, dogal ksantanin kovalent olmayan baglarla (hidrojen baglari,
elektrostatik etkilesimler vb.) stabilize olmus, esnek olmayan double-heliks yapisinda oldugu

modeli benimsemislerdir (Hublik, 2016).

:
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Sekil 2.2. Ksantan gamin kimyasal yapis1
(Brunchi, Bercea, Morariu ve Avadanei, 2016)

Molekiil agirlig 5x10°-1,3x10" Da arasinda degismektedir. Bu molekiiler agirlik

dagilimu, zincirler, olusan gesitli bireysel zincir toplam1 arasindaki iliskiye baghdir. Uretimde



kullanilan fermentasyon kosullarinin degiskenligi, ksantanin molekiiler agirligini etkileyen en

onemli faktordiir (Papagianni vd., 2001; Sanchez, Ramirez, Torres ve Galindo, 1997).

2.2. Ksantan Gamin Fizikokimyasal Ozellikleri

Ksantan gamin fiziksel 6zellikleri Cizelge 2.1'de gosterilmistir. Ksantan gam tatsiz ve
beyaz-krem rengindedir. Higroskobik bir {irlindiir. Nem igerigi ¢evre neminden
etkilenmektedir. Bu yiizden kuru ve soguk ortamda saklanmasi gerekmektedir. Genel olarak
gam %8-15 nem ve %7-12 kiil degerlerine sahiptir (Garcia-Ochoa, Santos ve Casas, 1999).
Sicak ve soguk suda ¢oziinebilirken, cogu organik coziiciicliide ¢oziinmezdir. Bu davranis
onun polielektrolit 6zelligi ile alakalidir. Endiistriyel 6nemi su bazli sistemlerin reolojisini
kontrol edebilme yetenegine dayanmaktadir. Diger hidrokolloidlerle karsilastirildigina

ksantan gamin sahip oldugu essiz 6zellikler su sekildedir:

» Newtonsal olmayan akis davranisi

» Diisiik konsantrasyonda yliksek viskozite gosterebilmesi

* Genis bir shear araliginda yiiksek psddoplastik 6zellik

« Iyi termal stabilite

*Genis bir pH araliginda stabilite

* Bir¢ok enzim tarafindan pargalanmaya kars1 direngli

* Tuz ¢ozeltilerinde ¢6ziiniir ve stabil olmasi

* Bioparcalanabilir ve ¢evre dostu {iriin olmasi

* Galaktomannan ile sinerjistik etki gostermesi (Rosalam ve England, 2006; Hublik,
2016).



Cizelge 2.1. Ticari ksantan gamin tipik fiziksel 6zellikleri
(Garcia-Ochoa vd., 1999)

Ozellik

Deger
Fiziksel Durum Kuru, krem renkli toz
Nem (%) 8-15
Kiil (%) 7-12
Nitrojen (%) 0,3-1
Asetik asit igerigi (%) 1,9-6,0
Piriivik asit icerigi (%) 1,0-5,7
Monovalent Tuzlar (gL™) 3,6-14,3
Divalent Tuzlar (gL™) 0,085-0,17
Viskozite (cP) 13-35

(15,8 s, Cp=1gL™", Tp=25 °C, Ty=25 °C)

Ksantan gam sicak veya soguk suda ¢oziinebilir, diisiik konsantrasyonlarda yiiksek
viskozite saglar, viskozdur. Genis pH ve sicaklik araliginda ¢oziiniirliigii stabil olup asidik
sistemlerde ¢Oziliniir ve stabildir. 0-100 °C arasinda ¢ozelti viskozitesi stabildir. Tuz ile
Kusursuz uyum saglar. Birgok tuz, gida katki maddesi ve diger polisakkaritlerle uyumludur.
Ke¢iboynuzu gami vb. diger gamlarla interaksiyona girer, siispansiyon ve emiilsiyonlar1
stabilize etme Ozelliklerine sahiptir. Ayrica donma ¢6ziinme asamalarindan sonra ¢ozeltide
stabiliteyi saglar (Kalogiannis, lakovidou, Liakopoulou-Kyriakides, Kyriakidis ve Skaracis,
2003; Saldamli, 2007). Genis bir pH simirinda iyi bir stabiliteye sahiptir (Erve Glicman,
1972). Farkli hidrokolloid tiirleri arasinda gii¢lii interaksiyon gosterir. %0,2 gibi diisiik

konsantrasyon bile jel formu i¢in yeterlidir (Christense, 1991).

Ozellikle diisiik konsantrasyonlarda yiiksek viskozite gdstermesi ksantan gami
ekonomik agidan ¢ok iyi bir kivam verici ve stabilize edici yapmaktadir. Ksantan gam ¢ogu
hidrokolloide nazaran g¢ok daha yiiksek psddoplastik Ozellige sahiptir, viskozitesi kesme
hizinin artmasi ile diigmektedir. Sulu ¢6zeltilerde, ksantan diizensiz yapidan (yiiksek sicaklik
ve disiik 1yon giiclerde) diizenli bir yapiya (fizyolojik uygun sicaklik ve tuz
konsantrasyonlar1) yapisal bir doniislim gosterir. Ksantan gamin dallanmis yapisi, onun

psodoplastik davranis ile kivamlagtirici 6zellikler gostermesini miimkiin kilmaktadir. Bu
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ozellik onu genis pH ve sicaklik aralifinda ve enzimatik bozulmalara karsi stabil yapmakta ve
sonug olarak ksantan gam, ke¢iboynuzu gam veya guar gam gibi diger dogal gamlardan daha
iyi ozellikler sergilemektedir (Kang ve Pettitt, 1993). Ksantan gam ¢ozeltilerinin 6zellikleri
polimerin yapisina gore degisiklik gostermektedir. Bunun anlami; molekiiler agirlik, asetat ve
piriivat igerikleri gamin davranislarini etkilemektedir (Kang ve Pettitt, 1993; Peters, Suh,
Schumpe ve Deckwer, 1993). Ksantan gam molekiiler yapisindaki asetik asit ve piriivik asit
miktarlari, tiretimde kullanilan Xanthomonas tiirleri (Cadmus vd., 1976; Tait, Sutherland ve
Sturman, 1986; Silva vd., 2009), proses sartlar1 (Peters vd., 1993) ve ayrica bakteri gelisme
sartlarina gore (Cadmus vd., 1976; De Vuyst ve Vermeire, 1994) degismektedir.

Cozeltide tuzlarin varligi ksantan viskozitesini etkilemektedir. Ksantan gamin gida
uygulamalarinda tuzun etkisi gidada kullanilan gam konsantrasyonuna baghdir. %0,25 (w/v)
gam konsantrasyonunda veya altinda, sodyum klorid gibi tek degerlikli (monovalent) tuzlar
viskozitede ¢ok az oranda diisiise sebep olmaktadir. Diisiik polimer konsantrasyonunda,
cOzeltiye az miktarda tuz ilavesi ile viskozite cok az diisiis gostermektedir. Bu etki,
molekiiller arasi elektrostatik giiclerin diismesinden dolayr molekiiler boyutun azalmasi
sebebiyledir (Smith ve Pace, 1982). Bununla beraber, daha yiiksek ksantan
konsantrasyonlarinda tuz ilavesi ile viskozite artmaktadir. Bu etki muhtemelen, polimer
molekiilleri arasindaki etkilesimin artmasindan kaynaklanmaktadir (Smith ve Pace, 1982;
Milas, Rinaudo ve Tinland, 1985). Kalsiyum ve magnezyum gibi ¢ift degerlikli tuzlarin
(divalent) viskozitedeki etkisi de benzerdir. Ug degerlikli iyonlar ksantan gam jelatinasyonunu
arttirmaktadir. Optimal reolojik ve tniform cozelti ozellikleri elde etmek i¢in bazi cesit
tuzlarin varligr gerekmektedir; genellikle ¢esme suyunda dogal olarak bulunan tuzlar bu
etkileri saglamak i¢in yeterli olmaktadir (Milas ve Rinaudo, 1986; Kang ve Pettitt, 1993).
Ksantan viskozitesi, tuz igerigi %0,1°1 gegtiginde tuz konsantrasyonundan bagimsizdir (Kang

ve Pettitt, 1993).

Ksantan yiikli bir polimerdir ve pH’daki degisiklikler ksantan gamin yiik
yogunlugunda degisikliklere neden olmaktadir. Bu durum da ksantan molekiillerinin kendi
aralarinda ve diger gida ingredientleri arasidaki molekiiler birliktelikleri etkilemektedir
(Agoub, Smith, Giannouli, Richardson ve Morris, 2007; Rinaudo ve Moroni, 2009). Genel
olarak, ksantan ¢ozeltilerinin viskoziteleri pH 1-13 arasindaki degisikliklerden etkilenmezler.
pH 9 ve istiinde ksantan gam yavas yavas deasetile olurken (Tako ve Nakamura, 1984), pH

3’lin altinda ksantan gam pirlivik asit ve asetil gruplarin1 kaybeder (Bradshaw vd., 1983).



Deasetilasyon ve depiriiviilasyonun birbirlerinden ayr1 olarak gerceklesmesinin ksantan

viskozitesi lizerinde hemen hemen hicbir etkisi bulunmamaktadir.

Ksantan ¢ozeltilerinin viskozitesi hem viskozitenin tespit edildigi hem de ksantanin
¢Ozilindiigli sicakliga baghdir. Ksantan gam ¢o6zeltilerinin viskozitesi, molekiiler yapisal
degisiklikler sebebiyle sicakligin artmasi ile diisiis gostermektedir. Bu davranig 10 °C’den 80
°C'ye kadar tamamen geri doniistimliidiir. Cozelti viskozitesi ayrica polimer ¢oziinme
sicakligina da baghdir; ¢oziinme sicakligi 40°C’nin iizerine yiikseldiginde viskozite
diismektedir. 40-60 °C arasinda, sicakligin yiikselmesi ile viskozite artmaktadir. 60 °C iizeri
sicakliklarda, sicaklik yiikselmesi ile viskozite azalmaktadir. Bu 6zellik ksantan molekiiliiniin
diizensiz durumdan diizenli duruma gecisinden kaynaklanan yapisal degisikligi ile alakalidir.
Viskozite diistisleri geri dontisimliidiir ve sogutma ile yiiksek viskozite geri kazanilabilir.
Ksantan gamin sicaklik degisimleri boyunca gosterdigi bu ozelligi, diger kivam verici
maddelere kars1 {istiin ve esssiz bir gam olmasmin en 6nemli sebeplerinden biridir (Morris,
Rees, Young, Walkinshaw ve Darke, 1977; Milas ve Rinaudo, 1979; Rochefort ve
Middleman, 1987; Garcia-Ochoa ve Casas, 1994).

Gidalarda kullanilan ksantan gamin yaklagik %60°1 seliloz gam, guar gam ve
kegiboynuzu gam gibi diger hidrokolloidlerle beraber kullanilmaktadir. Ksantan gam bu

hidrokolloidlerle birlikte sinerjistik etki gostermektedir (Hublik, 2016).

Cozelti viskozitesinin sicaklikla ¢ok fazla degismemesi, yani sogutuldugunda
kivaminin artmamasi nedeniyle ksantan salata soslar1 ve ¢ikolata suruplari gibi buzdolabindan
cikar ¢ikmaz tiiketilecek iirlinlerde kullanim acisindan ¢ok uygundur. Bu {riinler
buzdolabindan ¢ikar ¢ikmaz oda sicakligindaki kadar kolay dokiilebilmelidir. Normal salata
soslarinda ksantan gam kivam verici olarak kullanilir ve partikiiler yapidaki siispansiyonu
stabilize eder. Ksantan genellikle propilen glikol aljinatla birlikte kullanilir. Birlikte
kullanildiklarinda daha az psddoplastik 6zellikte ve viskozitesi daha az olan ¢ozelti verirler.
Elde edilen iirlin daha iyi dokiilebilirlik ve krem benzeri piiriizsiiz bir yapiya sahip olur
(Saldamli, 2007).

2.3. Ksantan Gamin Endiistriyel Kullanim Alanlar:

Ticari olarak firetilen baslica mikrobiyal polisakkarit olan ksantan gamin cesitli

endiistriyel alanlarda uygulama alan1 bulmasinin sebebi diisiik konsantrasyonlarda (%0,05 -1),
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genis pH araliginda ve sicaklik stabilitesinde viskoz c¢ozeltiler olusturan reolojik
ozelliklerinden kaynaklanmaktadir. Bu reolojik 6zellikler ksantanin dallanma gosteren yapisi
ve yiiksek molekiiler agirhigindan kaynaklanmaktadir (Rottova vd., 2009). Ksantan bu
ozelliklerinden dolay1 basta gida olmak tizere ilag, kozmetik, tarim ve petrol endiistrisinde
yaygin olarak kullanilmaktadir (Garciia-Ochoa vd., 2000). GRAS (Genel olarak giivenli /
giivenilir kabul edilen) bir {irlin olan ksantan gamin cesitli alanlarda kullanimi ve
fonksiyonlar1 Cizelge 2.2°de gosterilmektedir. Ksantan gam gida endiistrisinde yogun olarak
kullanilmaktadir (Cizelge 2.2). Gida triinlerinde kullanilan ksantan konsantrasyonu, Son
iriinlin tadin1 bozmayacak ve gerekli 6zellikleri sunmaya olanak saglayacak sekilde ¢ok az

miktarlardadir.

Ksantan gamin psddoplastik davranisi ve yiiksek viskozitesi gibi spesifik 6zellikleri,
gida driinleri (firincilik, hazir gidalar, icecekler), tablet ve siispansiyonlardaki ilag
formiilasyonlari, seramik sirlari, kagit yapimi, tarim kimyasallarin1 da kapsayan farkli
endiistrilerde kullanim alanlarin1 genisletmistir. (Funahashi, Yoshida ve Taguchi, 1987;
Garcia-Ochoa vd., 2000; Rosalam ve England 2006; Silva vd., 2009). Ksantan gam gida
sanayinde Ozellikle iirlinlerde kullanilan aromay1 6n plana ¢ikartmasi ve en diisiik kullanim
oraninda dahi saglayabildigi yliksek kivam bakimindan tercih sebebidir (Dziezak, 1991).
Ksantan gam tek olarak veya ¢esitli gamlar ile kombinasyonlari dondurma, firin {riinleri,
icecekler, diisiik kalorili gidalar, sal¢a, dondurulmus iriinler ve siit iirlinleri gibi ¢ok sayida
iriinde farkli amaglarla (emdiilsifier, stabilizator, tekstiir diizenleyici, jellestirici, seker-yag
ikame maddesi, kalinlastirma vb.) kullanilabilmektedir. Ksantan gamin akis 6zelligi bilhassa

firincilik {irtinlerinde, yogurma ve sekil vermede biiyiik 6nem tasimaktadir (Demirci, 2010).

Geleneksel iirlinlerimizden olan salep ve benzer tarzda iiretilen toz igecek karigimlari,
firmn triinleri, konserve gidalar, sakiz, hazir ¢orbalar ve yogurt, dondurma gibi pek ¢ok iiriinde
kullanilmaktadir. Psodoplastiklik ozelligi, 6zellikle pompalama ve karigtirma islemlerinde
kolaylik saglar. Ksantan ¢6zeltilerinin akisla incelme 6zellikleri, molekiiliin ana zinciriyle yan
zincirler arasindaki etkilesimin, akis esnasinda zayiflamasindan kaynaklanmaktadir (Dziezak,

1991).

Ksantan gam et endiistrisinde; soslarin hazirlanmasinda, sucuk ve sosis i¢in kullanilan
stabilizorlerin harmanlanmasinda kullanilmaktadir. Ksantanin diisiik kalorili iiriinlerde de su
baglama ve tekstiirii gelistirme ozellikleri ile ¢ok yaygin uygulama alanlar1 vardir (Garcia-

Ochoa vd., 2000; Rosalam ve England, 2006; Hublik, 2016). Yag1 azaltilmis et {iriinlerinde su
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kaybini 6nlemede ksantan gamin karagenan, kegiboynuzu gami ve diisitk metoksilli pektinden
daha etkili oldugu belirtilmektedir. Gam ilavesinin {iriinlerin lezzetini olumsuz yonde

etkilemedigi saptanmustir (Grigelmo-Miguel, Abadias-Seros ve Martin-Bellosa, 1999).

Firincilik endiistrisinde, pisirme ve depolama boyunca su tutma kapasitesini arttirmak
ve firinlanmig Triinler ile sogutulmus hamurlarin raf Omriinli uzatmak amaciyla
kullanilmaktadir. Ayrica, yumusak firin iirinlerinde yumurta beyaz igerigi, iirlin goriiniis ve
tadin1 etkilemeden yumurta ikamesi olarak kullanilmaktadir. Az miktarlardaki ksantan
keklerde yiiksek pisirme hacmi vermektedir. Kuru liziim, findik gibi kat1 pargaciklarin pisirme
sirasinda ¢okmesi engellenir. Glutensiz ekmek ksantan ile iyi bir gézenek yapisi ve elastik
yiizey saglanarak yapilabilmektedir (Cizelge 2.2). Mohammadi, Sadeghnia, Azizi, Neyestani
ve Mortazavian (2014), ksantan gam ve Karboksimetil selillozu glutensiz ekmek
formiilasyonunda kullanmiglardir. Ksantan, nem oraninda artisa ve yapida sertligin
azalmasma neden olmustur. Ksantan gam konsantrasyonunun arttirilmast ile sertlikteki
azalma ve elastikiyetin artmast daha fazla gerceklesmistir. Ksantan gam diger
hidrokolloidlerle karsilastirildiginda, glutensiz ekmekler i¢in en uygun olarak géziikmektedir.
Chaiya, Pongsawatmanit ve Prinyawiwatkul, (2014), farkli oranlardaki bugday unu, tapyoka
nisastast ve ksantan gamin pandispanya keklerin tekstiirel ve duyusual 0Ozelliklerini
etkiledigini bildirmislerdir. %16 terayag, %11,09-11,88 tapyoka nisastasi ve %0,1-0,11
ksantan gam ile hazirlanan kek maksiumum hacim, minimum sertlik ve iyi duyusal kalite

bakimindan en iyi formiilasyon bulunmustur.

Ksantan gam siit endiistrisinde de c¢esitli amaglarla kullanilmaktadir. Genellikle
karragenan veya diger hidrokolloidlerle beraber milkshake, yogurt ve siitlii tathilar1 stabilize
etmek amaciyla degerlendirilmektedir. Ayrica, siiriilebilir peynirlerin  psodoplastik
ozelliklerini gelistirmektedir (Cizelge 2.2). Ksantan gam, guar gam ve/veya ke¢iboynuzu gam
ile birlikte dondurma, serbet, sulu buz gibi iriinlerde daha fazla etkili olmaktadir (Sharma,
Naresh, Dhuldhoya, Merchant ve Merchant, 2006). Ksantan gam, karregenan,
galaktomannanlarin karisimi; dondurulmus ve sogutulmus siit iriinleri (dondurma, eksi
krema, steril ¢irpilmis krema ve rekombine siit) i¢in iyi stabilizatorlerdir. Bu karigim optimum
viskoziteyi saglamak, proses sirasinda 1s1 transferini arttirmak, {iriniin stabilitesini uzun siire
korumak ve buz kristallerinin kontroliinii saglamak gibi yararlar1 bulunmaktadir (Sworn,
2002). Ksantan gam-sodyum aljinat kombinasyonunun milseyklerde iyi bir stabilize edici

olarak kullanildig1 belirtilmistir (Bahramparvar ve Mazaheri Tehrani, 2011). Caciano, Norefia,
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Bayarri ve Costell (2014), iniilin ve ksantan gam kombinasyonunun (%0,25 w/w) kremali

tatlinin elastikiyet 6zelliklerini arttirdigini belirlemislerdir.

Sos, spagetti veya patates cips vb. liriinlere eklendiginde, ksantan varlig1 sosun iiriinde
iyl baglanmasim1 saglamakta ve dagilmasimi engellemektedir. Dondurulmus gidalarda,
donma/¢éziinme dongiileri boyunca miikemmel stabilite ve su tutma etkisi gostermekte ve
kontrolsiiz buz kristallerinin olusumunu azaltmaktadir. Bir calismada, bugday ruseymi protein
izolat1 (BRPI) ve ksantan gam, diisiik kolesterollii mayonez yapimi i¢in yumurta sarisi
ikamesi olarak kullanilmistir. Reolojik ve mikroyapisal analiz sonuglari; BRPI ve ksantan
gam iceren diisiik kolesterollii mayonezin kontrol drnegi ile benzer 6zelliklere sahip oldugunu
gostermektedir. %7,87 BRPI, %0,2 gam ve %0,93 yumurta saris1 (%9 yumurta saris1 Yerine)

formiilasyonu ticari mayoneze en benzer dzellikler sergilemistir (Rahbari vd., 2014).

Sahip oldugu reolojik 6zelliklerinden dolay: ticari olarak gida sanayi disinda ilag ve
yag endiistrisi tarafindan da kullanilmaktadir (Jampala vd., 2005). Diisiik yag i¢eren gidalarda
ksantan gamin rolii yag1 direk olarak ikame etmek degil, viskozite ve yapisal Ozellikleri
kontrol altina alan ve fazla suyu baglayan bir ara¢ olmasidir. Unlu mamullerde su baglayici

olarak %0,1-%0,2 oranlarinda kullanilir (Khouryieh, Aramouni ve Herald, 2005).
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Cizelge 2.2. Ksantan gamin fonksiyonlar1 ve kullanim alanlar1

Kullanim
orani (%)

Fonksiyonu

Referanslar

Gida
Uygulamalar1

Salata soslar1

Firincilik
urinleri

Icecekler

Et tirtinleri

Sit urinleri

Dondurulmus
gidalar

Corba ve
soslar

Cikolata

Tatlilar

Kisisel Bakim
Uygulamalari

0,1-0,5

0,05-0,3

0,05-0,2

0,2-0,5

0,05-0,2

0,05-0,2

0,05-0,5

0,3-2

0,25

Akma kabiliyeti, hizl1 ve yiiksek viskozite
saglamasi, yag oraninin azaltilmasi

Su baglama, tekstiirii iyilestirme, yumurta
ikamesi, retrogradasyonu inhibe etmesi,
raf dmriinii uzatmasi

Agizaki  hissi  1iyilestirmesi,
pargalarin1  suspende etmesi, 1iyi
goriiniisii ve tekstiirii

meyve
urin

Su tutma kapasitesini arttirma, SU
salinimini 6nleme, yag ikamesi

Emiilsiyonlarin  stabilizasyonu, optimal
viskozite, su salinimini Onleme, proses
boyunca 1s1 transferini arttirma, 1s1l soklara

kars1 koruma, buz kristal gelisiminin
kontrolii

Stabilite, buz kristalleri olusumunun
engellenmesi,

Yiiksek viskozite, hacim artisi, su
salinimini 6nleme, 1yi sicaklik stabilitesi

Kakoa yagina alternatif, yag ve kaloriyi
diistirme,

Kivam arttirma, elastikiyeti
agizdaki hissi gelistirme

arttirma,

14

Rosalam ve
England,  2006;
Sharma vd., 2006

Sharma vd., 2006;
Kaur, Sandhu,
Arora ve Sharma,
2014

Rosalam ve
England, 2006;
Kim, Yoo ve Yoo,
2014b; Cho ve
Yoo, 2015
Rosalam ve
England,  2006;
Sharma vd., 2006
Rosalam ve
England, 2006;

Sharma vd., 2006

Garcia-Ochoa vd.,
2000; Sharma vd.,
2006

Rosalam ve
England, 2006;
Kim, Yoo ve Yoo,
2014a

Syafiq, Amir ve
Sharon, 2014

Caciano vd., 2014



Dis macunu

Krem ve
losyonlar

Sampuanlar

Endiistriyel
Uygulamalar

Zirai
kimyasallar

Temizleyiciler
Parlaticilar

Su bazli
boyalar

Tekstil
Yapistiricilar

Kagit
endiistrisi

Seramik
Petrol sondaj

Gelistirilmis
petrol iiretimi

Hayvan
Besleme

Hayvan yemi

Tibbi Uriinler

Stispansiyon
ve
emiilsiyonlar

Tabletler ve
pastiller

0,7-1

0,2-0,5

0,2-0,5

0,1-0,3

0,2-0,7
0,2-0,7

0,1-0,3

0,2-0,5
0,1-0,3

0,1-0,2

0,3-0,5
0,1-0,4

0,05-0,2

0,1-0,4

0,1-0,5

1,0-3,0

Akisin kolaylagsmasi Rosalam

England, 2006

Emiilsiyon stabilizasyonu, krem kivami
Reoloji kontrolii, ¢oziinmeyen maddeleri

suspende etme

Aktif  ingredientleri
yapismay1 énleme

suspende etme, Flickinger

Draw, 1999
Iyi bir pH stabilitesi, etki siiresini uzatmak
Asindirict maddeleri suspende etme

Reoloji  kontrolii,
penetrasyon

pigment stabilitesi,

Prosesi iyilestirme, renk akmasini 6nleme
Reoloji kontrolii ve penetrasyon

Reoloji kontrolii

Suspende etme
Tuz ve sicakliga karsi 1yi stabilite

Akiskanlik kontrol ajani Byong, 1996

Su salinimini 6nleme

Miikemmel stabilite ve akis

Aktif ingredientlerin etki siiresini uzatmasi

ve

Ve

Katzbauer, 1998
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2.4. Xanthomonas campestris

Xanthomonas, Pseudomonaceae familyasina ait bir cinstir. Bu cinsteki biitiin
organizmalar bitki patojenidir. Xanthomonas izolatlari, lahana, kaba yonca, fasulye gibi
bitkileri de kapsayan ¢ok genis bir bitki grubunu enfekte etmektedir (Garcia-Ochoa vd.,
2000).

Xanthomonas hiicreleri, tekli diiz gubuk seklinde, 0,4- 0,7 um genisliginde ve 0,7-1,8 um
uzunlugundadir. (Sekil 2.3). Hiicreler hareketli, Gram negatif ve 1,7-3 um uzunlugunda polar bir
flagellaya sahiptirler. Mikroorganizma kemoorganotrofik ve zorunlu aerobtur. Bakteri nitrojeni
tastyamaz ve katalaz pozitif, oksidaz negatiftir. Koloniler genellikle sari, piiriizsiiz 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 vd., 2000).

Sekil 2.3. X. campestris’in elektron mikroskobundaki goriintiisii (x 12000)
(Garcia-Ochoa vd., 2000)

X. campestris endiistriyel ksantan {iretiminde en yaygin olarak kullanilan
mikroorganizmadir (Silman ve Rogovin, 1972). X. campestris gelisimi i¢in kullanilan biitiin
besiyerleri kompleks bilesimdedirler. En yaygin olarak Yeast Malt (YM) besiyeri

kullanilmaktadir (Jeanes, Rogovin, Cadmus, Silman ve Knutson, 1976).
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Jackson, Frymier, Wilkinson, Zorner ve Evans (1998), Xanthomonas campestris
MB245’in ¢imlerde gelisen yabani zararli bir bocek ve bioherbisit gibi gelistiklerini, kiiltiiriin
beslenme ve ¢evre faktorleri hakkinda ¢alismalar yaptiklarini bildirmislerdir. Xanthomonas
campestris’in optimum gelisme sicakliginin 27 ile 30 °C oldugunu (optimum 30 °C) tespit
etmislerdir. Sakkaroz, glukoz gibi karbon kaynagimi ve gesitli organik nitrojen kaynaklarini
optimum olarak kullanabildiklerini, c¢esitli vitamin ilavesinin ortam herhangi bir etki

yapmadigini belirtmislerdir.

2.5. Ksantan Gamin Endiistriyel Uretimi

Endiistriyel ksantan gam {tiretiminde ilk adim, yiiksek verimli susun seg¢ilmesi ve izole
edilmesidir. Xanthomonas campestris, iyi viskoziteye sahip ksantan gami etkili bir sekilde
sentezler ve verimli bir tiirdiir. Ksantan gam tiretiminde bir sonraki adim ise karbonhidrat
bakimindan zengin bir ortamda fermentasyon islemidir. Endiistriyel ol¢ekli iiretimde en ¢ok
glukoz veya sakkaroz gibi sekerlerin kullanilmasi tercih edilmekte olup, ksantan gam

veriminde maksimal artis elde edilmektedir (Chatterji vd., 2015).

Endiistriyel ksantan gam {iretiminde Oncelikle se¢ilen mikrobiyal sus, arzu edilen
ozelliklerin devamini saglamak amaciyla kanitlanmis metodlarla olasi uzun dénem depolama
icin muhafaza edilmektedir. Muhafaza edilen kiiltiiriin kii¢iik bir miktar1, kat1 yiizeyde ya da
sivi ortamda bliylik biyoreaktorler icin inokuliim elde etmek icin gelistirilerek cogaltilirlar.
Mikroorganizmanin iiremesi ve ksantan iiretimi; kullanilan biyoreaktor tipi, operasyon modu
(kesikli ya da siirekli), besiyeri bilesimi ve sicaklik, pH, ¢6ziinmiis oksijen konsantrasyonu
gibi kiiltiir sartlar1 gibi faktorlerden etkilenmektedir (Nasr, Soudi ve Haghighi, 2007;
Rosalam, Krishnaiah ve Bono, 2008; Borges, Moreira, Vendruscolo ve Ayub, 2008;
Papagianni vd., 2001). Fermentasyonun sonunda sivi besiyeri; ksantan, bakteri hiicreleri ve
diger bir¢ok kimyasallar1 igermektedir. Ksantanin geri kazanilmasi icin, genellikle filtrasyon
ya da santrifiij ile 6nce hiicreler uzaklagtirilir (Flores-Candia ve Deckwer, 1999). Dahasi
saflastirma islemi, suyla karigabilir ¢6zgen olmayan maddeler (izopropil alkol, etil alkol,
aseton) kullanilarak, tuz ya da pH diizenleyici kullanilan ¢oktiirme icerebilmektedir (Flores-
Candia ve Deckwer, 1999). Saflastirmadan sonra, lirtinden su uzaklastirilir ve lirtin kurutulur.

Kuru iirlin 6gitiiliir ve diisiik su gegirgenlikli kap (ambalaj) igerisinde paketlenir.
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Ksantanin endiistriyel 6lgekli tiretimi pahali olmayan hammadde ve bilesenler ile
gerceklestirilmektedir. Sakkaroz, seker kamisi pekmezi ve peynir alt1 suyu gibi karbonhidrat
kaynaklar (Silva vd., 2009) besiyeri ortaminda basariyla kullanilmaktadir.

Ekim yapilan Orneklerin gelismesi i¢in 2 giin gerekmektedir. X. campestris stok
kiiltiirinlin muhafazas1 ksantan {iretiminin kalitesi i¢in Onemlidir, c¢linkii varyasyon
Xanthomonas tiirlerinin taninan bir &zelligidir. Polisakkarit birikimi geligme fazinin
baslangicinda baslar ve gelistirme siirecinden sonra da devam eder. Fermentasyon siiresince
organik asit olusumu nedeniyle pH diiser. Eger pH 5,0 altina diiserse, ksantan olusumunu
biiyiik Olglide azaltir. Bu sebeple fermentasyon ortamini optimum pH degeri olan 7.0'de
tutmak i¢in proses siiresince ortama tampon ¢ozelti veya baz eklenmelidir. Ortamda havanin
yeterli sekilde dagilmasi icin calkalama islemi yapmak gerekmektedir. Calkalama
mikroorganizmalarin gelismesini destekleyen besinlerin hiicre duvarlarindan gecisini de
kolaylastirmaktadir (Psomas, Liakopoulou-Kyriakides ve Kyriakidis, 2007; Kerdsup,
Tantratian, Sanguandeekul ve Imjongjirak, 2009; Silva vd., 2009; Gumus, Demirci, Mirik,
Arici ve Aysan, 2010).

Ksantan gam iiretiminde glukoz veya invert sekerler kullanilmaktadir ve ¢ogu isletme
stirekli sistemler yerine kesikli (yigmn) sistemleri tercih etmektedir (Letisse, Chevallereau,
Simon ve Lindley, 2001; Leela ve Sharma, 2000). Sakkaroz, hidrolize piring, arpa ve misir
unu, peynir alti suyu, seker kamisi pekmezi, hindistan cevizi suyu, seker kamisi gibi diger
substratlar da test edilmistir, fakat glukoz hala {iriin verimi, tedarik ve iirlin kalitesi a¢isindan
en iyisidir (El-Salam, Fadel ve Murad, 1994; Garcia-Ochoa, Santos ve Alcon, 2004,
Kongruang, 2005; Rosalam ve England, 2006). Tipik ksantan iretim siireci mekanik
karistirma yapan geleneksel kesikli sisteme, fermentasyon ortaminda gelismeye uygun olarak
hazirlanmigs X. campetris ilavesi ile baglar. Sicakligi yaklasik olarak 28-30 °C, pH=7,
havalandirma orani 0,3 (hacim/hacim)’den yiiksek, karistirma i¢in spesifik gii¢ 1 kW m ¥ den
yiiksek olan aerobik ortamda havalandirilmis kiltir uygun sekilde gelismektedir.
Fermentasyon prosesi yaklasik 100 saatte gerceklesir ve bu slire icerisinde ortamdaki
glukozun yaklasik %50’si iirline donlismiis olur. Hammaddelerin tank igerisine eklenmesi
birka¢ asamada gerceklesir, genellikle 10 L’lik reaksiyon tankina baslangicta 100m? iiriin
tanka beslenir, yani tank kapasitesinin 10°da biri kadar {iriin eklenir. Fermentasyon ilerledik¢e
hiicreler azot kaynagini azaltarak hizla ¢ogalir. Fermentasyon asamasi sonlandiktan sonra

stire¢ asagidaki adimlar takip ederek devam eder. Endiistriyel amacl ksantan gam tiretiminde
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kullanilan Sekil 2.4’te gosterilen siire¢ devam eder (Rosalam ve England, 2006). Endiistriyel
Olgekte ksantan iiretiminde fermentasyon tankinda steril bir ortam hazirlamak ve istenmeyen
bakteri gelisimini ve enzim faaliyetlerini durdurmak amaci ile pastérizasyon islemi uygulanir.
Bu prosesten sonra genellikle alkol kullanilarak ksantan gam ¢oktiiriiliir, daha sonra ¢oken
ksantan gam sprey kurutucuda kurutulur veya su ile re-siispanse edilerek tekrar ¢oktiiriilebilir.
Hiicre icermeyen ksantan gam elde edilmek istediginde santrifiij kullanilarak hiicrelerin
ortamdan uzaklastirilmasi kolaylastirilir. Islak kat1 bir formda elde edilen ksantan gama suyun

uzaklastirilmasi ve yikama islemleri uygulanmalidir (Balows ve Truper, 1991).
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Sekil 2.4. Geleneksel karistirma tank fermentoriinde ksantan iiretim akis semasi
(Rosalam ve England, 2006)

2.6. Ksantan Gamin Uretim Parametreleri
a. Karbon Kaynaginin Etkisi

Hiicrelerin ¢ogalmak, iiretken olmak amaciyla membran, protein, hiicre duvari,

kromozom ve diger bilesenleri iiretmek icin gerekli besinleri almalar1 gerekmektedir
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(Davidson, 1978). Ksantan gam iiretiminde glukoz ve sakkaroz en sik kullanilan karbon
kaynaklaridir. Farkli kaynaklar kullanilarak gerceklestirilen, farkli optimum kosullar
gerektiren islemler ile ilgili ¢alismalar da bulunmaktadir (Davidson, 1978; Souw ve Demain,
1979; Garcia-Ochoa, Santos ve Fritsch, 1992; Letisse vd., 2001). Laktoz bakteriyel gelisim
igin gok zayif bir karbon kaynag: olarak goriiliirken en yiiksek verim (kuru agirlik) 11,99 gL
ile sakkarozdan elde edilmis olup, ikinci en yiiksek verim 10,8 g L™ ile glukozdan elde

edilmistir (Palaniraj ve Jayaraman, 2011).

Karbon kaynaginin konsantrasyonu ksantan verimine etki etmekte olup, konsantrasyon
genellikle % 2-4 olarak tercih edilmektedir (Souw ve Demain, 1980; De Vuyst, Vermiere,
Van Loo ve Vandamme, 1987a; Funahashi, Yoshida ve Taguchi, 1987). Bu substratlarin

daha yiiksek konsantrasyonda olmasi liremeyi sinirlandirmaktadir.
b. Azot Kaynaginin Etkisi

Esansiyel bir besin maddesi olan azot hem organik hem de inorganik bilesikler olarak
saglanabilir (Moraine ve Rogovin, 1973; Slodki ve Cadmus, 1978; Pinches ve Pallent, 1986;
Davidson, 1978; Souw ve Demain, 1979; Tait vd., 1986; De Vuyst vd., 1987a; De Vuyst,
Van Loo ve Vandamme, 1978b). Genellikle, iiretim besiyerinde kullanilan C / N orani,
gelisme sirasinda kullanilandan daha azdir (Moraine ve Rogovin, 1971, 1973; Davidson,
1978; Souw ve Demain, 1979; De Vuyst vd., 1987a,b).

Casas, Santos ve Garcia-Ochoa, (2000), sicaklik, baslangi¢ azot konsantrasyonu ve
oksijen kiitlesi transfer hizinin etkileri {izerine calisma yapmislardir. Baslangi¢ azot
konsantrasyonunun biyokiitle gelisimini, ksantan iiretimini, ksantanin molekiiler yapisini ve
ozelliklerini etkiledigini belirtmislerdir. Kennedy, Jones, Barker ve Banks (1982), yaptiklari

calismada azot konsantrasyonu arttiginda piirivilasyon derecesinin arttigini tespit etmislerdir.

Souw ve Demain (1979), en iyi azot kaynaginin 15 mM konsantrasyondaki glutamat

oldugunu belirtmislerdir.

Saied, Gabr, Hamed ve Hefnawy (2002), ksantan gam iiretim fermentasyon
besiyerinde ekonomik azot kaynagi olarak inorganik amonyum nitrat (11,19 gL™) kullanimini

tavsiye etmislerdir.
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c. Sicakligin Etkisi

Ksantan gam iiretiminde sicaklifin etkisi ile ilgili bircok ¢aligma bulunmaktadir.
Calisilan sicaklik degeri 25-34 °C arasinda degismektedir fakat yaygin olarak 28-30 °C
arasindaki sicaklik degerinde calisiimaktadir (Cizelge 2.3). Bir¢ok arastirmaci (Borges vd.,
2008; Gumus vd., 2010; Psomas vd., 2007; Silva vd., 2009; Kerdsup vd., 2009) 28 °C’nin
ksantan gam {iiretiminde optimum sicaklik oldugunu belirtmistir (Palaniraj ve Jayaraman,
2011). Esgalhad, Roseiro ve Amaral (1995) X. campestris gelismesi i¢in optimum sicakligin
25-27 °C oldugunu, ksantan gam iiretimi i¢inse optimum sicakligin 25-30 °C oldugunu
belirtmislerdir. Cadmus vd., (1978) yiiksek kiiltiir sicakliginin ksantan gam iiretimini
arttirdigini, ancak piirivat igerigini azalttig1 sonucuna varmislardir. Garcia-Ochoa vd. (1992),

ksantan gam tiretim besiyeri i¢in optimum sicakligin 28 °C oldugunu gostermislerdir.
d. pH’nin Etkisi

Cogu arastirmact (Psomas vd., 2007; Silva vd., 2009; Kerdsup vd., 2009; Gumus vd.,
2010; Mirik, Demirci, Gumus ve Arici, 2011), notral pH degerinin X. campestris gelisimi i¢in
optimum pH degeri oldugu konusunda hemfikirdir. Ksantan gam {iretimi sirasinda, ksantan
gamda bulunan asit gruplar sebebiyle pH notral degerden 5 degerine dogru azalmaktadir
(Borges vd., 2008). Esgalhado vd. (1995) kiiltiir gelisimi i¢in optimum pH degerinin 67,5,
ksantan gam tretimi i¢in optimum pH degerinin 7-8 oldugunu belirtmistir. Garcia-Ochoa,
Santos ve Alcon (1996), Xanthomonas'in nétr pH'da kiiltiirlenebilecegini onermektedir.
pH'nin etkileri lizerine yapilan c¢alisma, pH kontroliiniin hiicre gelismesini arttirdigi, fakat

ksantan gam tiiretimine etkisinin olmadigini géstermistir.
e. Kiitle Transferi Oraninin Etkisi

Ksantan iiretiminde ¢ok g¢esitli bioreaktorler kullanilmasina ragmen dagitarak
karigtiran tank en yaygin kullanima sahip olandir. Karigtirilan reaktorlerde oksijen kiitle

transfer hizi, hava akis hizindan ve karistirict hizindan etkilenmektedir.

Karistiric1 tanklar kullanildiginda hava akis hizi sabit olarak 1 L/L dakika olarak
uygulanmaktadir. Buna karsilik, calkalama hizi genis bir aralikta degismektedir. Diisiik
karistirma hiz1 oksijeni sinirlandirmasindan dolayi, diisiik kasantan gam {iretim oranina sebep
olmaktadir. Ksantan iiretim orani, oksijenin kullanilabilmesi ile dogrudan iligkilidir (Suh,

Herbst, Schumpe ve Deckwer, 1990; Suh, Schump ve Deckwer, 1992; Amanullah, Satti ve
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Nienow, 1998). Calkalama, ksantan {iretimi iizerinde zamandan daha fazla olumlu etkiye
sahiptir. 1000 rpm'de 50 saat fermentasyonda daha yiiksek iiretim elde edilmistir (Amanullah
vd., 1998). Calkalama ksantan iiretimine pozitif etkide bulunmaktadir (Peters vd., 1989).
Cacik, Dondo ve Marques (2001) maksimum ksantan iiretimini 600 rpm’de, 35 °C’de ve 72

saatte oldugunu gozlemlemistir.

2.7. Farklh Hammaddelerin Kullanilmasiyla Ksantan Gam Uretimi

Endiistriyel 6l¢ekli ksantan gam iiretiminde en ¢ok glukoz veya sakkaroz gibi sekerler
tercih edilmekte olup, ksantan gam veriminde maksimal artis elde edilmektedir (Chatterji vd.,
2015). Saf glukoz pahali oldugundan dolay1 toplam {irliniin maliyetini azaltmak i¢in maltoz,
dekstroz, nisasta, arabinoz ve galaktoz (Souvw ve Demain, 1979) gibi diger seker
alternatifleri ve seker kamisi, peynir alti suyu ve artik atik pekmez gibi (Gomes vd., 2015;
Niknezhad, Asadollah, Zamani, Biria ve Doostmohammadi, 2015; Gilani, Najafpour,

Heydarzadeh ve Zare, 2011) pahali olmayan substratlar kullanilabilmektedir.

Nitschke, Thomas ve Knauss (1997), Xanthomonas campestris izolatlari ile peynir alt1
suyundan (hidrolize edilmemis ve filtre edilmemis) laktoz kullanilarak ksantan gam
irettiklerini, tiretimde %0,5 K;HPO,4, %0,01 MgSO4 ve %1 peynir altt suyundan olusmus
besiyerinde 14 g/kg ksantan gam elde ettiklerini bildirmislerdir.

Papi, Ekateriniadou, Beletsiotis, Typas ve Kyriakidis (1999), X. campestris’in gelisimi
ve ksantan gam iiretimi i¢in c¢esitli dillisyonlardaki (%10, 25, 35, 50, 75) seftali posasi
denemislerdir. Bu diliiyonlar1 hem islenerek saf hale getirilen hem de islenmemis seftali
posast ile hazirlamiglardir. Saf seftali posasinin X. campestris’in gelisimi ve ksantan gam
tiretimi i¢in ¢ok iyi bir substrat oldugunu bulmuslar, en yiiksek ksantan gam verimini %50°’lik

saf seftali posast ile elde etmiglerdir.

Yoo ve Harcum (1999), Xanthomonas campestris NRRL B-1459 ile ksantan gam
tretimi i¢in, ek bir substrat olarak atik seker pancari pulpunun kullanilabilirligini
incelemislerdir. Fermentasyon sonrasinda seker pancarit pulpunun ksantan gam eldesi igin

verimli bir substrat olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Letisse vd. (2001), ksantan gam iiretimi igin Xanthomonas campestris ATCC 13951
ile bir kesikli fermentasyon stratejisi gelistirmisledir. Temel ortam bilesenlerinin timiinii

baslangigta saglamislar, tek seker kaynagi olarak sakkaroz kullanmislardir. Ardisik olarak
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tiiketilen azot kaynaklarinin, (soya fazulyesi hidrolizatlari, amonyum ve nitrat tuzlar1) ortamin
optimizasyonunu daha fazla kolaylastirdigini saptamiglardir. Bu c¢alismada ksantan gamin
sakkarozdan yeterli miktarda tiretilebilecegini, fermentasyon siiresince miimkiin oldugu kadar
az ilave yapilmasi ve ayni zamanda {irtin degerlerine karsi ekonomik Onceliklerin goz 6niinde

tutulmasi gerektigini vurgulamislardir.

Kalogiannis vd. (2003), karbon kaynagi olarak seker pancart melasinin kullanildigt
K,HPO,, maya ekstarkti, triton 80 ile desteklenmis besiyerinde X. campestris ATCC 1395 ile
ksantan gam iiretimini gergeklestirmislerdir. Yaptiklari ¢alismada, besin ortamina K;HPO,
ilavesi gam iiretimine 6nemli bir pozitif etki gdstermis ve maksimum verimi 175 gL melas

ve 4 gL™ KoHPO, varliginda nétr pH ‘da 24 saat sonunda 53 gL olarak bulmuslardir.

Woiciechowski, Soccol, Rocha ve Pandey (2004), manyok kiispesi hidrolizatindan
Xanthomonas campestris ile farkli azot kaynaklari kullanarak ksantan gam {iretimi
gerceklestirmislerdir. Manyok kiispe baslangic konsantrasyonu yaklasik 20 glukoz/L olan
besiyerinin ksantan gam iiretimi i¢in en iyi substrat konsantrasyonu oldugunu belirlemislerdir.
Potasyum nitrat destekli besiyeri ile 72 saat fermentasyon sonundaki gam verimini 14 gL™

olarak saptamislardir.

Mesomo vd. (2009) karbon kaynagi olarak peynir alti suyu kullanarak X. campestris
pv. mangiferaeindicae IBSBF 1230 ile ksantan gam iretimi fermentasyon sartlarinin
optimizasyonu tiizerine yaptiklart ¢caligmada, en yiiksek verimi 28 °C'de 390 rpm calkalama
hizinda, 1,5 vvm havalandirmada tezgah bioreaktoriinde optimize kosullarda 7,2 baslangic pH
‘da 72 saat fermentasyon sonunda gam verimi 35,3 gL™ olarak tespit edilmistir. En yiiksek
viskozite degerini 30 gL gam ile 25 °C’de 1831,34 mPas olarak elde etmislerdir.

Rottava vd. (2009), 10 farkli Xanthomonas tiiri ile ksantan gam iiretimi
gergeklestirmisler ve en iyi verimi sirastyla X. campestris pv. campestris 1078 (9,67 gL™), X.
campestris pv. campestris 254 (9,49 gL™) ve Xanthomonas campestris pv. mangiferaeindicae
1230 (8,93 gL™) ile elde etmislerdir. X. campestris pv. magniferaeindicae kullamlarak elde

edilen gamlarda en iyi viskoziteyi saptamiglardir.

Silva vd. (2009) yaptiklar1 ¢aligmada ksnatan gam iiretiminde peyniraltt suyunu
substrat olarak kullanarak besin ortaminin % 0,1 (w/v) MgSO4 X 7H,0 ve % 2 (w/v) K;HPO,

ile desteklenmesi ile 72 saat sonunda maksimum verimi 25 gL "olarak tespit etmislerdir.
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Demirci (2010), calismasinda 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
iretimi gerceklestirmis ve en yiiksek ortalama verimleri sirasiyla 21,87, 17,10, 5,60 gL‘1
olarak belirlemistir. Elde ettigi ksantan gamlar1t mayonez yapiminda kullanmistir. Ticari ve
pirin¢ kepeginden {iretilen gamlar kullanilarak yapilan mayonezlerin viskozite dlgiimlerinde
en yliksek degerler % 1 oraninda gam ilave edilmis mayonezlerde ticari gam i¢in 4640 mPas,
X. campestris NRRL B-1459 i¢in 3020 mPas ve X. campestris pv. campestris i¢in 3120 mPas

olarak belirlemistir.

Faria, Vieira, Resende, Ribeiro ve Cardoso (2010) yaptiklari ¢alismada Xanthomonas
campestris pv. campestris NRRL B-1459 ile baslangi¢ sakkaroz konsantrasyonlar1 15.0, 25.0
ve 35.0 gL'1 olan seyreltilmis seker kamisini kullanarak ksantan gam iiretmislerdir. 35.0 gL'1

seker konsantrasyonunda en yiiksek ksantan verimini (20.3 gL™) elde etmislerdir.

Ben Salah vd. (2010) yaptiklari ¢alismada hurma suyu atik {iriinlerini karbon kaynagi
olarak kullanarak Xanthomonas campestris NRRL B-1459 ile ksantan gam tiretmislerdir.
Central Composite Orthogonal Design ile tamamlanmis Response Surface Methodology
kullanarak optimum kosullar1 84,68 gL™ karbon kaynagi, 2,7 gL™ azot kaynagi ve 30,1 °C
sicaklik olarak belirlemiglerdir. Maksimum ksantanin deneysel verimini 43.35 gL'1 olarak
bulmuslardir ki bu deger Ongoriilen (42,96 gL ile iyi bir uyum icinde oldugunu

saptamiglardir.

Moosavi ve Karbassi (2010), karbon kaynagi olarak seker pancari melast kullanarak
farkli Xanthomonas tiirleri ile ksantan gam iiretimi iizerine yaptiklar1 ¢alismalarinda seker
pancart melasi bazli 50g/kg sakkaroz konsantrasyonundaki besiyerinde Xanthomonas
campestris pv. campestris kullanarak en yiiksek gam verimini (19,8 gL’l) elde etmislerdir.
Farkli izolatlardan elde edilen gamlar ve ticari gam kullanilarak hazirlanan mayonez

orneklerinin viskozitelerini karsilagtirmislar ve farklilik belirlememislerdir.

Gilani vd. (2011), Xanthomonas campestris PTCC 1473 ile seker kamisindan ksantan
gam tretmislerdir. 32 °C'de 500 rpm'de 30 gL™ toplam seker igerigine sahip besiyerinde
maksimum 17.1 gL gam verimi elde etmislerdir. Elde ettikleri ksantan gammn FTIR

spektumunu ticeri ksantan ile karsilastirmiglardir.
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Faria vd. (2011), seker kamisi suyundan Xanthomonas campestris pv. campestris
NRRL B-1459 ile ksantan gam iiretmislerdir. 750 rpm calkalama hizinda ve 0,35 vvm
havalandirmada 24 saat siliren fermentasyon siiresi sonunda ksantan gamin glukoz, mannoz ve
glukuronik asit oranini sirastyla 1,79:1,33:1, gamin molekiil agirligini 4,172 x10° Da olarak

saptamiglardir.

Savvides, Katsifas, Hatzinikolaou ve Karagouni (2012) yaptiklar1 ¢aligmada, siit
endiistrisinin atik bir iirlinli olan peynir alti suyunu karbon kaynagi olarak kullanarak
Xanthomonas campestris ATCC 13951 susu ile ksantan gam iiretmislerdir. 43 gL karbon
kaynag1 konsantrasyonunda 96 saat gelisme sonunda ksantan veriminin 8.72 ile 12.46 gL™

arasinda degistigini saptamislardir.

Gomes vd. (2015) yaptiklar1 ¢aligmada ksantan gam iiretiminde hammadde kaynagi
olarak seker kamisi kiispesi gibi lignoseliillozik malzemeler kullanmiglardir. Bu ¢alismanin
amaci, ksantan gam tiretmek icin en iyi seker kamisi kiispesi konsantrasyonunu segcmek ve
elde edilen biyopolimerin oOzelliklerini analiz etmektir. %2, %4, %6, %8 ve %10
konsantrasyonlarda seker kamisi kiispesi ile ¢alisilmis olup ksantan gam verimi 0,54 gL'1 ile
8,44 gL'1 arasinda degismistir. Hem {retim acisindan hem de polimer karakterizasyonu

acisindan en iyi sonu¢ %4 konsantrasyon oraninda elde etmislerdir.

Niknezhad vd. (2015) Xanthomonas campestris and Xanthomonas pelargonii ksantan
ile ksantan gam iretimi caligmalarinda karbon kaynagi olarak peynir altt suyu laktozunu
kullanmislardir. Bu ¢aligmada proteinler ¢oktiiriilmiis ve fermentasyondan once peynir altt
suyundan uzaklastirilmistir. Ksantan gam {retimini en iist diizeye ¢ikarmak i¢in kiiltiir
ortamindaki karbon, magnezyum ve fosfat kaynagi konsantrasyonlarinin optimizasyonu i¢in
Box-Behnken tepki yiizey metodolojisi kullanilmistir. X. campestrisiin 48 saatlik
fermentasyonundan sonra, 65,2 gL peynir alt: suyunda (39,1 gL laktoz), 14,8 gL fosfat
(KH,PO,) ve 1,1 gL™ of magnezyum (MgSO4 7H,0) konsantrasyonlarnda en yiiksek
ksantan gam konsantrasyonunu (16,4 gL™) elde etmislerdir. Ksantan gam verimini X.
campestris i¢in 0,42, X. pelargonii i¢cin 0,27 (g ksantan gam/g laktoz) olarak tespit

etmislerdir.

Ghashghaei, Soudi ve Hoseinkhani (2016) yaptiklar1 ¢alismada, kantan gam iiretimi

icin diistik dereceli {izlim suyu konsantresini karbon kaynagi olarak kullanmiglardir. Optimize
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edilmis kosullar altinda 28 °C'de 72 saat iginde ortalama ksantan verimini ve tretimini

sirastyla %35 ve 14,35 gL olarak tespit etmislerdir.

Li vd. (2016) calismalarinda yalnizca mutfak atiklarimi kullanarak ksantan gam
tiretimenin miimkiin oldugunu gostermislerdir. 5 L'lik bir fermantérde doniisiim orani ve
indirgeyici seker kullanim orani sirastyla % 67,07 ve % 94,82'ye ulastigi durumuda ksantan

veriminin 11,73 gL™'ye ulastigin1 saptanuslardur.

Cizelge 2.3'te farkli hammaddelerin kullanilmasiyla elde edilen ksantan gam verimleri

gosterilmistir.

Cizelge 2.3. Farkli hammaddelerin kullanilmasiyla elde edilen ksantan gam verimleri

Substrat

Ksantan Gam Verimi(gL™)

Referans

Seker kamisi kiispesi

0,54 gL ile 8,44 gL™
arasinda

Gomes vd. (2015)

Peynir alt1 suyu laktozunu

Maks. 16,4 gL

Niknezhad vd. (2015)

pustk dercoel fizim suyt 14,35 gL Ghashghaei vd. (2016)
Peynir alt1 suyu 35,3gL™ Mesomo vd. (2009)
Mutfak atiklari 11,73¢gL* Li vd. (2016)

Seker pancar1 melasi 19,8 gL'l Moosavi ve Karbassi

(2010)

Peynir alt1 suyu

8,72-12,46 gL

Savvides vd. (2012)

Seker kamisi 17,1 gL Gilani vd. (2011)

Hurma suyu atik iiriinleri 43,35 gL™ Ben Salah vd.(2010)
Seker kamisi 20,3gL™ Faria vd. (2010)

Manyok kiispesi 14 gLt Woiciechowski vd. (2004)
Piring kepegi 21,87 gL Demirci (2010)

Peyniralt1 suyu 25¢gL* Silva vd. (2009)
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Atik Ekmek

Tez kapsaminda materyal olarak kullanilmak tizere bayatlamis ve raf omrii tiikenmis
bugday ekmekleri Tekirdag’daki bir ekmek firinindan temin edilmistir. Ekmeklerde kiiflenme
olmamasina dikkat edilmistir. Calismada kullanilan atik ekmeklerin kimyasal kompozisyonu

Cizelge 3.1’de verilmektedir.

Cizelge 3.1. Atik ekmeklerin kimyasal kompozisyonuna ait ortalama degerler (%)

Bilesen Oran (%)
Toplam Karbonhidrat 54

Nem 38
Protein 6

Kiil 1

3.1.2. Ticari Gam

Ticari gam, AS Kimya Sanayi ve Dig Ticaret A.S'den temin edilmistir.

3.1.3. Mikroorganizmalar

Tekirdag Namik Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii 6gretim
tiyesi Prof. Dr. Mustafa Mirik’in daha onceki ¢aligsmalarinda sirasiyla sardunya (Pelargonium
hybrida L), biber (Capsicum annuum L) ve begonya (Begonia X tuber hybrid)'dan izole edip
morfolojik ve genetik tanimlamalarini yapmis oldugu Xanthomonas hortorum pv. pelargonii
(sardunya-3), X. axonopodis pv. vesicatoria (XCVA3-1) ve X. axonopodis pv. begonia (Xcb-

9) izolatlar1 hidrolize atik ekmeklerden ksantan gam tiretiminde kullanilmustir.

28


http://www.askimya.com/
http://www.askimya.com/

Standart ksantan gam iireticisi Xanthomonas campestris DSM 19000 (NRRL B-1459)
izolati, The Leibniz Institute DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen (Almanya)’den temin edilmis olup, ksantan gam iiretim denemelerinde kontrol
olarak kullanilmigtir. Kiiltiirler koruyucu ortam (gliserol %30 (v/v)) igerisinde derin
dondurucuda (-40 °C) muhafaza edilmistir.

3.1.4. Enzimler

Bacillus licheniformis tarafindan iiretilen Termostabil alfa-amilaz (EC 3.2.1.1) enzimi
(Termamyl 120 L) (Novozyme, Danimarka, enzim aktivitesi 120 KNU/g (KNU=Kilo Novo
Units a-amilaz—Novozyme standart metoduna gore saatte 5.26 g nisasta parcalayan enzim
miktart), genetik olarak modifiye edilmis Aspergillus tiirleri tarafindan iretilen
amiloglukozidaz enzimi (EC 3.2.1.3) (AMG 300 L) (Novozyme, Danimarka, enzim aktivitesi
300 AGU/mL (AGU= belirtilen sartlar altinda dakikada 1 pmol maltozu hidrolize eden enzim

miktart) (Sekil 3.1) Sigma-Aldrich temsilcisi Interlab firmasindan satin alinmistir.

Sekil 3.1. Atik ekmeklerin enzimatik hidrolizinde kullanilan enzimler

3.2. Yontem

3.2.1. Atik Ekmeklerin Kimyasal Bilesimin Belirlenmesi ve Enzimatik Hidrolize

Hazirlanmasi

Atik ekmekler 2-5 cm'lik ufak pargalara kesildikten sonra sabit nem miktarina
gelinceye kadar 50 °C’de kurutulmustur (Sekil 3.2). Daha sonra ekmekler laboratuvar tipi

ogiitiictide ogiitiilerek toz haline getirilmis ve -20 °C’de muhafaza edilmistir.
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Ekmegin kimyasal kompozisyonun belirlemek amaciyla; nem miktar: tayini standart
kurutma metodu ile materyalin 95 °C’de 24 saat, sabit agirliga gelinceye kadar tutulmasi ile

gergeklestirilmistir.

Kiil miktar1 ekmeklerin bir gece boyunca 550 °C sicakliktaki kiil firininda sabit
agirliga gelinceye kadar kadar yakilmasi ve yakilan Orneklerin desikatdrde sogutulduktan

sonra tartilmasi ile hesaplanmistir (AOAC, 2000).

Sekil 3.2. Kurutulmak iizere ufak pargalara kesilmis ekmekler

3.2.1.1. Nisasta Analizi

Atik ekmeklerdeki nisasta miktar: ISO 10520 (1997) metodu ile belirlenmistir. Kuru

ekmek igerisindeki nisasta miktar1 ortalama %87 olarak tespit edilmistir.

3.2.2. Toplam Seker ve Indirgen Seker Analizi

Ekmek hidrolizatlarinin glukoz miktari, refraktif index detektdriine (RID) sahip
Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC) ile, Johansen vd. (1996)'nin 6nerdigi
metoda gore belirlenmistir. Bu metoda gore, 1 g drnek (ekmek hidrolizat siiziintiisii) 25 mL
hacimli erlende tartildiktan sonra 10 mL % 80 (v/v) etanol ilave edilmistir. Erlen termostath
su banyosunda manyetik karistiricida 80 °C’de 30 dk bekletilmistir. Ornek sogutulduktan
sonra 10 mL’lik plastik tiiplere alinarak 10.000 g, 10 dk santifiij edilmistir. Supernatant
toplanmis ve 0,45 um PTFE membrandan filtre edilmistir. Filtre edilen ¢bzeltiden 20 pL
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HPLC sitemine enjekte edilmistir. HPLC karbonhidrat kolonu VA 300/7.7 NUCLEOGEL
SUGAR 810 H, hareketli faz akis hiz1 0,6 mL/dk, kolon firin sicakligi 35 °C.

3.2.3. Ekmegin Enzimatik Hidrolizi

Ekmekteki nisastanin fermentasyon triinleri iiretiminde kullanilabilmesi i¢in fermente

edilebilir basit sekerlere dontistiiriilmesi gerekmektedir.

Enzimatik hidroliz asit veya alkali hidrolizlerle karsilagtirildiginda; diisiik toksisite,
diisiik maliyet ve diisiik korozyon gibi nedenlerle avantajli bir uygulamadir. Ayrica enzimatik
hidrolizde inhibitor yan tiriinler de olusmaz. Asit hidrolizi sonucunda asetik asit, furfural ve 5
hidroksimetilfurfural gibi cesitli yan triinler meydana gelmektedir. Bu iriinler; biyolojik
aktiviteleri inhibe etme, enzim aktivitesini diisiirme, DNA’y1 parg¢alama, protein olusumunu
ve RNA sentezini inhibe etme gibi mekanizmalarla mikroorganizmaya ve dolayisiyla
fermentasyon prosesine zarar vermektedir. Dolayisiyla fermentasyon i¢in kullanilacak
hidrolizatlarin detoksifiye islemine tabi tutulmasi gerekmektedir (Sarkar, Ghosh, Bannerjee
ve Aikat, 2012; Gunasekar, Reshma, Treesa, Gowdhaman ve Ponnusami, 2014).

Atik ekmegin hidrolizinde kullanilan degerler Demirci, Palabiyik, Gumus ve Ozalp
(2017)'nin  yapmis olduklar1 enzimatik hidroliz optimizasyon c¢alismasi sonuglari
dogrultusunda belirlenmis olup, atik ekmek enzimatik hidrolizi bu ¢aligmanin yontemine
uygun olarak gergeklestirilmistir. Bu bilgiler 1s1¢inda ekmegin enzimatik hidrolizi 2 asamada

gerceklestirilmistir.

Hidrolizin ilk asamasinda; jelatinize nisasta ¢Ozeltisinin viskozitesini diislirmek ve
amiloz ve amilopektin zincirinin ortasindaki a-1.4 glikozidik baglar1 kirarak kisa zincirli
dekstrinleri olusturmak i¢in sicakliga dayanikli a-amilaz (EC 3.2.1.1) enzimi (Termamyl 120
L) kullamilmistir. Ekmegin enzimatik sivilastirma islemi 1 litrelik erlenlerde mekanik
karistiricili su banyosunda gerceklestirilmistir. Kurutulmus atik ekmekler distile su ile
karistirilmig ve pH’st 1 mol L™ HySO, veya NaOH ¢ozeltileri kullanilarak 6.0’ ya
ayarlanmistir. Erlenler su banyosunda 45°C’de 20 dk 6n 1sitmaya tabi tutulmustur. Ekmek
bulamacimin sicakligr 60°C’ye ulastiginda Termamyl 120 L enzimi ilave edilmis ve toplam
agirhik distile su ile 200 gr’a tamamlanmistir. Daha sonra ornekler 90°C’ye getirilmis ve
stvilagtirma islemi 150 rpm ¢alkalama hizinda 60 dk boyunca gergeklestirilmistir. Daha sonra

ornekler 50°C’ye sogutulmustur.
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Nisasta hidrolizinin ikinci basamaginda (sakkarifikasyon), dekstrinler monomer
sekerler (glukoz) elde etmek amaciyla glukoamilaz (amiloglukozidaz) (EC3.2.1.3) (AMG 300
L) enzimi ile sakkarifikasyon igslemi gergeklestirilmistir. Sivilastirilmig siispansiyonun pH’s1 1
molL™? H,SO, ¢ozeltisi ile 5.0’e ayarlanmistir. Sakkarifikasyon denemeleri ¢alkalamali
inkiibatorde, 55°C sicaklikta ve 200 rpm karistirma hizinda gerceklestirilmistir.
Sakkarifikasyon 24 saat boyunca yiiriitiilmiis ve siire sonunda siispansiyon hemen 20°C’ye

sogutulmustur. Ekmegin enzimatik hidroliz prosesi Sekil 3.3'te gosterilmistir:
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Sekil 3.3. Enzimatik hidroliz prosesi
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3.2.4. Kiiltiirlerin Muhafazasi

a. Koruyucu ortamda muhafaza

Kiiltiirleri muhafaza etmek ve genetik profilindeki degisim riskini azaltmak amaciyla
izolatlar -40 °C’de dondurularak korunmaktadir. Kiiltiirler, Yeast Malt Broth (YM broth)
besiyerinde (icerik Cizelge 3.2°de gosterilmektedir) 28+2 °C’de inkiibe edildikten sonra steril
kriyokoruyucu gliserol (%30 v/v) ilave edilmis ve karigim iyice homojenize edilmistir. Daha
sonra siispansiyon uygun steril mikrotiiplere (1.5 mL) aktarilmis ve hizli bir sekilde -40 °C’de
dondurulmustur. Biitiin prosediirler aseptik kosullar altinda gergeklestirilmistir (Stanbury,
Whitaker ve Hall, 2000).

b. Yatik Agarda Muhafaza

Kisa siireli muhafazalar i¢in bakteri kiiltiirleri Yeast Malt (YM) agar (icerik Cizelge
3.2°de gosterilmektedir) iceren tiiplere 6ze ile ¢izim yapilmis ve 28 °C+2°C’de 48 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda yatik agar kiiltiirleri buzdolabinda muhafaza edilmistir. Yatik

agar kiiltiirleri 14 giinde bir tazelenmistir.

3.2.5. Bakteri inokulantlarimin Hazirlanmasi

Ksantan fermentasyonu i¢in bu basamak gercekten Onemlidir, ¢iinkii ksantan
bakterinin kapsiiliidiir ve gam mikroorganizma gelisirken tiretilmektedir. Hiicrelerin besinleri
almasina ¢ok biiyiik bir engel olmas1 sebebiyle, bu basamakta ksantan gam iiretimi istenmez.
Uretimde kullamlacak inokulumun iissel iireme fazinda olmasi ve ksantan gamsiz, énemli
biyokiitle konsantrasyonuna sahip olmasi gerekmektedir. Bu sebeplerden dolay1 inokulum 2

asamada hazirlanmistir:

Ik asamada; taze yatik agar kiiltiirlerinden (24 saat) bir 6ze dolusu hiicrenin 7 mL YM
broth (pH 7,0) igeren tiiplere transfer edilmistir ve tiipler 28 °C, 180 rpm de 12 saat
inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra bu kiiltiir, 20 mL YM broth igeren erlenlere transfer
edilmis ve 6 saat 28 °C’de 180 rpm’de inkiibe edilmistir. Hiicre konsantrasyonu McFarland
ile tespit edilmistir. Elde edilen inokulum (hiicre konsantrasyonu yaklasik 10% hiic/mL)

ksantan gam tiretim denemelerinde kullanilmistir (Sekil 3.4).

34



Sekil 3.4. YM agar ve broth da gelistirilen Xanthomonas kiiltiirleri

3.2.6. Ksantan Gam Uretim Optimizasyonu (Deneysel Metodoloji)

Bu asamada incelenen 3 faktoriin (glukoz orani, bakteri inokulum hacmi ve karistirma
hizi) calisilan izolatlardan gam eldesi iizerine etkisinin bulunmasi ve faktorlerin
optimizasyonu 14 deneme noktasindan olusan Box-Behnken deney (BBD) tasarimindan elde
edilmistir. Burada amag¢ daha az sayida deney noktasi ile gam verimini maksimum yapan
faktor seviyelerinin tespit etmek ve matematiksel ve istatistiksel optimizasyon islemini
gerceklestirip izolatlarin gam {iretim verimlerini kiyaslamaktir. Box-Behnken deney
tasarimina gore deneme noktalar1 Cizelge 3.2°de gdsterilmistir. BBD analizi ve optimizasyon
islemi sonucunda en yiiksek gam iiretim veriminin hangi Xanthomonas tiiriinden ve calisilan 3
faktoriin hangi seviyelerinden elde edildigi saptanmistir. Optimizasyonda faktorlerin lineer ve

interaksiyon etkileri Denklem 3.1°de gosterilen denkleme uyarlanmustir.

vy =80+ z; BXi+ ) Y XX, (3.1)

i=1j=i+1

Burada Y, tahmini yapilan sonug degeri; By, B;, B;; regresyon katsayilari; X; ve X;,

kodlu bagimsiz degiskenlerdir.
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Cizelge 3.2. Atik ekmek hidrolizatlarinin substrat olarak kullanildigi, BBD deneme dizaynina
gore 14 farkli deney noktasi

Deneme faktorlerinin kodlu seviyeleri

Glukoz oran1  Bakteri inokulum miktar1 Karistirma Hizi
Deneme noktalari

(%) (%) (rpm)
1 8 5 300
2 12 10 150
3 8 10 225
4 12 5 225
5 8 15 150
6 4 15 225
7 12 10 300
8 4 5 225
9 12 15 225
10 8 5 150
11 8 10 225
12 8 15 300
13 4 10 150
14 4 10 300

3.2.7. Ksantan Gam Uretimi

Ksantan gam {iretiminde; karbon kaynagi olarak ekmek hidrolizati, azot kaynagi,
potasyum fosfat ve diger iz elementlerin bulundugu steril bir ortamda bitkilerden izole edilmis
3 farkli Xanthomonas izolatlar: ve X. campestris DSM 19000 (NRRL B-1459) izolati
kullanilarak 1000 mL’lik erlenler igerisinde, ¢alkalamali inkiibatorde aerobik fermentasyon
ile tretilmistir. Fermentasyon besiyerinde karbon kaynagi olarak atik ekmek hidrolizati

kullanilmistir.
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3.2.7.1. Ksantan gam iiretim besiyeri

Ksantan gam tiretmek i¢in kullanilan besiyerinin bilesimi Cizelge 3.3°te verilmektedir

(Liakopoulou-Kyriakides vd., 1999).

Cizelge 3.3. Xanthomonas kiiltiirlerinin muhafazasi, inokulum ve ksantan gam iiretimi besin

ortami kompozisyonu (gL'l)

(Liakopoulou-Kyriakides, Psomas ve Kyriakidis, 1999)

Bilesen Standart Atik ekmekli fermentasyon
Fermentasyon besiyeri
besiyeri
Glukoz 40 Farkli glukoz oranlarinda
(40-80-120) ayarlanmig
ekmek hidrolizatlar
Pepton - -
Yeast Ekstrakt - -
Malt Ekstrakt - -
Agar - ;
Citric acid 2,1 2,1
KH,PO4 2,866 2,866
MgCl, 0,507 0,507
NaSO4 0,089 0,089
H3BO3 0,006 0,006
Zn0O 0,006 0,006
FeCl; 6 H,O 0,020 0,020
CaCOs 0,020 0,020

Cizelge 3.3’te belirtilen maddeler 1000 mL hacimli erlen igerisinde 400 mL iiretim

besiyeri olacak sekilde hazirlanmis pH’s1 7,0 ayarlanmistir. Ekmek hidrolizatindaki glukoz

konsantrasyonu distile su ile farkli glukoz konsantrasyonlart (40, 80 ve 120 gL™) olacak

sekilde seyreltilmistir. Besiyeri 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildikten sonra

(ekmek hidrolizati ayr1 steril edilmistir) bakteri farkli oranlarda inokiile edilmis ve
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fermentasyon islemi galkalamali inkiibatorde, farkli karistirma hizlarinda 72 saat boyunca

gerceklestirilmistir. Sicaklik 28 °C’de sabit tutulmustur.

Fermentasyondan sonra hiicrelerin 6ldiiriilmesi i¢in besiyeri 100 °C’de 1s1l isleme tabi
tutulmustur. Bu 1s1] islem ayrica ksantanin izolasyonunu kolaylastirmakta, enzimleri inaktive
etmekte ve ksantan reolojik 6zelliklerini gelistirebilmektedir (Borges, de Paula, Feitosa ve
Vendruscolo, 2009).

Fermentasyon sonunda besiyeri; ksantan gam, bakteriyel hiicreler ve bir¢ok diger
kimyasallar1 igermektedir. Gida katkis1 olarak kullanilan ksantan, biyokiitleden ve geri
kazanim prosesinde kullanilan ayiraglardan armmis olmalidir (Flores-Candia ve Dechwer,
1999). Ksantan gamin elde edilebilmesi igin ilk once hiicreler, santrifiij yontemi ile (10.000
rpm, 30 dk 4 °C) uzaklastirilmistir. Daha sonra, supernatant igerisindeki gama, izopropanol
kullanilarak (1:3 v/v) ¢oktliirme islemi uygulanmistir (Sekil 3.6). Cokeltmeden sonra, iiriin
mekanik olarak sudan uzaklastirilmis ve etiivde 50 °C’de sabit agirliga gelinceye kadar
kurutulup, ksantan gam verimi hesaplanmistir. Ksantan gam tiretim akis semast Sekil 3.5’te

gosterilmistir.
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Sekil 3.5. Ksantan gam tiiretim akim semasi
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Sekil 3.6. Santrifiigasyon sonrasi izopropanol ile ksantan gamin eldesi

3.2.8. Bakteriyel Gelisimin Tespiti

Kuru hiicre agirligi belirlenmesi amaciyla, 5 mL fermentasyon brothu belirli
araliklarda (0, 24, 48, 72 ve 96. saatlerde) alinmstir. 10.000 rpm, 10 dk’lik santrifiijden sonra
supernatant kismi ayrilmis ve ¢oken biyokiitle 105 °C’de 3 saat kurutulmus ve son olarak,
farkli zamanlardaki kuru hiicre agirhig gL olarak hesaplanmustir (Niknezhad, Asadollahi,
Zamani ve Biria, 2014).

3.2.9. Ksantan Gam Orneklerinin Fizikokimyasal, Kompozisyonel, Molekiiler,

Teknolojik ve Reolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

3.2.9.1. Fizikokimyasal 6zelliklerin belirlenmesi

Ksantan gam Orneklerinin su aktiviteleri Beta Laboratuvar Cihazlar1 Ltd. Sti. Aqua

Lab 4TE masa tipi su aktivite cihaziyla (Sekil 3.7) 25,00+0,2 °C'de tespit edilmistir.

Kiil miktar1 gamlarin bir gece boyunca 550 °C sicakliktaki kiil firninda sabit agirhiga
gelinceye kadar kadar yakilmasi ve yakilan Orneklerin desikatdrde sogutulduktan sonra
tartilmasi ile hesaplanmistir. Gamlarin pH degerleri dijital pH metre (WTW 330) kullanilarak
tespit edilmistir (AOAC, 2000).
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Sekil 3.7. Masa tipi su aktivite cihaz1 (Aqua Lab 4TE)

3.2.9.2. Kimyasal kompozisyonunun belirlenmesi

a. Monosakkarit kompozisyonun ve glukuronik asit miktarinin belirlenmesi

Gam oOrneklerinin monosakkarit kompozisyonu ve glukuronik asit miktari, refraktif
index detektoriine (RID) sahip Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC) ile, Benhura
ve Chidewe (2004)'nin 6nerdigi metoda gore belirlenmistir. 10 mg gam o6rnegi, 1 mL 2M
trifloroasetikasit ile karistirilarak 120 °C'de 3 saat siireyle hidrolize edilmistir. Fazla asit
ugurulduktan sonra 1'e 3 oraninda saf su eklenmistir. Hidrolize edilmis iiriin, 0.45 um filtre ile

stiziildiikten sonra 0,02 mL 6rnek, seker kolonuna sahip HPLC'ye enjekte edilmistir.

Hareketli faz olarak asetonitril:su (80:20) karigimi kullanilmis ve hareketli fazin akis
hiz1 2 ml/dakika olmustur. Kolon sicakligi 30 °C' ye ayarlanmistir. Monosakkaritler; glukoz,
mannoz ve ramnoz sekerlerinin ve glukuronik asit alikonma zamanlariyla karsilastirilarak
belirlenmistir. Bu sekerler i¢in olusturulacak kalibrasyon grafikleriyle de gamda bulunan
seker  miktarlar1  hesaplanmistir. ~ HPLC  karbonhidrat  kolonu VA  300/7.7
NUCLEOGEL®SUGAR 810 H, hareketli faz akis hiz1 0,6 mL/dk, kolon firin sicakligi 35 °C.

b. Piriivik asit igeriginin belirlenmesi

Ksantan gam orneklerinde piruvat miktar1 pirtivik asit enzimatik kitiyle (Sigma-
Aldrich, Pyruvate Assay Kit MAKO71) hesaplanmistir. Gam Ornekleri piriivik asit tampon
¢oOzeltisi icinde 4’e 1 hacim oraninda homojenize edilmistir. Bu karistmin 46 mikrolitresi, 2

uL pirtivik asit prob solusyonu ve 2 uL piruvat enzim karisimiyla 50 mikrolitrelik hacime
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tamamlanip, elde edilen karigim, Ol¢ciim yuvalarina pipet yardimiyla doldurulmus ve oda
sicakliginda 30 dk inkiibe edilmistir. Son olarak 570 nm absorbansta kolorimetride tespit

edilmistir (Cheetman ve Punruckvong, 1985).
c. Asetik asit igeriginin belirlenmesi

Ksantan gam orneklerinde asetik asit miktar1 asetik asit kolorimetrik kitiyle (Sigma-
Aldrich, Acetate Assay Kit, MAKO086) hesaplanmistir. 10 mg gam 6rnegi 100 mikrolitre
buzlu-soguk asetik asit tampon ¢ozeltisinde homojenize edilmistir. Bu karigimin 42 pL'si, 2
uL'lik asetik asit enzim karisimi, 2 pL'lik ATP, 2 uL'lik asetik asit substrat karigimi ve 2
uL'lik kolorimetrik probla 50 pL'lik hacme tamamlanmis ve bu karisim 6lgiim yuvalarina
pipet yardimiyla doldurulup oda sicakliginda 40 dk inkiibe edilmistir. Son olarak 450 nm

absorbansta asetik asit igerigi tespit edilmistir.

3.2.9.3. Fiziksel 6zelliklerinin belirlenmesi

a. Molekiiler agirliginin belirlenmesi

Ksantan gamlarin ortalama molekiiler agirligi farkli kayma hizlarinda ve gam
konsantrasyonlarinda (c) (0,5-3 gL™) tespit edilen gam ¢ozeltilerinin goriiniir viskozitesiyle
(nsp) belirlenmistir. Coziicii olarak 1 gL """lik NaCI’li distile su kullamlmustir. Denklem 3.2°ye
gore her bir ksantan gam ¢ozeltisi icin 0 kayma hizinda (y) 6z viskozite (Mspo)

belirlenmektedir.

b 1 o (3.2)
sp— 1 —1,,1-n @
ol T Y

Farkli Ksantan gam ¢ozeltileriyle elde edilen 6z viskozite degerleri, denklem 3.3’te

kullanilarak 6zgiin viskozite (1) degeri belirlenmektedir.

Nepo = cnl + 0.44(c[n])? + 1.73 » 102 (c[n])*2* (33)

Bulunan 6zgiin viskozite Mark-Howink denklemine gore ortalama molekiiler agirlikla
(My) baglantilanmaktadir (Milas vd., 1985; Stokke ve Elgsaeter, 1992). Ksantan gam i¢in

kullanilan denklem 3.4’tiir ve bundaki degerler literatiirde bildirilmistir.
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n=17+10"* <M, > (3.4)

3.2.9.4. Reolojik ozelliklerinin belirlenmesi

Uretilen ksantan gamlarin kiitlece %0,5, 1 ve 2 oranlarinda konsantrasyona sahip su-
gam soliisyonlariin reolojik 6zellikleri iki farkli deformasyon testi uygulanarak (Steady shear
(sabit kayma) ve dynamic shear (dinamik kayma)) sicaklik kontrollii (peltier sistemli) hassas
gerilim reometre cihazi (TA DHR-2, ABD) (Sekil 3.8) kullanilarak gergeklestirilmistir.
Reolojik analizler, belirli bir paralel plaka konfigiirasyonunda (¢ap1 40mm), test edilen iiriine
gore 1-100s™* kayma hizi ve acisal frekansta, 5 ila 60 °C’ler arasinda hassas olarak
gerceklestirilmistir. 2,0 mL 6rnek, paralel plaka arasina yerlestirilmis ve 10 saniye araliklarla

toplam 100 veri alimmustir. Analizler iki tekrarli olarak gergeklestirilmistir.

Sekil 3.8. Reometre cihazi (TA DHR-2, ABD)

a. Yatiskin kesme (Steady shear) akis davranis parametrelerinin belirlenmesi

Elde edilen reolojik verilerin, Power-law (Ostwald de Waele) modeline uyumu test
edilmis ve determinasyon katsayisi (Rz), kivam katsayis1 ve akis davranis indeksi degerleri

belirlenmistir.
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Power law model: o = K 7) (3.5)
Burada o kayma gerilimi (Pa), K kivam Kkatsayisi (Pa s"), 7 kayma hiz1 (s, n akis
davranis indeksi, o,akma gerilimi (Pa) (Denklem 3.5)

Uriinlerin gériiniir vizkozite (apparent viscosity) degerlerinin sicakliga bagl olarak

degisimi Arrhenius model ile tanimlanmistir (Denklem 3.6):

n=n0e(Ea/R(T+273.2)) (3.6)

Burada # goriiniir vizkozite (Pa s), 7o Arrhenius esitligi sabiti (Pa s), E, aktivasyon
enerjisi (J mol™), R evrensel gaz sabiti (8.314 J mol™K™), T sicakliktir [°C].

b. Dinamik kayma (Dynamic shear) akis davranig parametrelerinin belirlenmesi

Stiplirme frekansi testleri (Frequency sweep), dynamic oscillatory shear (dinamik
tiresimli kayma) modu kullanilarak gerceklestirilmistir. Osilasyon (titresim) testlerinde,
ornekler sinus egrisi gibi bir osilasyon gerilimine veya deformasyonuna tabi tutulmus ve bu
sekilde elastikiyet modiilii (G') ve vizkozite modiilii (G") degerleri belirli frekans degerlerine

kars1 asagidaki gibi belirlenmistir (Denklem 3.7 ve 3.8).

G'= G*cos o (3.7)

G"= G*sin & (3.8)

Incelenen 6rnegin kat1 veya sivi mi dzellik gdsterdigini acik bir sekilde belirten loss
tangent (Kay1p tanjant ag1, tan ¢ ) degerleri, asagidaki denkleme gore belirlenmistir (Denklem
3.9).

tan & = G"/G’ (3.9)
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Agisal frekans degerlerine karsi belirlenen dinamik reoloji parametreleri G’ ve G”,
lineer regresyon analizine tabi tutularak ve intercept (kesme) degerleri (K’ ve K"), egim

degerleri (n" ve n"') ve R? degerleri asagidaki denklemler kullanilarak hesaplanmustir.

G'=K'(0)n’ (3.10)

G" =K (o)’ (3.11)

Burada o agisal frekanstir (rad/s).

3.2.9.5. Teknolojik ozelliklerinin belirlenmesi

a. Su tutma kapasitelerinin belirlenmesi

1 g ksantan gam Ornegi, 10 mL saf su igerisine koyularak 2 dk vorteks ile
karistirilmistir. Daha sonra 3000 g’de 30 dk santrifiij edilmis ve serbest su miktart
belirlenerek 100 g gam tarafindan absorbe edilen su miktar1 hesaplanmistir (Galla ve Dubasi,

2010).
b. Yag tutma kapasitelerinin belirlenmesi

1 g ksantan gam 6rnegi, 10 mL rafine edilmis aygigek yag1 i¢erisine konulmus ve 3000
g'de 30 dk santrifiij edildikten sonra 100 g gam tarafindan absorbe edilen yag miktari
belirlenmistir (Galla ve Dubasi, 2010).

€. Cozinirliklerin belirlenmesi

%0,1'lik ksantan gam c¢ozeltisi 25 °C'de, 30 dk boyunca manyetik karistirici ile
karistirilmis ve islem sonunda ¢ozelti 6000 g'de 30 dk boyunca santrifiij edilmistir. Ust faz
almarak, 105 °C'de 24 saat siireyle kurutulmus ve iist faz konsantrasyonu belirlenmistir.
Coziniirlik degeri, belirlenen iist faz konsantrasyon degerinin baslangigtaki konsantrasyon
degerine oranlanmasiyla yiizde olarak hesaplanmistir (Dakia, Blecker, Roberta, Watheleta ve
Paquota, 2008).
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d. Kopiik olusturma kapasite ve stabilitelerinin belirlenmesi

1 g gam 100 mL saf su ile 13.000 rpm'de 5 dk karistirildiktan sonra 250 mL'lik 6l¢ii
silindirine aktarilarak, kopik hacmi 1, 10, 30, 60, 90 ve 120. dakikalarda kaydedilmistir.
Koptik olusturma kapasitesi ve stabilitesi denklem 3.12 ve denklem 3.13 formiilleri

kullanilarak hesaplanmistir (Coffman ve Garcia, 1977).

Sekil 3.9. Kopiik olusturma kapasite ve stabilitelerinin belirlenmesi

Kopiik olusturma kapasitesi

(3.12)

_ ((Whipping sonras1 hacim) — whipping oncesi hacim)) 100
T (wWhipping 6ncesi hacim) x

Kk stabilit . (t zaman sonraki kopik hacmi) 100
opul stabtitest = (baslangi¢ kopiik hacmi) x (3.13)

3.2.10. Elde Edilecek Ksantan Gamlar ile Model Gidalar (Puding) Yapilmasi ve Bu
Model Gidalarin Reolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi ve Gam flavesiz Ornekler ile

Karsilastirilmasi

3.2.10.1. Puding d6rneklerinin hazirlanmasi

Puding 6rnekleri, 250 mL tam yagl siit (%3 yag), 6,25 g nisasta, 37,5 g seker ve 0,5 g
ksantan gam ile hazirlanmistir. Kuru bilesenler siit ile manyetik karistiricida oda sicakliginda

1 saat karistirillmistir. Karigim 1sitilarak 3 dk boyunca kaynatilmis ve kaplara ilave edildikten
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sonra 4 °C’ye sogutulmustur. Hazirlanan puding 6rnekleri 24 saat 4 °C’de bekletildikten

sonra reolojik analizleri yapilmistir.

3.2.10.2. Puding érneklerinin reolojik 6zelliklerinin belirlenmesi

Bir onceki asamada optimum reolojik oOzellige sahip oldugu belirlenen gam
orneklerinin ilave edilmesiyle hazirlanan pudinglerin steady shear (sabit kayma), dynamic
shear (dinamik kayma) ve creep-recovery (siiriinme toparlanmasi) deformasyon testleri peltier
sistemli kontrollii gerilim reometre cihaz1 kullanilarak gerceklestirilmis ve gam ilavesiz
ornekler ile karsilastirilmistir. Puding 6rneklerinin steady shear, dynamic shear ve creep-
recovery Ozelliklerinin belirlenmesinde uygulanacak islem ve metodlar, matematiksel
modelleme ve simiilasyon analizleri, soliisyon halindeki ksantan gam orneklerinin reolojik

ozelliklerinin belirlenmesinde uygulanan olanlarla aynidir.

3.2.11. istatiktiksel Analiz

Denemeler sonucunda toplanan veriler Windows tabanli SPSS 17.0.1 (SPSS Inc.,
Chicago, Illinois, US) istatistik paket programi kullanilarak gruplar arasinda istatistiksel
olarak fark olup olmadigi tek yonli ANOVA Tukey testi ile uygulanarak belirlenmistir
(p<0,05).
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Xanthomonas izolatlar1 Kullanilarak Atik Ekmek Hidrolizatindan Ksantan Gam

Uretim Yeteneklerinin Belirlenmesi ve Fermentasyon Sartlarinin Gam Uretim Verimine

Etkisi

Elde edilen atik ekmek hidrolizatlar1 distile su ile farkli glukoz konsantrasyonlarinda
olacak sekilde (40, 80 ve 120 gL™) seyreltilmis ve fermentasyon besiyerinde tek karbon
kaynagi olarak kullanilmistir. Substrat olarak hidrolize atik ekmegin kullanildigi 6n
optimizasyon denemelerinde (bu denemelerde glukoz orami % 2-6 arasinda calisilmistir),
kullanilan mikroorganizmalar i¢in glukoz oraninin arttirtlmasi ile ksantan gam veriminin artig
gosterdigi goriilmiistiir. Bu sebeple literatiirde belirtilen glukoz oranlarindan daha yiiksek
olacak sekilde glukoz oram1 % 4-12 arasinda olan yeni bir optimizasyon deneme deseni

hazirlanmis ve denemeler gergeklestirilmistir (Cizelge 4.1) .

Bir biyoteknolojik prosesin basarisi i¢in proses parametrelerinin kontrolii ve
diizenlenmesi ¢ok biiyiik 6nem arz etmektedir (Dodic vd., 2011). Substrat olarak hidrolize
atik ekmegin kullanildigr denemelerde glukoz orani, inokulum hacmi ve karigtirma hizinin
Yiizey Yanit Yontemi ile optimizasyonu sonucu elde edilen Box-Behnken deney dizayni ve
sonuglar1 Cizelge 4.1'de gosterilmektedir. Her bakteri ig¢in elde edilen sonuglarin

degerlendirmeleri alt basliklar altinda verilmistir.
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Cizelge 4.1. Substrat olarak hidrolize atik ekmegin kullanildigi denemelerde glukoz orani, inokulum hacmi ve karigtirma hizinin Yiizey Yanit
Y Ontemi ile optimizasyonu sonucu elde edilen Box-Behnken deney dizayni

Ksantan gam (gL™)

Deneme Glukoz oran1 (%)  Inokiiliim hacmi Karigtirma hizi X. hortorum pv. X. axonopodis pv.  X. axonopodis pv.  X. campestris
(%) (rpm) pelargonii begoniae vesicatoria DSM 19000

1 4,00 10,00 150,00 5,95 3,60 3,77 4,40

2 8,00 15,00 300,00 10,03 8,85 9,10 11,20

3 8,00 5,00 300,00 10,75 9,70 2,70 11,40

4 8,00 10,00 225,00 7,89 9,69 14,10 9,95

5 4,00 10,00 300,00 7,20 4,80 6,90 4,20

6 4,00 15,00 225,00 0,90 4,60 5,30 4,40

7 12,00 10,00 300,00 11,30 5,40 2,50 5,60

8 8,00 10,00 225,00 8,00 9,00 13,00 10,00

9 8,00 15,00 150,00 2,20 1,80 2,30 2,40

10 12,.00 5,00 225,00 1,80 6,20 1,80 4,80

11 8,00 5,00 150,00 11,30 10,36 9,60 13,02

12 4,00 5,00 225,00 5,30 3,57 4,55 6,40

13 12,00 15,00 225,00 1,70 6,85 1,50 6,90

14 12,00 10,00 150,00 6,60 4,80 14,37 6,80
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X. hortorum pv. pelargonii:

Yiizey yanit yontemi kullanilarak X. hortorum pv. pelargonii’nin tek karbon kaynagi
atik ekmek hidrolizatlar ile kesikli kiiltiiriinde; glukoz orani, inokulum hacmi ve karistirma
hizinin ayr1 ayr1 ve bunlarin interaktif etkilerinin ksantan iretimi tizerine etkileri

arastirilmistir.

Uygulanan yiizey yanit yontemi optimizasyonu sonucunda elde edilen istatistiksel
degerler Cizelge 4.2°de verilmektedir. p-degeri 0,05'in altindaki faktorler 6nemli bulunmus,
boylelikle olusturulan model etkili bulunup, inokulum hacmi, karistirma hizi, glukoz orami

karesi ve karistirma hizinin karesi 6nemli etkenleri teskil etmislerdir (p<0,05).

Optimizasyon sonucunda 2FI (iki faktérlii Interaksiyon) modeli uygulanarak elde
edilen denkleme gore glukoz oraninin ve karistirma hizinin galisan aralik degerlerinin en {ist
seviyesinde olmasi, X. hortorum pv. pelargonii izolatinin atik ekmeklerden gam iiretim
veriminde sirasiyla ¢ok etkili diisise ve artisa sebep olmaktadir. Parametreleri ayr1 ayri
inceledigimiz zaman, genel egilim olarak inokulum hacmininin azaltilip karigtirma hizini
arttirmanin  verime olumlu yansidigi sirasiyla aldiklart negatif ve pozitif degerden

anlasilmaktadir.

Karigtirma hizinin, kiitle transfer ozelliklerini arttirarak gelisme ve mikrobiyal
hiicrelerin performansi agisindan yararli olacagi beklenilmektedir (Garcia-Ochoa vd., 2000).
Karistirma hizinin arttirilmasi bazi arastirmacilar tarafindan yapiskan tabakanin inceltilmesi,
besin maddeleri ve oksijen transferinin arttirmasi sebebiyle 6nemli bulunmustur (Papagianni
vd., 2001). Baz1 aragtirmacilar da farkli bakteri tiirlerini kullandiklar1 ¢aligmalar sonucunda
daha yiiksek karigtirma hizinin ksantan gam iiretimi i¢in gerekli oldugunu belirtmislerdir

(Mesomo vd., 2009; Borges vd., 2009; Gilani vd., 2011).
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Cizelge 4.2. ANOVA yiizey yanit 2FI Model varyans analiz ¢izelgesi (X. hortorum pv.
pelargonii)

Kaynak Kareler df Ortalama F degeri p-degeri
Toplami1 Kare tahmini>F
Model 159,67 7 22,81 7,48 0,0129
A-Glukoz oram 0,51 1 0,51 0,17 0,6968
B-Inokuliim hacmi 25,63 1 25,63 8,40 0,0274
C-Karistirma hizi 21,78 1 21,78 7,14 0,0369
BC 17,56 1 17,56 5,75 0,0534
A? 31,95 1 31,95 10,47 0,0178
B2 17,82 1 17,82 5,84 0,0521
c? 28,51 1 28,51 9,34 0,0223
2FI Denklem:
X. hortorum pv. pelargonii verim =

+7,95

+0,25* A

-1,79*B

+1,65*C

+2,09*B*C

-3,16 * A?

-2,36 * B2

+2,98 * C?

Ayrica optimizasyon sonucunda elde edilen denklemden olusturulan ylizey grafikleri

Sekil 4.1 ve 4.2'de verilmistir.
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Model denklemiyle olusturulan 3 boyutlu verim grafiklerine bakildiginda; X. hortorum
pv. pelargonii’nin atik ekmeklerden ksantan gam iiretim veriminde optimum glukoz oraninin
%8 civart oldugu gorilmekte ve bu orandan azaltma veya yiikseltmenin verimde ciddi
diisiislere yol agtign goriilmektedir. Inokulum hacminin ise %7,5 civarinda olmasi ile optimum
verim {rettigi tespit edilmistir. Karigtirma hizinin optimum miktarinin inokulum hacmine
gore degistigi gozlenmis; inokulum hacmi yiiksek ise karistirma hizinin calisilan sartlar
araliginda en yiiksek olmasi gerektigi, inokulum hacmi ¢ok diisiik ise karistirma hizinin en

diisiik olmas1 gerektigi tespit edilmistir (Sekil 4.1 ve 4.2).

En yiiksek ksantan gam konsantrasyonunun ise 12,5 gL ile glukoz orami %7,5,
inokulum hacmi %10,2 ve karistirma hizi 300 rpm sartlarinda elde edilecegi model numerik
optimizasyonuyla tespit edilmistir. Bu gam konsantrasyonunun tekabiil ettigi {iriin verimi ise

0,166 g g'1 ekmekten gelen baslangi¢ sekerdir.
X. axonopodis pv. begoniae :

X. axonopodis pv. begoniae izolatinin atik ekmeklerden ksantan gam {iretiminin yiizey
yanit yontemi ile optimizasyonu sonucunda elde edilen istatistiksel degerler Cizelge 4.3’te
verilmektedir. Glukoz orani, inokulum hacmi, karistirma hizinin ve B*C (inokulum hacmi
*karigtirma hizi) interaksiyonunun gam verimi iizerine etkisi istatistiksel olarak Onemsiz
(p>0,05) bulunmustur. Sadece glukoz oranmi karesi istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur

(p<0,05).

Optimizasyon sonucunda 2FI modeli uygulanarak elde edilen denkleme gore B*C
interaksiyonu pozitif olarak tespit edilmistir. Buradan, inokulum hacmi ve karistirma hizi
parametrelerinin  her ikisinin arttirllmas1 veya azaltilmas: ile verimin pozitif yonde
etkilenecegi tahmin edilmektedir. Ortamdaki hiicre konsantrasyonunun artmasi durumunda,
hiicrelerin ¢dziinmiis oksijene ve besin maddelerine daha iyi bir sekilde ulasmasit karistirma

hizinin arttirilmasi ile daha miimkiin olabilmektedir.

Model denklemine goére, glukoz oranmin c¢alisilan deger araliklarinin en {ist
seviyelerinde olmas1 X. axonopodis pv. begoniae izolatina ait gam {iretim veriminde diisiise
sebep olmaktadir. Ayrica, denklemden parametrelerin etkisini ayr1 ayri inceledigimiz zaman;
glukoz orani (%9’a kadar) ve karistirma hizinin arttirtlmasinin, inokulum hacminin

diisiiriilmesinin gam verimine pozitif etki yapacag goriilmektedir.

53



Cizelge 4.3. ANOVA yiizey yanit 2FI Model varyans analiz ¢izelgesi (X. axonopodis pv.
begoniae)

Kaynak Kareler df Ortalama F degeri p-degeri
Toplami1 Kare tahmini>F

Model 72,64 5 14,53 4,82 0,0250

A-Glukoz oram1 5,58 1 5,58 1,85 0,2109

B-Inokuliim 7,47 1 7,47 2,48 0,1542

hacmi

C-Karistirma 8,38 1 8,38 2,78 0,1340

hizt

BC 14,86 1 14,86 4,93 0,0572

A? 36,34 1 36,34 12,05 0,0084
2F1 Denklem:

X. axonopodis pv. begoniae verim =
+8,23
+0,83* A
-0,97*B
+1,02*C
+1,93*B*C
-3,26 * A’

Ayrica optimizasyon sonucunda elde edilen denklemden olusturulan yiizey grafikleri

Sekil 4.3 ve 4.4’te gosterilmektedir.
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Model denklemiyle olusturulan 3 boyutlu verim grafiklerine bakildiginda; 225 rpm
karistirma hizinda, her bir glukoz konsantrasyonunda inokulum hacminin artist verimin
diismesine sebep olmustur. Bu nedenle madde yogunluk artisinin bu izolatin gam iiretiminde
olumsuz etki ettigi ve kiitle transferiyle glukozun izolata ulasmasinin bu izolat i¢in en 6nemli
kriterlerden oldugu diisiiniilmektedir. Nitekim 300 rpm karigtirma hizina gelindiginde en
yiiksek verimin %15 inokulum hacmiyle saglandigi goriilmiis ve yiiksek kiitle transferi ve
inokulum hacmi verimi maksimum kilmistir. Glukoz oraninin %8 civarmin altinda veya

iistlinde olmasi ise verimin diismesine neden olmustur (Sekil 4.3 ve 4.4).

En yiiksek ksantan gam konsantrasyonunun ise 10.3 gL™ ile baslangi¢ glukoz orani
%8.5, inokulum hacmi %15 ve karistirma hizt 300 rpm sartlarinda elde edilecegi model
numerik optimizasyonuyla tespit edilmistir. Bu gam konsantrasyonunun tekabiil ettigi iiriin

verimi ise 0.121 g g™ ekmekten gelen baslangic sekerdir.

X. axonopodis pv. vesicatoria :

X. axonopodis pv. vesicatoria izolat1 ile yapilan denemeler sonucunda elde edilen
verilere uygulanan ylizey yanit yontemi optimizasyonu sonucunda belirlenen istatistiksel
degerler Cizelge 4.4’te gosterilmektedir. X. axonopodis pv. vesicatoria’dan ksantan gam
tretiminde; A*C (glukoz orani*karigtirma hizi), B*C (inokulum hacmi*karistirma hizi)
intraksiyonlar1 ile glukoz orani karesi ve inokulum hacmi karesi istatistiksel olarak 6nemli
bulunurken (p<0,05), glukoz orani, inokulum hacmi ve karistirma hiz1 istatistiksel olarak

onemsiz (p>0,05) olarak belirlenmistir.

Optimizasyon sonucunda 2FI modeli uygulanarak elde edilen denkleme gore; glukoz
oraninin ve inokulum hacminin ¢alisilan deger araliginin en {iist seviyelerinde olmasi, bir
baska degisle ¢ok fazla arttirilmasi gam veriminde onemli diislislere neden olmaktadir.
Inokulum hacmi ve karistirma hizi interaksiyonu (B*C) pozitif olarak belirlenerek, inokulum
hacminin arttirtlmasi ile karistirma hizinin da arttirllmasi gerektigi goriilmistiir. Bu durum,
ortamdaki hiicre konsantrasyonunun artmasi ile hiicrelerin yeterli oksijen ve besin
maddelerine ulasma imkaninin ancak karistirma hizinin artis1 ve dolayisiyla kiitle transferinin

artmasi ile miimkiin olabilecegini gostermektedir.
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Cizelge 4.4. ANOVA yiizey yanit 2FI Model varyans analiz ¢izelgesi (X. axonopodis pv.
vesicatoria)

Kaynak Kareler df Ortalama F degeri p-degeri
Toplami1 Kare tahmini>F
Model 24259 7 34,66 4,75 0,0380
A-Glukoz orani 0,015 1 0,015 2,10x10°° 0,9649
B-Inokulim 0,025 1 0,025 3,47x10'3 0,9549
hacmi
C-Karistirma 9,77 1 9,77 1,34 0,2910
hizt
AC 56,25 1 56,25 7,72 0,0321
BC 46,92 1 46,92 6,44 0,0443
A2 60,17 1 60,17 8,25 0,0283
B2 90,43 1 90,43 12,41 0,0125
2FI Denklem:
X. axonopodis pv. vesicatoria verim =

+11,94

-0,044 * A

-0,056 * B

-1,10*C

3, /75*A*C

+3,42*B*C

-4,25 * A?

-5,21 * B?

Optimizasyon sonucunda elde edilen denklemden olusturulan yiizey grafikleri Sekil

4.5 ve 4.6’da gosterilmektedir.
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Model denklemiyle olusturulan 3 boyutlu verim grafiklerine bakildiginda 225 rpm
karistirma hizinda ¢aligilan aralikta orta seviyede glukoz yiizdesi ve inokulum hacminin en
yiiksek verime sebep oldugu goriilmiistiir. Genel olarak ise, en yliksek verim en diistiik rpm’de
gbzlenmistir. Bundan dolayi, bu izolatin ¢alisilmis diger izolatlara gore kayma hiziyla olusan
hidrodinamik kuvvetlere en dayaniksiz izolat oldugu goriilmiistiir. Ghashghaei vd., (2016),
tizim suyu konsantresi kullanarak ksantan gam iiretimi g¢aligmalarinda en yiiksek gam

verimini 200 rpm’de elde etmislerdir.

En yiiksek ksantan gam konsantrasyonu ise 14,3 gL™ ile baslangi¢ glukoz orani %9.6,
inokulum hacmi % 8,5 ve karigtirma hiz1 150 rpm sartlarinda elde edilecegi model numerik
optimizasyonuyla tespit edilmistir. Bu gam konsantrasyonunun tekabiil ettigi {irlin verimi ise

0,149 g g* ekmekten gelen baslangig sekerdir.
X. campestris DSM 19000 (NRRL B 1459):

X. campestris DSM 19000 izolatinin atik ekmeklerden gam iiretiminin yiizey yanit
yontemi ile optimizasyonu sonucunda elde edilen istatistiksel degerler Cizelge 4.5°te
verilmektedir. Olusturulan model etkili bulunmus, inokulum hacmi*karistima hizi

interaksiyonu ve glukoz orani karesi 6nemli etkenleri teskil etmistir (p<0,05).

Optimizasyon sonucunda 2FI modeli uygulanarak elde edilen denkleme gore;
calismada kullanilan izolatlarda oldugu gibi; glukoz oraninin ¢alisilan degerler araliginin en
ist seviyelerinde olmasinin, ksantan gam verimi iizerine etkisinin negatif yonde olacagi
belirlenmistir. Ayrica yine inokulum hacmi*karigtirma hizi interaksiyonunda, her ikisinin
birden arttirilmasinin veya azaltilmasimin gam verimini arttiracagi, aldiklar1 pozitif degerden

anlagilmaktadir.

Denklemden parametrelerin etkisi ayr1 ayri incelendigi zaman; glukoz orani (belli bir
seviyeye kadar) ve karigtirma hizinin arttirilmasi, inokulum hacminin azaltilmasi ile daha

yiiksek gam verimi elde edilebilecegi ongoriilmektedir.
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Cizelge 4.5. ANOVA yiizey yanit 2FI Model varyans analiz ¢izelgesi (X. campestris DSM
19000)

Kaynak Kareler df Ortalama F degeri p-degeri
Toplami1 Kare tahmini>F

Model 109,62 5 21,92 5,81 0,0148
A-Glukoz orani 2,76 1 2,76 0,73 0,4172
B-Inokuliim 14,36 1 14,36 3,81 0,0868
hacmi

C-Karistirma hizi 4,18 1 4,18 1,11 0,3235
BC 27,14 1 27,14 7,19 0,0278

A? 61,18 1 61,18 16,21 0,0038

2FI Denklem:

X. campestris DSM 19000 verim =
+9,66
+0,59* A
-1,34*B
+0,72*C
+2,60*B*C
-4,22* A?

Optimizasyon sonucunda elde edilen denklemden olusturulan yiizey grafikleri Sekil

4.7 ve 4.8’ de gosterilmektedir.
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Model denklemiyle olusturulan 3 boyutlu verim grafiklerine bakildiginda; X.
axonopodis pv. begoniae izoalatina benzer bir sekilde, 225 rpm’de biitiin glukoz oranlarinda
inokulum hacminin yilikselmesi gam veriminin diismesine yol agmistir. Ancak en yiiksek
verim %8 glukoz oraninda %5 inokulum hacmi ve en diisiik rpm (150 rpm) kullanildiginda

gozlenmistir (Sekil 4.7 ve 4.8).

En yiiksek gam iiretimi ise 12,9 gL ile baslangi¢ glukoz orani %8,3, inokulum hacmi
%35 ve karistirma hizi 150 rpm sartlarinda elde edilecegi grafik merkez noktasinda goriilen
sekilde, model numerik optimizasyonuyla tespit edilmistir. Bu gam konsantrasyonunun

tekabiil ettigi iiriin verimi ise 0,155 g g ekmekten gelen baslangic sekerdir.

Kullanilan mikroorganizmalarin, substrat olarak atik ekmek hidrolizati kullanilan
fermentasyon ortaminda ksantan gam {iretim yeteneklerinin belirlenmesi ve fermentasyon
sartlarinin gam {retim verimine etkisi ¢alismalari genel olarak degerlendirildiginde su

sonuglara varilmaktadir:

Ug izolat ve standart tiir ile atik ekmeklerden ksantan gam iiretim optimizasyonu
caligmalarinda en yiiksek gam konsantrasyonlari, tiirler arasindaki fizyolojik farkliliklardan

dolay1 10,3 ile 14,3 12,9 gL'1 arasinda tespit edilmistir.

Ksantan tiretiminde karbon kaynaginin onemli etkisinin oldugu gézlemlenmistir.
Ksantan gam iiretiminde, atik ekmekten elde edilen optimum glukoz oranmin %8 ile %9
aralig1 oldugu tespit edilmistir. Mikrobiyal fermentasyon boyunca, karbon kaynagi sadece
hiicresel materyallerin insasi i¢in 6nemli bir 6ge olarak etki etmez, ayn1 zamanda geligme ile
baglantili polisakkarit sentezi ve enerji kaynagi olarak da kullanilmaktadir. Daha diisiik veya
daha fazla glukoz oraninin ise mikroorganizmalarin atik ekmeklerden ksantan gam verimi

tizerine etkisi olumsuz olmustur.

Mikroorganzmalarin sekonder metabolitleri olan ekstraseliiler heteropolisakkaritlerin
biyosentezi i¢in fermentasyon besiyerindeki seker icerigi biiyiik 6nem arz etmektedir (Dodic
vd., 2011). Lo, Yang ve Min (1997) ve Dodic vd. (2011), yaptiklari c¢alismalarda,
fermentasyon besiyerindeki seker oraninin artmasi ile gam veriminin arttigini belirlemislerdir.
Benzer sekilde; Faria vd. (2010), seker kamisi ile ksantan gam tiretimi ¢alismasinda, baslangig

sakkaroz konsantrasyonunun yiiksek olmasinin ksantan verimini arttirdigini belirtmislerdir.
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Moreno, Lopez, Vargas-Garcia ve Vazquez (1998)’de tarimsal atiklardan ksantan gam
tiretiminde, atik konsantrasyonunun artmasi ile ksantan veriminin arttigmi bildirmislerdir.
Ben Salah vd. (2010), hurma suyunu substrat olarak kullandiklar1 ¢alismada en yiiksek verimi
86.68 gL™ glukoz iceren besiyerinde elde etmislerdir. Bir diger calismada besiyerindeki
sakkaroz konsantrasyonun arttiritlmasi daha yiiksek ozmotik basinca neden olmus ve gam
tretimini arttirmistir.  Yazarlar bu durumun muhtemelen biyokiitlenin gam biyosentezi
enzimlerinin indiiklenmesi ile alakali olabilecegini belirtmislerdir (Carignatto, Oliveira, de
Lima ve Neto 2011).

Karbon kaynagi konsantrasyonu, Xanthomonas hiicreleri igerisine aktif seker
tasinmast i¢in Onemli bir faktordiir. Diisilk konsantrasyonda karbonhidratin, ksantan
iretiminde olumsuz etkisi, besiyerinden hiicre igerisine karbonhidrat taginmasinin
azalmasindan ve maksimum hiicre gelisimi i¢in yeterli olmamasindan kaynaklanabilmektedir.
Yiiksek konsantrasyonda karbonhidratin ksantan iiretiminde olumsuz etkisi ise; biiyiik
ihtimalle katabolik represyon etkisinden kaynaklanabilmektedir. Yiiksek konsantrasyonlarda
karbon kaynagi, ksantan iiretimini inhibe edebilir (Leela ve Sharma, 2000). Ayrica

baslangigtaki yiiksek seker konsantrasyonu karbon kaynagi israfina neden olmaktadir.

Kullanilan izolatlarin, karbon kaynagi olarak atik ekmek substratt kullanildiginda
yiiksek verimde ksantan gam iiretebildikleri goriilmektedir. Yapilan denemeler sonucunda;
kullanilan izolatlarin atik ekmeklerden ksantan gam verimleri standart bakteri X. campestris
DSM 19000 ile karsilagtirildiginda verimlerin yakin veya daha yiiksek oldugu belirlenmistir.
En yiiksek verimi X. axonopodis pv. vesicatoria izolati1 sergilemistir. Farkli Xanthomonas
tirleri ile karbon kaynagi olarak ticari glukoz iceren besiyerinde yapilan calismalarda;
Nitschke ve Thomoas (1995), 5 farkli X. campestris izolati kullanmis ve 10,6-14,5 g/kg
arasinda degisen verim elde etmistir. Rodriguez ve Aguilar (1997), farkli mutantlar ile
calismis ve 7,4-11,4 129 gL'1 arasinda ksantan gam verimi belirlemislerdir. 10 farkli
Xanthomonas tiiriiniin kullanildigi bir ¢alismada, en yiiksek iiretimin X. campestris pv.
campestris 1078 (9,67 gL™) ile elde edildigi goriilmiistiir (Rottova vd., 2009). Karnabahar,
lahana, havu¢ ve cevizden izole edilen 7 farkli izolat ile yapilan c¢aligmada, ksantan
verimlerinin 5,9 ile 8,0 gL™ arasinda oldugu belirlenmistir (Torrestiana, Fucikovsky ve
Galindo, 1990). 18 yeni X. campestris pv. pruni ile yapilan calismada verimler 2,3 ile 8,3 gL™
arasinda olmustur (Moreira, Vendruscolo, Gil-Tunes ve Vendruscolo, 2001). Leela ve Sharma
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(2000) yerel izolat ile 15,65 gL™* verim elde ederken, Borges ve Vendruscolo (2007), 3,8-9,2

gL arasinda verim elde etmislerdir.

Bununla beraber, atik ekmeklerin ksantan gam iretimi igin ¢ok uygun substratlar
olabilecegini c¢alisma sonuglar1 gostermektedir. Calisma sonuglarma gore, kullanilan
bakteriler en yiiksek 10,36 ile 14,37 gL arasinda degisen verimler sergilemislerdir. Daha
once ksantan gam firetimi i¢in farkli karbon kaynaklarimin kullanildigi g¢aligmalarda su
sonuglar elde edilmistir: piring kepegi (17,10 gL ve 21,87 gL ™), kestane ekstrakt (33 gL™),
hurma suyu (24,5 gL™ ve 43,35 gL™), seker pancar melast (19,8 gL™), seker kamisi kiispesi
(0,54 gL ile 8,44 gL™ arasinda), seker kamis1 (20,3 gL™), diisik dereceli iizim suyu
konsantresi (14,35 gL™), peynir alt1 suyu (35,3 gL ™), kavun atig1 (1,6 gL™), narenciye atiklari
(12 gL™), zeytin yag: atik suyu (7,71 gL™), pekmez (17,1 gL™), manyok kiispesi (14 gL™)
mutfak atiklar1 (11,73 gL™) ve peynir alt1 suyu (25 gL™, 12,8 gL™ ve 14 gL™), peynir alt1 suyu
(8,72 ile 12,46 gL ™) (Demirci, Arict ve Giimiis, 2012; Liakopoulou-Kyriakides vd., 1999; Ben
Salah vd., 2010; Ben Salah, Chaari, Besbes, Blecker ve Attia, 2011; Moosavi ve Karbassi,
2010; Moreno vd., 1998; Gilani vd., 2011; Bilanovic, Shelef ve Green, 1994; Mesomo vd.,
2009; Lopez ve Ramos-Cormenzana, 1996; Gomes vd., 2015; Faria vd., 2010; Ghashghaei
vd., 2016; Woiciechowski vd, 2004; Li vd., 2016; Silva vd., 2009; Niknezhad vd., 2015;
Molina, Fitzsimons ve Perotti, 1993; Savvides vd., 2012).

Genelde yiiksek verimin inokulum hacmi ve karistirma hizinin her ikisinin ayni anda
azaltilmasi veya arttirilmasiyla elde edildigi gézlenmistir. Bu da en yiiksek gam verimi i¢in
bakteri sayisiyla besine ulagmasina neden olan kiitle transferi arasinda optimum bir deger
oldugunu ortaya koymaktadir. Ornek olarak; bakteri sayisi artisinda karistirma hizi
yiikseltilerek yeterli kiitle transferinin saglanmasi, bakteri sayis1 azalmasinda ise karigtirma
hizinin azaltilarak optimum degerin {izerinde kiitle transferinden kaginilmasi gerektigi
saptanmigtir. Yiiksek miktardaki inokulumde, mikroorganizmalarin aktif olarak geligsmeleri
icin ihtiya¢ duyduklari besinlere, yiizey alanina ve oksijene yeterli olarak ulasabilmeleri i¢in
kiitle transferinin artmasi gerekmekte, bu da karigtirma hizinin artmasi ile miimkiin

olmaktadir.

Tire bagli olarak optimum inokulum hacmi ve karistirma hizi degisiklik
gosterebilmektedir (Ben Salah vd., 2011). On deneme calismalar1 (glukoz aralig1 %2-%6)
sonuglarinda genel olarak karigtirma hizinin artisinin gam {iretim verimine etkisi olumsuz

olarak belirlenirken bu ¢alisma doneminde yapilan denemelerde genel olarak karistirma hizi
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artisginin  gam iretim verimini arttirdigi belirlenmistir. Bu durum; denemelerde glukoz
oraninin ve dolayisiyla madde yogunlugunun artmasi sebebiyle kiitle transferini hizlandiracak

karistirma hizinin da artmasi gerekliliginin ortaya ¢ikmasindan kaynaklanmaktadir.

Fermentasyon denemeleri, baslangic pH’s1 7,0’a ayarlanmis ve pH kontrolsiiz liretim
gerceklestirilmistir.  Fermentasyon boyunca pH degisimleri incelendiginde pH’nin
fermentasyon boyunca c¢ok fazla degismedigi ve fermentasyon sonunda da 6,5-7,0
civarlarinda oldugu goriilmstiir. Bu da fermentasyon besiyerinin iyi tamponlandigin1 ve bu
deneysel sartlar altindaki proses boyunca tampon ¢ozeltilerle pH kontroliine gerek olmadigini

gostermektedir.

4.2. Fermentasyon Sartlarimin, Xanthomonas izolatlarimin Substrat Olarak Atik Ekmek

Hidrolizati Kullanarak Urettigi Ksantan Gamlarin Reolojisine Etkisi

Bu kisimda, Box-Behnken deney dizayni ile olusturulmus 14 farkli fermentasyon
kosulunda (Cizelge 4.6) iiretilen gamlardan %2 (w/w) olarak hazirlanmis Su-gam ¢ozeltisine
20 °C’de yatigkan kayma (steady shear) reolojik analizi uygulanmis ve kayma gerilimi (shear
stress) degerleri kayma hizina (shear rate) karsi ¢izilip olusan egri power law modeline
uyarlanmistir. Cozelti kivamini gosteren dnemli model parametrelerinden K degerleri Cizelge
4.6’da gosterilmektedir. Her bakteri igin K degerlerinin Yiizey Yanit Yontemi ile

optimizasyonu ve elde edilen sonuglarin degerlendirmeleri alt basliklar altinda verilmistir.
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Cizelge 4.6. Substrat olarak hidrolize atik ekmegin kullanildigi denemelerde glukoz orani, inokulum hacmi ve karistirma hizinin Yiizey Yanit
Yontemi ile belirlenen deneme noktalarinda elde edilen gamlarin K (Pa s") kivam katsayilari

K kivam katsayisi (Pa s")

Deneme Glukoz Inokiiliim hacmi ~ Karistirma hiz1 X. hortorum pv. X. axonopodis pv. X. axonopodis pv. X. campestris DSM
orant (%) (%) (rpm) pelargonii begoniae vesicatoria 19000

1 4,00 10,00 150,00 0,054 0,066 0,015 0,023

2 8,00 15,00 300,00 0,029 0,019 0,039 0,27

3 8,00 5,00 300,00 0,03 0,005 0,00001 0,15

4 8,00 10,00 225,00 0,014 0,098 0,011 0,037

5 4,00 10,00 300,00 0,048 57 11 1,04

6 4,00 15,00 225,00 0,021 1,28 0,12 0,21

7 12,00 10,00 300,00 0,012 0,0006 0,0001 0,006

8 8,00 10,00 225,00 0,014 0,098 0,011 0,037

9 8,00 15,00 150,00 0,011 0,0062 0,0086 0,01

10 12,00 5,00 225,00 0,011 0,0065 0,00001 0,0088

11 8,00 5,00 150,00 0,175 0,0085 0,0001 0,009

12 4,00 5,00 225,00 0,24 24,5 0,86 11,2

13 12,00 15,00 225,00 0,011 0,01 0,0001 0,009

14 12,00 10,00 150,00 0,07 0,0066 0,006 0,0083
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X. hortorum pv. pelargonii :

Uygulanan yilizey yanit yontemi optimizasyonu sonucunda elde edilen istatistiksel
degerler Cizelge 4.7'de verilmektedir. p degeri 0,05 in altindakiler 6nemli faktor bulunmus
boylelikle olusturulan model etkili bulunup, A-glukoz orani, B-inokulum hacmi ve AB

interaksiyonu énemli etkenleri teskil etmislerdir (p<0,05).

Optimizasyon sonucunda 2FI (iki faktorlii Interaksiyon) modeli uygulanarak elde
edilen denkleme gore; glukoz orani ve inokulum hacminin aldig1 eksi degerlerden anlasilacagi
gibi; bu parametrelerin sayisal degerlerinin artirilmasi, X. hortorum pv. pelargonii izolatindan
tiretilen gamlarin K degerinde diisiise sebep olmaktadir. Karistirma hizinin ise aldig1 pozitif
degerden anlagilacag1 iizere degerinin artmasi K degerinde pozitif etkiye sebep olacagi

anlasilmaktadir.

Cizelge 4.7. ANOVA ylizey yanit 2F] Model varyans analiz ¢izelgesi (X. hortorum pv.
pelargonii)

Kaynak Ortalama F degeri p-degeri
Kare tahmini>F
Model 0,01 6,5 0,01
A-Glukoz oram1  0,0083 5,45 0,04
B-Inokuliim 0,018 11,99 0,008
hacmi
C-Karistirma 0,0045 2,97 0,12
hiz1
AB 0,012 7,8 0,023
BC 0,0066 4,32 0,0713
2F1 Denklem:
X. hortorum pv. pelargonii K degeri =
+0,053
-0,032 * A
-0,048 * B
+0,024 * C
+0,055* A*B
+0,041*B*C
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Ayrica kivam katsayis1 (K) optimizasyonu sonucunda elde edilen denklemden

olusturulan yiizey grafikleri Sekil 4.9 ve 4.10°da verilmistir.
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Sekil 4.9. X. hortorum pv. pelargonii izolati ile yapilan c¢alismalardaki glukoz orani ve
inokulum hacmi parametrelerinin ksantan gam kivam katsayisi tizerine etkisi
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Sekil 4.10. X. hortorum pv. pelargonii izolati ile yapilan ¢aligmalardaki karistirma hizi ve
inokulum hacmi parametrelerinin ksantan gam kivam katsayisi tizerine etkisi

Model denklemiyle olusturulan 3 boyutlu kivam katsayisi grafiklerine bakildiginda; X.
hortorum pv. pelargonii’nin tirettigi gamlarmn en yiiksek K degerinin %4 glukoz oraninda ve
%5 inokulum hacminde tiretildigi takdirde oldugu goriilmekte ve bu oranlardan yiikseltmenin
K degerinde ciddi disiislere yol agtigi goriilmektedir. K degerinin ayn1 gam verimine benzer
sekilde; karistirma hizinin optimum miktarinin inokulum hacmine gére degistigi gézlenmis;
inokulum hacmi yiiksek ise karistirma hizinin ¢alisilan sartlar aralifinda en yiiksek olmasi
gerektigi, inokulum hacmi ¢ok diisiik ise karistirma hizinin en diisiik olmasi gerektigi tespit

edilmistir (Sekil 4.9 ve 4.10).

Optimum K degerini X. hortorum pv. pelargonii igin saglayan fermentasyon kosullari
model numerik optimizasyonuyla sdyle bulunmustur: glukoz oran1 %4, inokulum hacmi %5

ve karistirma hizi 175 rpm.
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X. axonopodis pv. begoniae :

X. axonopodis pv. begoniae izolatinin {iirettigi gam ile hazirlanan ¢ozeltilerin K
degerinin yiizey yanit yontemi ile optmizasyonu sonucunda elde edilen istatistiksel degerler
Cizelge 4.8’de verilmektedir. Buna gore A-glukoz oran1 ve AB interaksiyonunun gam verimi

tizerine etkisi istatistiksel olarak 6nemli (p<0,05) bulunmustur.

Optimizasyon sonucunda 2FI modeli uygulanarak elde edilen denkleme gore sadece
A*B interaksiyonun pozitif deger aldigi tespit edilmistir. Buradan, inokulum hacmi ve
karistirma hizi parametrelerinin her ikisinin arttirilmasi veya azaltilmasi ile K degerinin

pozitif yonde etkilenecegi ongdriilmektedir.

Model denklemine gore glukoz oraninin ve inokuliim hacminin calisilan deger
araliklarinin en st seviyelerinde olmasi, X. axonopodis pv. begoniae izolatina ait gam

cozeltilerinin K degerinde diisiise sebep olmaktadir.

Cizelge 4.8. ANOVA yiizey yanit 2FI Model varyans analiz ¢izelgesi (X. axonopodis
pv.begoniae)

Kaynak Ortalama F degeri p-degeri
Kare tahmini>F

Model 108,78 4,61 0,028

A-Glukoz oran1 124,21 5,27 0,044

B-Inokuliim 67,31 2,85 0,12

hacmi

AB 134,8 572 0,037

2F1 Denklem:

X. axonopodis pv. begoniae K degeri =
+2,27
-3,94* A
-2,90*B
+581*A*B

Ayrica optimizasyon sonucunda elde edilen denklemden olusturulan yilizey grafikleri

Sekil 4.11°de gosterilmektedir.
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Sekil 4.11. X. axonopodis pv. begoniae izolati ile yapilan galismalardaki glukoz orani ve
inokulum hacmi parametrelerinin ksantan gam kivam katsayisi iizerine etkisi

Model denklemiyle olusturulan 3 boyutlu kivam katsayis1 grafigine baktigimizda; en
yiiksek kivamin ¢aligsma araligi iginde en diisiik glukoz orani ve inokuliim hacmi seviyesinde

iiretilen gamlardan elde edilecegi 6n goriilmiistiir (Sekil 4.11).

Optimum K degerinin ise glukoz orani %4, inokulum hacmi %5 ve karistirma hizi 250

rpm sartlarinda elde edilecegi model numerik optimizasyonuyla tespit edilmistir.

X. axonopodis pv. vesicatoria :

X. axonopodis pv. vesicatoria izolati ile yapilan denemeler sonucunda elde edilen K
(kivam  katsayisi) verilerine uygulanan yiizey yanit yontemi optmizasyonu sonucunda
belirlenen istatistiksel degerler Cizelge 4.9’da gosterilmektedir. A-glukoz orami ve A*C

(glukoz orami*karigtirma hizi) intraksiyonunun X. axonopodis pv. vesicatoria’dan firetilen
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gamdan olusturulan ¢ozeltilerin K degerini istatistiksel olarak 6nemli bir sekilde etkiledigi

goriilmiistiir (p<0,05).

Optimizasyon sonucunda 2FI modeli uygulanarak elde edilen denkleme gore; glukoz
oraninin ¢alisilan deger aralifinin en tist seviyelerinde olmasi, bir baska degisle ¢ok fazla
arttirtlmas1 gam K degerinde 6nemli diisiislere neden olmaktadir. Glukoz orani ve karistirma
hiz1 interaksiyonu (A*C) negatif olarak belirlenmis, karistirma hizi artarken glukoz oraninin

diistiigii takdirde K degerinin ylikselecegi dngdrilmiistir.

Cizelge 4.9. ANOVA yiizey yanit 2FI Model varyans analiz ¢izelgesi (X. axonopodis pv.
vesicatoria)

Kaynak Ortalama F degeri p-degeri
Kare tahmini>F
Model 0,33 5,25 0,019
A-Glukoz oram1 0,55 8,62 0,014
C-Karistirma 0,15 2,43 0,15
hiz1
AC 0,30 4,70 0,055
2FI Denklem:
X. axonopodis pv. vesicatoria kivam katsayis1 =
+0,16
-0,26 * A
+0,14* C
-027*A*C

Optimizasyon sonucunda elde edilen denklemden olusturulan yiizey grafikleri Sekil

4.12°de gosterilmektedir.
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Sekil 4.12. X. axonopodis pv. vesicatoria izolati ile yapilan g¢alismalardaki glukoz orani ve
karigtirma hizi parametrelerinin ksantan gam K (kivam katsayisi) tizerine etkisi

Model denklemiyle olusturulan 3 boyutlu K degeri grafigine bakildiginda; 2FI model
denklemine uygun olarak karistirma hizinin en yiiksek deger olan 300 rpm’de olmasi ve

glukoz oraninin en diisiik deger olan %4’°te olmasi ile K degeri en yiiksek deger almistir.

Maksimum K degerinin ise glukoz orani %4, inokulum hacmi %5,5 ve karistirma hizi

300 rpm sartlarinda elde edilecegi model numerik optimizasyonuyla tespit edilmistir.

X. campestris DSM 19000 (NRRL B 1459):

X. campestris DSM 19000 bakterisi ile atik ekmeklerden tiretilen gam ¢6zeltilerinin K
degeri  optmizasyonu sonucunda elde edilen istatistiksel degerler Cizelge 4.10°da

verilmektedir. Olusturulan model etkili bulunmus, X. axonopodis pv.begoniae izolatindan
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iretilen gama benzer sekilde AB interaksiyonunun gam verimi lizerine etkisi istatistiksel
olarak onemli (p<0,05) bulunmustur. Buna paralel olarak 2FI modeli sonucunda yine glukoz
orani ve inokuliim hacmi negatif deger almis ve bu iki faktoriin artirllmasiyla K degerinin

azalacagi ongorilmiistiir.

Cizelge 4.10. ANOVA yiizey yanit 2F1 Model varyans analiz ¢izelgesi (X. campestris DSM
19000)

Kaynak Ortalama F degeri p-degeri
Kare tahmini>F
Model 21,44 4,27 0,035
A-Glukoz oranm 19,35 3,85 0,078
B-Inokuliim 14,77 2,94 0,117
hacmi
AB 30,20 6,01 0,034
2F1 Denklem:
X. campestrisDSM 19000 kivam katsayis1 =
+0.93
-1,56 * A
-1,36 * B
+275*A*B

Optimizasyon sonucunda elde edilen denklemden olusturulan yiizey grafikleri Sekil

4.13’te gosterilmektedir.
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Sekil 4.13. X. campestris DSM 19000 izolati ile yapilan ¢alismalardaki glukoz orani ve
inokuliim hacmi parametrelerinin ksantan gam kivam katsayisi tizerine etkisi

Model denklemiyle olusturulan 3 boyutlu K degeri grafigine bakildiginda 2FI
modeline uygun olarak glukoz orani ve inokuliim miktar1 azaldikca maksimum K degerine

ulagilacag ongiirtilmustiir (Sekil 4.13).

Optimum K degerinin ise glukoz oran1 %4, inokulum hacmi %5 ve karistirma hizi 225

rpm sartlarinda elde edilecegi model numerik optimizasyonuyla tespit edilmistir.

Optimizasyon caligmalarindan genel olarak elde edilen sonuglara gore; en yiiksek gam
tretimi ile sonuglanan fermentasyon kosullarinin en yiiksek gam viskozitesine sebep olan
kosullardan farkli oldugu tespit edilmistir. Bu sonug, Mesomo vd. (2009) buldugu sonugla
ters dligmemistir ve bu veriler iiretilen gamin uygulama alanlarina bakis acist ile ¢ok
alakalhidir, ¢iinkli bazi durumlarda yliksek gam verimi istenebilirken bazi uygulamalarda
yiiksek viskozite tercih sebebi olabilmektedir. Onceki ¢alismalardan elde edilen bilgilere gore,
cesitli viskozitelerdeki ksantan gamin farkli uygulama alanlari vardir. Yiiksek viskoziteli

ksantan gam, ¢ogunlukla petrol endiistrisinde, tarim endiistrisinde ve su bazli boylarda
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kullanilir (Rosalam ve England, 2006; Palaniraj ve Joyaraman, 2011). Tam tersi, diisiikk
viskoziteli gam yiiksek doza ve gecirgenlik Ozelligine sahiptir bu yiizden gida ve diger
alanlarda potansiyel olarak kullanilabilir (Dikeman ve Fahey, 2006; Li ve Feke, 2015).
Bununla beraber diisiik viskozite, ksantan gamin diger katkilarla ve gamlarla daha iyi
sinerjistik etki gostermesini saglamaktadir (Fitzpatrick, Meadows, Ratcliffe ve Williams,
2013; Renovet vd., 2013).

4.3. Xanthomonas izolatlarindan Substrat Olarak Atik Ekmek Kullanilarak Maksimum
Viskozite Saglayacak Sartlarda Elde Edilen Ksantan Gamlarin Sulu Cozeltilerinin

Reolojik Karakterizasyonu

Polimerik  ¢ozeltilerin  reolojik  davraniglarinin =~ bilinmesi; onlarin  prosesi,
degerlendirilmesi, kalite kontrolii ve endiistriyel kabul edilebilirligi acisindan gereklidir.
Viskozite bir akigkanin direk kalitesini tespit etmek igin kullanilmasina ilaveten, akiskanin
polimerizasyon, emiilsifikasyon Ve homojenizasyon gibi prosesler boyunca akigkanin
yapisindaki temel degisikliklerle ilgili de ©nemli bilgiler saglamaktadir (Nery, Cruz ve
Druzian, 2013).

4.3.1. Yatiskan Kayma (Steady Shear) Reolojik Ozellikleri

Substrat olarak atik ekmek kullanilarak, ¢alisma konusu olan izolatlardan elde edilen
gamlarin reolojik karakterizasyonu kapsaminda ilk olarak yatiskan kayma (steady shear)
halindeki viskozite degerleri 20 °C’de incelenmis olup reogramlart Sekil 4.14’te
gosterilmistir. Genel olarak Xanthomonas izolatlar1 ve Xanthomonas campestris DSM 19000
izolatindan elde edilen ksantan gam-su karigimlarinin benzer akis davranig 6zelligi gosterdigi
goriilmiistiir ve kesme hizi artis1 ile viskozite degerleri tiim oOrnekler i¢in diismiistiir. Bu
durum gam-su karisimlarinin genel olarak kayma ile incelen (shear thinning) davranis

gostermesiyle aciklanabilir.

Ayrica gam su solusyonlarinin kayma gerilimi degerlerine Power law modeli
uydurulmus olup model parametreleri Cizelge 4.11°de verilmistir. R? degerinin 0.98 ve 0.99

arast ¢itkmast modelin akis davranislarina tam uydugunu gostermistir. Model
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parametrelerinden olan akig davranis indeksi n; biitiin orneklerde 1 degerinin altinda
bulunmustur. Bunda molekiiler agirligi yiiksek olan gam hidrokolloidinin akis yoni
dogrultusunda hizalanmasi1 ve konfigiirasyon durumunun akis yoniine paralel hale gelerek
akmaya karsi direncin azalmasi rol oynamaktadir. Kivam katsayisi olan K degerlerine
baktigimizda gam konsantrasyonunun %0.5’ten %?2’ye artisiyla gum-su karigimlarinin

viskozitelerinde beklendigi tizere genel olarak artis gortilmiistiir.

Substrat olarak atik ekmek kullanildiginda biitiin ¢alisilan konsantrasyon oranlarinda
en yiikksek K degerine sahip Ornegin ticari olarak ksantan gam {iretilmesinde kullanilan
X.campestris DSM 19000 izolatindan saglanan gam-su karisimi oldugu tespit edilmistir.
Delme isleminde kullanilabilecek ksantan gamin delme isleminde istimal edilen sivilarda
kullanilabilmesi i¢in n degerinin 0.5’i K (Pa.s") degerinin 1’in iistiinde olmas1 istenmektedir
(Nery vd., 2013). Bu yoniiyle %2’lik X. axonopodis pv. begoniae ve X. campestris DSM

19000 izolatlarindan elde edilen gamlar bu limitlerin i¢inde yer almistir.
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%62 no 3
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Sekil 4.14. Xanthomonas izolatlar1 ve X. campestris DSM 19000 izolatindan elde edilen
ksantan gamlarin 1-100 1/s araligindaki viskozite reogrami(no 1-X. hortorum pv. pelargonii,
no 3-X. axonopodis pv. begoniae, no 4-X. axonopodis pv. vesicatoria, standart-X. campestris
DSM 19000 izolatindan elde edilen gama aittir).
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Sekil 4.15’te ksantan sulu ¢ozeltilerinin sicakliga bagh olarak viskozite degisimleri
verilmigtir. Genel olarak biitiin karisimlarda sicakligin  etkisiyle viskozitede diisiis
gozlenmistir. Sicaklikla viskozitenin diismesi molekiiler mobilitenin artip molekiiller arasi
boslugun fazlalasmasindan kaynaklandigi sOylenebilir. Cizelge 4.12°de ise, viskozite
degerlerinin Arrhenius modeline uygulanmasi ile elde edilen aktivasyon enerjisi ve A sabiti
degerleri verilmistir. Biitiin konsantrasyon degerlerinde aktivasyon enerjisinin en diisiik
oldugu gam-su karisiminin ticari tiretici olan X. campestris DSM 19000 izolatina ait oldugu
gozlenmistir boylece sicakliga en dayanikli yani viskozitenin kendini koruyabildigi gam bu
olmustur. Genel olarak konsantrasyon artisiyla aktivasyon enerjilerinin azaldigi goriilmiistiir

ve gam molekiilleri arasi etkilesimin sicakligin etkisini bastirdigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.15. Xanthomonas izolatlar1 ve X. campestris DSM 19000 izolatindan elde edilen
ksantan gamlarin 5-60 °C araligindaki viskozite egrileri (no 1-X. hortorum pv. pelargonii, no
3-X. axonopodis pv. begoniae, no 4-X. axonopodis pv. vesicatoria, standart-X campestris
DSM 1900 izolatindan elde edilen gama aittir).
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4.3.2. Viskoelastik Ozellikleri

%0,5, %1 ve %2 konsantrasyon oranlarinda hazirlanan gam ¢ozeltilerinin viskoelastik
Ozelligi frekans tarama testiyle arastirilmis olup G’ ve G” degerlerinin frekansa bagh degisimi
Sekil 4.16°da verilmistir. Genel olarak gam-su karigimlarinda; G’ (birikim modiiliis) degeri
G” (kaylp modiiliis) degerinden yiiksek ¢ikmasi halinde karisimin zayif jel olusturdugu
bilinmektedir. %0.5 gam konsantrasyon oraninda sadece X. hortorum pv. pelargonii’nin,
%1’de X. hortorum pv. pelargonii ve X. axonopodis pv. begoniae’nin, %2’de ise X.
axonopodis pv. begoniae disindaki tiim izolatlarin zayif jel olusturdugu sdylenebilir (Cizelge
4.13). Yapilan deneyler sonucunda elde edilen veriler Power-law modele (Denklem 10-11)
uyarlanmistir. R? degerleri 0,82 ve 0,99 araliginda bulunmustur. Genel olarak, substrat olarak
ekmek kullanildigi zaman K’ degerinin en yiiksek tespit edildigi gamin, X. campestris DSM
19000 izolatindan elde edildigi gozlenmistir ve bu durum bu karisimda elastiki yapinin daha

iyi saglandiginin gostergesidir.

Kayip ve birikim modiiliis degerleri 5 ila 60 °C araliginda sicaklik tarama testine tabi
tutulmus ve sonuclar Sekil 4.17°de verilmistir. Genel olarak sicakligin artmasiyla elastik
modilisii (G”) ve kayip modiiliisii (G*’) de azalmistir. En yiliksek yapi1 bozulmalari yani
disiisler %0,5 konsantrasyonda hazirlanmis karisgimlarda gozlenmistir. Yatigkan kayma
deneylerinde oldugu gibi yine viskoelastik yapinin ve G’ ve G”* degerlerinin sicaklik ile fazla
degismedigi ve yapinin en fazla korundugu soliisyonun X. campestris DSM 19000 izolatindan

elde edilen gamla hazirlanan 6rnekte oldugu saptanmistir.
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Sekil 4.16. Xanthomonas izolatlar1 ve standart X. campestris DSM 19000 izolatindan elde
edilen ksantan gamlarin 1-100 rad/s agisal hiz araligindaki birikim ve kayip modiiliis egrileri
(no 1-X. hortorum pv. pelargonii, no 3-X. axonopodis pv. begoniae, no 4-X. axonopodis pv.
vesicatoria izolatindan,standart-X. campestris DSM 19000 izolatindan elde edilen gama
aittir).
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Sekil 4.17. Xanthomonas izolatlar1 ve standart X. campestris DSM 19000 izolatindan elde
edilen ksantan gamlarin 5-60 °C araligindaki birikim ve kayip modiiliis egrileri (no 1-X.
hortorum pv. pelargonii, no 3-X. axonopodis pv. begoniae, no 4-X. axonopodis pv.
vesicatoria izolatindan,standart-X. campestris DSM 19000 izolatindan elde edilen gama
aittir).

81



Cizelge 4.11. Farkli bakterilerden elde edilen ksantan gamlarin degisik konsantrasyon oranlarinin 20 °C’de Power Law parameterlerine olan
etkisi

Gam konsantrasyonu  Bakteriler K (Pas") n(-) R?
(%)
X. hortorum pv. pelargonii 0,0068 0,72 0,99
05 X. axonopodis pv. begoniae 0,10 0,59 0,99
X. axonopodis pv. vesicatoria 0,27 0,45 0,99
X. campestris DSM 19000 0,62 0,42 0,99
X. hortorum pv. pelargonii 0,11 0,64 0,99
. X. axonopodis pv. begoniae 0,50 0,46 0,99
X. axonopodis pv. vesicatoria 0,14 0,56 0,98
X. campestris DSM 19000 2,10 0,32 0,98
X. hortorum pv. pelargonii 0,05 0,68 0,99
X. axonopodis pv. begoniae 2,83 0,36 0,99
i X. axonopodis pv. vesicatoria 0,15 0,59 0,99
X. campestris DSM 19000 10,57 0,20 0,99

K: kivamhibk indeksi; n: akis davranis indeksi; R®: saptama katsayisi
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Cizelge 4.12. Farkli bakterilerden elde edilen ksantan gamlarin degisik konsantrasyon oranlarimin farkli sicaklikta Arhenius model
parametrelerine {lizerine etkisi

Gam konsantrasyonu  Bakteriler A (Pas) Aktivasyon enerjisi R?
(%) (kd/mol)
X. hortorum pv. pelargonii 3,76x10°® 15,02 0,17
05 X. axonopodis pv. begoniae 1,06x10° 25,29 0,97
X. axonopodis pv. vesicatoria  1,21x10™ 12,10 0,99
X. campestris DSM 19000 2,78x10™ 15,45 0,97
X. hortorum pv. pelargonii 6,05x10°® 21,65 0,98
. X. axonopodis pv. begoniae  2,76x10™ 15,42 0,98
X. axonopodis pv. vesicatoria  5,45x107 16,98 0,99
X. campestris DSM 19000 4,24x10° 11,30 0,94
X. hortorum pv. pelargonii 7,54x10°® 19,75 0,97
) X. axonopodis pv. begoniae 4,89x10°° 11,94 0,96
X. axonopodis pv. vesicatoria  1,20x107 20,45 0,98
X. campestris DSM 19000 0,15 5,95 0,95

A: Arhenius modelinden elde edilen sabit; R*: saptama katsays
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Cizelge 4.13. Farkli bakterilerden elde edilen ksantan gamlarin degisik konsantrasyon oranlarmm 20 °C’de birikim ve kayrp modiiliis
parametrelerine olan etkisi

Gam konsantrasyonu (%) Bakteriler G' G"
K' n' R? K" n" R?
X. hortorum pv. pelargonii 0,003 1,68 0,99 0,002 1,40 0,99
X. axonopodis pv. begoniae 0,006 1,64 0,99 0,06 0,76 0,99
oo X. axonopodis pv. vesicatoria 0,008 1,68 0,99 2,75x10° 3,11 0,94
X. campestris DSM 19000 6,6x107 2,83 0,99 0,38 0,48 0,97
X. hortorum pv. pelargonii 0,03 1,18 0,98 0,006 1,33 0,99
X. axonopodis pv. begoniae 0,10 0,89 0,90 0,04 1,04 0,82
' X. axonopodis pv. vesicatoria  5,1x10™ 2,22 0,99 0,06 0,75 0,99
X. campestris DSM 19000 0,14 1,15 0,98 1,26 0,35 0,98
X. hortorum pv. pelargonii 0,077 1,04 0,97 2,2x10° 2,66 0,97
) X. axonopodis pv. begoniae 0,55 0,87 0,98 1,89 0,32 0,97
X. axonopodis pv. vesicatoria 0,10 1,08 0,99 0,07 1,10 0,9
X. campestris DSM 19000 10,5 0,29 0,98 6,42 0,23 0,99

G': birikim modiiliisii; G": kayyp modiiliisii; R®: saptama katsayisi
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4.4. Xanthomonas Izolatlarindan Substrat Olarak Atik Ekmek Kullamlarak Maksimum
Viskozite Elde Edilen Sartlardaki Fermentasyon Kinetikleri (Zamana Gore

Besiyerindeki Seker Tiiketimi, Gam ve Biyokiitle Uretimi)

Calismada kullanilan her mikroorganizma igin en yiiksek viskozite saglayan optimum
sartlarda kesikli kiiltiir ortaminda fermentasyon kinetikleri incelenmistir. Yapilan
fermentasyon denemelerinde her ii¢ izolat ve standart tiir i¢in 96 saat boyunca ksantan
tiretimi, glukoz tiikketimi ve biyokiitle liretimi incelenmis ve fermentasyon siiresi boyunca
meydana gelen degisimler Sekil 4.18, 4.19, 4.19 ve 4.20’de gosterilmistir. Genel olarak,
fermentasyon boyunca tiim bakteriler benzer kinetik O6zellikler sergilemistir. Elde edilen
veriler, ksantan biyopolimeri iiretiminin gelisme ile baglantili oldugunu goéstermistir. Bunun
anlami; {irtin ve hiicre konsantrasyonu profilleri cogunlukla benzer yiikselis trendlerine sahip
olmustur. Fermentasyon boyunca, besiyerindeki glukoz azaldik¢a biyokiitle ve polimer
iretimi artig gostermistir. Bakteriler 4-6 saatlik bir lag fazindan sonra eksponansiyel iireme
fazina gecmis ve bu faz 48. saate kadar stirmiistiir. Bu saatten sonra da hiicre konsantrasyonu

96. saate kadar hafif azalma gostermistir.

Kantan gam iiretimleri ise genel olarak 72. saatte maksimum seviyelere ulasmis ve
fermentasyon sonuna kadar ayni seviyelerde kalmigtir. Rajeshwari, Prakash ve Ghosh (1995),
Moreira vd. (2001) ve Woiciechowski vd. (2004)’de ¢alismalarinda benzer sekilde maksimum
ksantan gam iiretimine 72. saatte ulasildigini bildirmislerdir. Genellikle literatiirler, ¢cogu
biyopolimer iireticisi bakteri ile yapilan caligmalarda en yliksek iiretime logaritmik faz
sonunda veya sabit fazin boyunca ulasildigini belirtmektedir (Konicek, Lasik ve Safar, 1993,
Amanullah, Serrano, Galindo ve Nienow, 1996; Garcia-Ochoa vd., 2000; Papagianni vd.,
2001; Borges vd., 2008). Calismamizda da genel olarak en yiiksek biyopolimer iiretimine
gelisimin sabit faz1 boyunca ulagilmistir. Uretim davranisinin pH kontrolii ile alakali oldugu

bildirilmektedir (Garcia-Ochoa vd., 2000).

Fermentasyon prosesinde indirgen seker, hiicre bilesenlerinin yapimi ve polisakkarit
iriin olusumu i¢in kullanilir. Bu sebepten glukoz miktari, hiicre ve ksantan artarken
fermentasyon boyunca 6nemli derecede azalmistir. Tiim bakteriler i¢in baslangi¢c glukoz orani
%~4 iken bakteriler iyi bir substrat tiikketimi gostermis ve fermentasyon sonunda bu oran %0,5-

%0,7 arasinda degisiklik gostermistir.
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Sekil 4.18’de X. hortorum pv. pelargonii i¢in fermentasyon kinetikleri
gosterilmektedir. 72. saat sonunda en yiiksek biyokiitle (2 gL™) ve ksantan (7,6 gL™)
seviyelerine ulasilmistir. Baslangicta 4 g/100 mL olan glukoz orami 96. saatte 0.5 g/100
mL’ye dismiistir. Baska bir ifade ile X. hortorum pv. pelargonii 96 saat boyunca
besiyerindeki sekerin %87,5’unu kullanmistir. En yiiksek viskozite saglayan sartlarda, bu
bakteri maksimum 7,6 gL™ ksantan gam iiretirken, glukoz doniisiim oram %19 olarak

belirlenmistir.

X. hortorum pv. pelargonii
4,5
3,5

2,5
2 —— Glukoz (g/100 mL)

1,? \ Ksantan (g/100 mL)

0,5 Le——— | Biyokutle (g/L)

0. saat 24 .saat 48.saat 72. saat 96.saat

Zaman

Sekil 4.18. Atik ekmek hidrolizatlar1 kullanilarak X. hortorum pv. pelargonii ile en yiiksek

viskozite saglayan sartlarda ksantan gam iiretimi i¢in fermentasyon kinetikleri (parametreler:
%4 glukoz, %5 inokulum, 175 rpm)

Sekil 4.19'da X. axonopodis pv. begoniae igin atik ekmek substratindaki fermentasyon
kinetikleri gosterilmektedir. Buna gore, en yiiksek hiicre konsantrasyonuna 48. saatte
ulagilmis ve bu deger 48-72. saatler arasinda degismeden kalmig daha sonra azalmaya
baslamistir. Bununla beraber, ksantan gam tiretimi 72. saate kadar siirekli artis gostermistir.
Seker tiiketimi fermentasyon boyunca stirekli azalmis ve 96. saatte besiyerindeki glukozun
%87’si degerlendirilmistir. X. axonopodis pv. begoniae 72. saatte en yiiksek ksantan

tiretimine ulagmustir (11,18 gL'l). Bu izolat i¢in glukoz doniisiim oran1 %29,5’dur.
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X. axonopodis pv. begonia
4,5
3,5

2,5
2 —— Glukoz (g/100 mL)

1,5 —— Ksantan (g/100 mL)

1 L
i / Biyokitle (g/L)
0

0. saat 24.saat 48.saat 72. saat 96.saat

Zaman

Sekil 4.19. Atik ekmek hidrolizatlar1 kullanilarak X. axonopodis pv. begoniae ile en yiiksek

viskozite saglayan sartlarda ksantan gam iiretimi icin fermentasyon kinetikleri (parametreler:
%4 glukoz, %5 inokulum, 250 rpm)

Sekil 4.20'de X. axonopodis pv. vesicatoria icin atik ekmek substratindaki
fermentasyon kinetikleri gosterilmektedir. 48. saatte 2,6 gL™ ile en yiiksek biyokiitle
seviyesine ulasilirken, en yiiksek ksantan tiretimi 72. saatte 10,6 gL™* olarak belirlenmistir. Bu
izolat i¢in glukoz degerlendirme orant %87,5 ve glukoz doniisiim orani %26,5 olarak tespit

edilmistir.

X. axonopodis pv. vesicatoria
4,5
3,5
2,5

2 —— Glukoz (g/100 mL)

1,5 —#— Ksantan (g/100 mL)

0,5 Biyokutle (g/L)
0. saat 24.saat 48.saat 72. saat 96.saat

Zaman

Sekil 4.20. Atik ekmek hidrolizatlar1 kullanilarak X. axonopodis pv. vesicatoria ile en yiiksek

viskozite saglayan sartlarda ksantan gam iiretimi i¢in fermentasyon kinetikleri (parametreler:
%4 glukoz, %5,5 inokulum, 300 rpm)
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Sekil 4.21'de standart bakteri X. campestris DSM 19000 i¢in atik ekmek substratindaki
fermentasyon kinetikleri gosterilmektedir. Bu bakteride de en yiiksek biyokiitle seviyesine 48.
saatte ulagilmistir (3,2 gL™Y). Maksimum ksantan iiretimi 96. saatte 12,7 gL™ olarak tespit
edilirken bu bakteri i¢in glukoz degerlendirme oranit %82,5 ve substrat doniisiim orani

%31,70 olarak belirlenmistir.

X. campestris DSM 19000

4,5
3,5

2,5
2 Glukoz (g/100 mL)

1,5 Ksantan (g/100 mL)

0,5 Biyokdtle (g/L)

0. saat 24 .saat 48.saat 72. saat 96.saat

Zaman

Sekil 4.21. Atik ekmek hidrolizatlar1 kullanilarak X. campestris DSM 19000 ile en yiiksek
viskozite saglayan sartlarda ksantan gam iiretimi i¢in fermentasyon kinetikleri (parametreler:
%4 glukoz, %5 inokulum, 225 rpm)

Woiciechowski vd., (2004), X. campestris'i 250 mL'lik erlende (50 mL besiyeri)
200rpm, 28-30 °C'de 96 saat inkiibe ederek yaptiklar1 ¢alismada; besiyerinin ilk ve son seker
konsantrasyonu sirasiyla 19,5 gL™ ve 1,0 gL™ olarak tespit etmislerdir. Maksimum ksantan
gam 72 saatin sonunda 14 gL olarak tespit edilmis ve fermentasyonun sonuna kadar sabit
kalmistir. Buna ragmen seker tiiketimi 96 saatin sonuna dek stirmiistiir. Biyokiitle iiretimi 48
saatin sonunda maksimum olup, 1.8 gL™ olarak tespit edilmistir. Biyokiitle tiretimi 72 saate
kadar az ya da ¢ok stabil kamis olup, daha sonra diigmeye baslamistir. Chavan ve Baig
(2016), X. campestris tarafindan ksantan gam ve biyokiitle iiretimi iligkisini ve optimizasyon
parametrelerini incelemislerdir. 96. saatte biyokiitle iiretimi 24,18 gL™ iken ksantan gam
verimi 15,21 gL™ olarak belirlenmistir. 96. saatten sonra ksantan gam verimi ve biyokiitle
tiretimi azalmistir. Biyokiitle ve ksantan verimi tizerine yapilan diger ¢aligsmalar; Umashankar,
Annadurai, Chellapandian ve Krishnan (1996), X. campestris NRRL B-1459 glukozlu

besiyerinde maksimum ksantan gam verimini 8-9 gL, biyokiitle tiretimini 2-3 gL™ olarak
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tespit etmiglerdir. Gilani vd. (2011)'de pekmezlerden X. campestris kullanarak ksantan gam
tiretmiglerdir. Bu ¢alismada 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda maksimum ksantan gam
verimi ve biyokiitle iiretimi elde edilmis olup, bu degerler sirasiyla 17,1 gL™ ve 2,5 gL ™dir.
72 saatte besiyerindeki glukoz yaklasik olarak 30 gL ™" azalmistir.

Cizelge 4.14'te en yiiksek viskozite saglanan kosullardaki denemelerde, fermentasyon
baslangicinda ve sonunda besiyerindeki pH degerleri gosterilmektedir. Fermentasyon
denemeleri, baslangic pH’s1 7,0’a ayarlanmis ve pH kontrolsiiz iiretim gergeklestirilmistir. pH
degisimleri incelendiginde pH’nin fermentasyon boyunca ¢ok fazla degismedigi ve
fermentasyon sonunda da 6,80-6,95 araliginda oldugu goriilmistiir. Denemelerde pH,
literatiirde belirtilen ksantan biyosentezi igin kritik deger (5,5)’in (Garcia-Ochoa, 2000)
tizerinde kalmistir. Bu durum da fermentasyon besiyerinin iyi tamponlandigini ve bu deneysel
sartlar altindaki proses boyunca tampon ¢ozeltilerle pH kontroline gerek olmadigini
gostermektedir. Ksantan fermentasyonunda pH trendi ile ilgili c¢aligmalar farkliliklar
gostermekte olup, tiire ve besiyeri kompozisyonuna bagli olarak fermentasyon boyunca pH
yiikselmekte, azalmakta veya sabit degerlerde kalmaktadir (Liakopoulou-Kyriakides vd.,
1997; Papagianni vd. 2001).

Cizelge 4.14. En yliksek viskozite saglanan sartlarda fermentasyon baslangicinda ve sonunda
besiyerindeki pH

0.saatpH  96. saat pH

X. hortorum pv. pelargonii 7,0 6,95
X. axonopodis pv. begoniae 7,0 6,95
X. axonopodis pv. vesicatoria 7,0 6,86
X. campestris DSM 19000 7,0 6,82

4.5. En Yiiksek Viskozite Saglanan Sartlarda Uretilen Gamlarin Fizikokimyasal
Ozellikleri

Cizelge 4.15'te mikroorganizmalar tarafindan atik ekmekten iiretilen gamlarin ve ticari
gamin su aktivite, kiil ve pH degerleri gosterilmektedir. Calismada kullanilan ii¢ izolat ve

standart tiir tarafindan en yliiksek viskozite saglanan sartlarda elde edilen gamlarin su aktivite
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degerleri 25, 00+0,2 °C'de 0,2420-0,2976 arasinda degisirken ticari gamin su aktivitesi degeri
25,00+0,2 °C'de 0,4951 olarak tespit edilmistir. Ticari gamin su aktivite degerinin ¢aligmada

iiretilen gamlardan 6nemli 6l¢iide yiiksek oldugu goriilmektedir.

Gam orneklerinin kiil oranlar1 %8,74-%11,85 arasinda bulunmus olup literatiirde
belirtlen %7-12 araligi ile uyum gostermektedir (Garcia-Ochoa vd., 2000). Tim gam

orneklerinin pH degerleri notr degerlere yakin tespit edilmistir.

Cizelge 4.15. En yiiksek viskozite saglanan sartlarda {iretilen gamlar ve ticari gamin
fizikokimyasal 6zellikleri

Mikroorganizmalar Su aktivitesi Kiil (%) pH
(aw)

X. hortorum pv. pelargonii 0,2976 10,20 6,95

X. axonopodis pv. begoniae 0,2525 11,50 6,98

X. axonopodis pv. vesicatoria 0,2420 11,85 7,02

X. campestris DSM 19000 0,2657 10,42 6,95

Ticari gam 0,4951 8,74 7,03

4.6. En Yiiksek Viskozite Saglayan Sartlarda Uretilen Gamlarin Kimyasal

Kompozisyonlar: ve Fiziksel Ozellikleri

Bakteriyel tiirler, fermentasyon besiyeri kompozisyonu ve Kkiiltiirel sartlar ksantanin
sadece miktarin1 degil ayni zamanda kalitesini de etkiler. Bu yiizden ekzopolisakkarit

kompozisyonunu belirlemek 6nemlidir.

4.6.1. Monosakkarit Kompozisyonu

Calismada kullanilan {i¢ izolat ve standart tiir tarafindan en yiiksek viskozite saglayan
sartlarda elde edilen gamlar ile ticari gam monossakkarit kompozisyonu Cizelge 4.16°da
gosterilmektedir. Biyopolimerlerin tamami glukoz, mannoz ve glukuronik asit igermektedir.
Bu agidan, polisakkaritlerin kimyasal kompozisyonu ticari ksantan gama benzerdir. Bununla
beraber, sadece X. axonopodis pv. vesicatoria’dan elde edilen ksantan gamda ramnoz tespit

edilirken, X. hortorum pv. pelargonii ve X. axonopodis pv. vesicatoria izolatlarindan elde
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edilen gamlarda ve ticari gamda farkli oranlarda galaktoz belirlenmistir. Genel olarak,
calismada kullanilan mikroorganizmalardan elde edilen biyopolimerin glukuronik asit
igcerikleri birbirlerine yakin bulunurken, tcari gama gore belirgin bir sekilde diisiik tespit
edilmistir. Ug izolattan elde edilen ksantanin glukoz oranlari birbirine yakin ve standart
bakteri ve ticari gama gore yiiksek belirlenmistir. Ticari ksantan gamin mannoz ve galaktoz

oranlarinin elde edilen diger gamlara gore daha fazla oldugu goriilmektedir.

Cizelge 4.16. En yiiksek viskozite saglayan sartlarda iiretilen ksantan gam orneklerinin
monosakkarit kompozisyonu

Konsantrasyon (%)

Glukoz Mannoz Ramnoz Galaktoz Glukuronik

asit
X. hortorum pv. pelargonii 26,26 3,85 - 6,81 4,63
X. axonopodis pv. begoniae 27,06 6,71 - - 3,64
X. axonopodis pv. vesicatoria 31,67 2,55 5,50 3,69 3,26
X. campestris DSM 19000 19,88 2,90 - - 3,98
Ticari gam 16,86 11,94 - 9,92 9,89

Karbonhidrat kompozisyonundaki farkliliklar ¢ogunlukla ¢alisilan mikroorganizma
tirlerinden kaynaklanmaktadir. Ksantan yapisindaki farklihiklar diger arastirmacilar
tarafindan da belirtilmistir. Bir¢ok ¢alisma, farkli Xanthomonas tiirlerinin ve kiiltiir sartlarinin
farkl1 kompozisyonlarda polimerler iiretebilecegini gostermistir (Sutherland, 1983). Ksantan
gam hidrolizatlarinda glukoz, mannoz ve glukuronik asit monomerlerinin baskinlig: literatiir
ile uyumluluk goéstermektedir (Jansson vd., 1975; Morris vd., 1993; Silva vd., 2009;
Hamcerencu, Desbrieres, Popa, Khoukh ve Riess, 2007; Ben Salah vd., 2011). Galaktoz,
ramnoz, arabinoz ve ksiloz gibi diger monosakkaritler de literatiirdeki calismalarda elde
edilen ksantan gamlarda belirlenmistir. Lawson ve Symes (1977), juglandis pathovarindan
elde ettigi ksantanda ramnoz, phaseoli’den iiretilende de ksiloz varligini belirtmislerdir.
Heyraud vd. (1998), X.campestris pv. campestris 8396’dan elde edilen polimerin temel

monosakkaritlerin yanisira galaktoz ve ramnoz da igerdigini belirtmislerdir. Souza ve
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Vendruscolo (1999)’da pathovar pruni’den iiretilen ksantanda ramnoz bulmuslardir. Silva vd.
(2009), peyniralti suyu substratindan X. campestris 1182 ile iirettigi gamin ramnoz
icermedigini fakat X. campestris 1230 ile iretilen gammn ramnoz ihtiva ettigini
belirlemislerdir. Diger bir ¢calismda, X. oryzae BXO8 den iiretilen ekzopolisakkaritte ramnoz,
arabinoz, galaktoz ve ksiloz belirlenirken, X. oryzae BXO1’den iiretilen ekzopolisakkaritte ise

sadece arabinoz ve galaktoz tespit edilmistir (Singh vd. 2006).

Tez c¢alismas1 kapsaminda, ksantan gamin tipik monomerleri disinda ramnoz ve
galaktoz da belirlenmistir (X. hortorum pv. pelargoniive X. axonopodis pv. vesicatoria). Bu

sebepten, ksantan gamin kimyasal kompozisyonu tiire bagli olarak degismektedir.

4.6.2. En Yiiksek Viskozite Saglayan Sartlarda Uretilen Gamlarin Piriivik Asit, Asetik
Asit Icerigi ve Molekiiler Agirhg

Cizelge 4.17. En yiiksek viskozite saglayan sartlarda iiretilen ksantan gam Orneklerinin
piriivik asit ve asetik asit igerikleri ile ortalama molekiiler agirliklar

Piriivik asit Asetik asit (%)  Molekiiler agirlik

(%) (g/mol)
X. hortorum pv. pelargonii - 7,61 1,41x10°
X. axonopodis pv. begoniae 2,18 3,45 1,73x10°
X. axonopodis pv. vesicatoria 2,17 3,58 1,70x10°
X. campestris DSM 19000 4,82 5,67 1,76x10°
Ticari gam 5,26 8,34 1,96x10°

Calismada kullanilan ii¢ izolat ve standart tiir tarafindan en yiiksek viskozite saglayan
sartlarda iretilen gamlar ile ticari gamin piriivik asit ve asetik asit igerikleri Cizelge 4.17'de

gosterilmektedir.

X. hortorum pv. pelargonii izolatindan iiretilen ksantan gamda piriivik asit tespit
edilemezken, diger iki izolatin pirlivik asit degerleri birbirine yakin ve standart bakteri (X.
campestris DSM 19000)’den iiretilen ve ticari gamdan daha diisiik olarak belirlenmistir. En

yiiksek piriivik asit igerigi %5,26 ile ticari gamda tespit edilmistir.
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En yiiksek asetil icerigine yine ticari gam sahip olurken (%8,34) onu sirasiyla, X.
hortorum pv. pelargonii (%7,61), X. campestris DSM 19000 (%5,67), X. axonopodis pv.

vesicatoria (%3,58) ve X. axonopodis pv. begoniae (%3,45) takip etmistir.

Cogu polisakkaritin temel karbonhidrat yapis1 gelisme sartlar ile degismezken, temel
karbonhidrat yapiya baglanmis acgil ve ketal gibi yan gruplar genellikle degisiklik
gostermektedir (Pace, 1987). Acil veya ketal gruplardaki degisiklikler polimerin 6zelliklerine
onemli oranda etki etmekte ve sonug olarak cesitli uygulamalardaki etkinligini etkilemektedir.
Ornegin; ksantan gamin piriivik asit icerigi, besiyeri ve mikrobiyal tiire gore sifir ile % 8
arasinda degisiklik gosterebilmektedir (Papagianni vd., 2001; Garcia-Ochoa vd., 2000). Genel
olarak; c¢alisilan mikroorganizmalarlar elde ettigimiz ksantan gamlarin piriivik asit igerikleri
%2,17-%4,82 arasinda, asetik asit igerikleri ise %3,45-%7,61 arasinda bulunmus olup, bu
degerler litratiirde belirtilen degerlerle uyumluluk goéstermistir. Borges vd. (2009), X.
aroricola pv. pruni 106 tiriinden, farkli fermentasyon kosullarinda elde ettigi ksantanda
piriivik asit igerigini %0,20-0,86, asetik asit igerigini ise %1,81-3,78 arasinda belirlemislerdir.
Mutfak atiklarinin substrat olarak kullanildigi ¢calismada X. campestris LRELP-1 ile iiretilen
polimerin piriivat ve asetat igerikleri sirasiyla %6,11 ve %2,49 olarak tespit edilmistir (Liv
vd., 2016). Moreno vd. (1998), tarimsal atiklardan X. campestris NRRL B-1459 ile iretilen
gamlarin piriivat oranin1 %2,81-3,74, asetat oranini ise %3,33-4,83 arasinda oldugunu rapor
etmislerdir. Rodriguez ve Aguilar (1997), X. campestris’in farkli mutantlarindan iretilen
ksantan gamlarin piriivat igeriklerinin %4,4-%6,7, asetat igeriklerinin de %3,4-%3,9 arasinda
degistigini bildirmislerdir. Psomas ve ark. (2007), X. campestris’ten elde edilen ksantanin
piriivat igerigini %1,5-2,9 arasinda belirlemislerdir. Baz1 ¢alismalarda ise ksantan gamin

yapisinda piriivat tespit edilememistir (Torrestiana vd., 1990; Kawahara ve Obata, 1998).

Ksantan gamda asetilasyon ve piriiviillasyon derecesi temel olarak mikroorganizma
tiriine ve besiyeri bilesimine gore degismekle birlikte, fermentasyon kosullarindan da
etkilenmektedir (Liakopoulou-Kyriakides vd., 1999). Farkli gelisme besiyerleri, 6rnegin farkli
substrat kullanimi1 ve sinirl besin varligi ksantanin ana iskelet yapisini etkilemez fakat yan
zincirlerin yapisini, molekiiler agirligit ve verimi etkilemektedir (Sutherland, 1983).
Yaptigimiz ¢alismada elde edilen gamlarin piriivat ve asetat icerikleri ticari gamdan daha
diisiik ¢ikmistir. Bu durum ksantanin saflastirilma yontemlerinden kaynaklanabilmektedir.
Bununla beraber, ksantan gam piriivat icerigi 6ncelikle uygun tiir ve besiyeri se¢imine bagh

olsa da, ksantan yan zincirlerinin piriiviilasyonu mikrobiyal oksijen talebi karsilanmadiginda
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diisiis gosterdigi rapor edilmistir (Liakopoulu-Kyriakides vd., 1999). Bu durum ticari gam
piriivika asit oraninin ¢alismamizda kullanilan bakterilerden sentezlenen gamlarin piriivik asit

oranindan daha yliksek ¢ikmasinin nedenlerinden bir digeri olarak goriilebilir.

Ksantanin piriivik ve asetik asit i¢eriginin, ¢ozeltilerin viskozitesini etkileyen onemli
bir faktor oldugu ve ksantan reolojik kalitesi i¢in bir indikator olarak kullanilabilecegi bazi
aragtirmacilar tarafindan belirtilmistir (Ramirez, Fucikovsky, Garcia-Jiménez, Quinteiro ve
Galindo, 1988; Sandford vd., 1977). Yiiksek oranda priviilasyon gamin sulu ¢ozeltisinin
viskozitesini arttirir, ¢linkli molekkiiler arasi i birligi desteklenir (Casas vd., 2000). Yiksek
pirtivik asit igerigine (%4 civari) sahip ksantanlar diisiik igerige sahip olanlara nazaran daha
viskozdurlar (Sandford vd., 1977; Smith, Symes, Lawson ve Morris, 1981; Borges vd., 2009).
Calismamizda elde edilen sonucglara baktigimizda; yiliksek piriivat igerigi ile gam
¢ozeltilerinin reolojik 6zellikleri arasinda bir iligki olabilecegi goériilmektedir. Soyle ki; en iyi
viskoz 0Ozellik gosteren X. campestris DSM 19000’dan elde edilen gamin piriivik asit
iceriginin diger organizma gamlarina gore belirgin bir sekilde daha yiiksek oldugu
goriilmektedir. Bununla beraber; yapisinda piriivik asit tespit edilemeyen X. hortorum pv.
pelargonii’den elde edilen ksantanin sulu ¢ozeltilerde en diisiik reolojik 6zelliklere sahip
oldugu tespit edilmistir. Benzer sekilde, Kawahara ve Obata (1998), yan zincirinde piriivik

asitten yoksun ksantan gamin diisiik viskozite gosterdigini belirtmistir.

Fakat, baz1 yazarlar da piriivat igerigi ile polimer sulu ¢ozeltilerinin reolojik 6zellikleri
arasindaki iligkiyi destekleyecek veriler tespit etmemislerdir (Kennedy vd., 1982; Callet,
Milas ve Rinaudo, 1987; Torrestiana vd., 1990; Torres, Brito, Galindo ve Chopin, 1993;
Rodriguez ve Aguilar, 1997).

Bazi aragtirmacilar asetil gruplarin uzaklastirilmasiyla, ksantan sulu g¢ozeltilerinin
viskozitesinin arttirilabildigini (Sloneker ve Jeanes, 1962; Tako ve Nakamura, 1984)
belirtirken, ¢alismamizda oldugu gibi diger cogu yazar ksantan asetik asit igerigi ile reoloij
Ozellikler arasinda iligki tespit edememislerdir (Bradshaw, Nisbet, Kerr ve Sutherland, 1983;
Callet vd., 1987; Borges vd., 2009).

Asetik asit ve pirtivik asit konsantrasyonu; tiretimde kullanilan mikroorganizma tiiri,
besiyeri yan1 sira fermentasyon prosesinde kullanilan sartlara ve fermentasyon sonrasi prosese

gore de farkliliklar sergileyebilmektedir. Calistiimiz bakterilerden elde edilen gamlarin ticari
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gama kiyasla daha diisiik pirlivik asit icerigine sahip olmasimin nedenlerinden biri de ticari

gamlar kadar gelistirilmis bir saflagtirma prosesinin uygulanamamasindan kaynaklanabilir.

Polimer performansini belirlemede ¢cok dnemli olan diger faktér molekiiler agirhigidir.
Molekiiler agirlik kullanilan bakteri tiirleri ve gelisme kosullar1 ile degisebilmektedir
(Papagianni vd., 2001). Bununla beraber, farkli gelisme besiyerleri, 6rnegin farkli substrat
kullanim1 ve siirlt besin varligi ksantanin ana iskelet yapisini etkilemez fakat yan zincirlerin
yapisini, molekiiler agirligi ve verimi etkilemektedir (Rosalam ve England, 2006). Cizelge
4.17°den de goriildigii gibi atik ekmeklerden elde edilen ksantan gam 6rneklerinin ortalama
molekiiler agirliklar: 1,41x10°-1,76x10° g/mol arasinda degismistir. Calismada iiretilen
gamlardan en yiliksek molekiil agirligina sahip olan X. campestris DSM 19000’den elde edilen
gam olmustur. Sanchez vd. (1997) de aym fermentasyon kosullarinda farkli izolatlar
tarafindan tiretilen ksantan gamlarin farkli molekiiler agirliklara sahp olduklarini belirlemistir.
Daha 6nceki galismalarda ksantan molekiil agirhig degerleri 5x10°-1,3x10" gibi ¢ok genis bir
aralikta degismistir (Borges vd., 2009). Bu, atik ekmeklerden elde edilen ksantan gamlarin
normal molekiiler agirliga sahip oldugunu gostermektedir. Atik ekmeklerden iiretilen ksantan
molekiil agirliklar ticari gama gore daha diisilk olmakla birlikte; tapyoka posasindan elde
edilen ksantan ile benzerlik gostermistir (Gunasekar vd., 2014). Bununla beraber;
degerlerimiz, melastan iiretilen ksantan gam molekiiler agirhg degerlerinden (0,8-1,4x10°
Da) (Kalogiannis vd., 2003), mutfak atiklarindan ede edilen gam molekiil agirliklarindan
(0,69-1,37x10" g/mol) (Li vd., 2016) ise diisiik olarak belirlenmistir.

Ksantan gam molekiiler agirligi, polimerin kivam verici ozellikleri agisindan
onemlidir. Bu ¢aligsmada, literatiire uyumlu bir sekilde (Smith vd., 1981, Candia ve Deckwer,
1999, Borges vd., 2009, Li vd., 2016), piriivik asit icerigi ve molekiiler agirlik artiginin

viskozitenin geligimi ile baglantili oldugu tespit edilmistir.
4.7. En Yiiksek Viskozite Saglayan Sartlarda Uretilen Gamlarin Teknolojik Ozellikleri

4.7.1. Su ve Yag Tutma Kapasiteleri

Calismada kullanilan ii¢ izolat ve standart tiir tarafindan en yiiksek viskozite saglayan
sartlarda tiretilen gamlarin su ve yag tutma kapasiteleri Cizelge 4.18’de gosterilmektedir. Elde
edilen degerler ticari ksantan gam ile karsilagtirilmigtir. 100 g gam tarafindan absorbe edilen

su miktari ticari gamda diger gamlara gore en yiiksek olarak tespit edilmistir. Uretilen ksantan

95



gamlar1 kiyasladigimizda, su tutma kapasitesi en yiiksek X. axonopodis pv. vesicatoria' dan
elde edilen ksantan gamda saptanmis olup bunu sirastyla X. campestris DSM 19000, X.

axonopodis pv. begoniae, X. hortorum pv. pelargonii‘den iiretilen gamlar takip etmistir.

100 g gam tarafindan absorbe edilen yag miktar1 X. hortorum pv. pelargonii, X.
axonopodis pv. begoniae, X. axonopodis pv. vesicatoria, X. campestris DSM 19000'den elde
edilen ksantan gamlarda ve ticari gamda sirasiyla 104, 112, 90, 156 ve 107g olarak tespit
edilmistir. Tim gamlar kiyaslandiginda yag tutma kapasitesinin, X. campestris DSM
19000'den elde edilen ksantan gamda en yiiksek olarak tespit edildigi goriilmektedir. Uretilen
ksantan gamlar ticari ksantan gam ile kiyaslandiginda; su tutma kapasitesi en yiiksek ticari
ksantan gamda tespit edilirken, yag tutma kapasitesi X. campestris DSM 19000 ve X.
axonopodis pv. begoniae'den elde edilen ksantan gamlarda ticari gama gore daha yiiksek

tespit edilmistir.

Cizelge 4.18. Ksantan gam orneklerinin su ve yag tutma kapasiteleri

100 g gam tarafindan 100 g gam tarafindan
absorbe edilen su miktar1 absorbe  edilen  yag

9) miktart (Q)
X. hortorum pv. pelargonii 210 104
X. axonopodis pv. begoniae 540 112
X. axonopodis pv. vesicatoria 710 90
X. campestris DSM 19000 410 156
Ticari gam 1240 107

4.7.2. Kopiik Olusturma Kapasite ve Stabiliteleri

Calismada atik ekmeklerden izolatlar ve standart tiir ile iiretilen ksantan gam
orneklerinin kopiik olusturma kapasiteleri tespit edilebilir degerlerin altinda belirlenmistir.
Ticari gamin kopiik olusturma kapasitesi ve zamanla degisen kopiik stabilitesi ise Cizelge
4.19'da gosterilmistir. Ticari gamin kdpiik olusturma kapasitesi %4,48 olarak tespit edilmistir.
Ticari gamin kopiik stabilitesi 1, 10, 30, 60, 90 ve 120. dakikalarda sirasiyla %100, 100,
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99,05, 99,05, 98,57 ve 98,57 olarak tespit edilmistir.Ticari gamin kopiik stabilitesinde

zamanla biiyiik degisimler gozlemlenmemistir.

Komiik olist I tosi = (105- 100,5) 100
Opiik olusturma kapasitest = ~—z7 o= x

Kopiik olusturma kapasitesi = %4,48

Cizelge 4.19. Ticari gam Orneginin kopiik stabilitesi ve kopiik olusturma kapasitesi

Ticari gam Kopiik hacmi (mL)  Kopiik Kopiik olugturma
stabilitesi (%) kapasitesi (%)

1.dk 105 100

10. dk 105 100

30. dk 104 99,05

4,48

60. dk 104 99,05

90. dk 103,5 98,57

120. dk 103,5 98,57

4.7.3. Coziiniirliikleri

Calismada kullanilan ii¢ izolat ve standart tiir tarafindan en yiiksek viskozite saglayan
sartlarda tiretilen gamlarin ¢oziiniirlik degerleri Cizelge 4.20°de gosterilmektedir. Elde edilen
degerler ticari ksantan gam ile karsilastirnlmistir. Ksantan gamlarin ¢oziiniirlik degerleri
biiyiikliik siralamasina gére X. campestris DSM 19000'den elde edilen gam, ticari gam, X.
axonopodis pv. vesicatoria, X. axonopodis pv. begoniae ve X. hortorum pv. pelargonii‘den

elde edilen gamlar seklindedir.
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Cizelge 4.20. Ksantan gam 6rneklerinin ¢oziiniirliik degerleri

Coziiniirlik (%)
X. hortorum pv. pelargonii 103,52x10°
X. axonopodis pv. begoniae 625,65x10°
X. axonopodis pv. vesicatoria 625,91x10°®
X. campestris DSM 19000 1047,56x10°®
Ticari gam 833,68x10°

4.8. Ksantan Gam Orneklerinin Model Gida Olarak Pudingte Kullanim imkanlarinin

Belirlenmesi

Substrat olarak atik ekmeklerden Xanthomonas izolatlar1 ve X. campestris DSM 19000
izolat1 ile maksimum viskozite saglayacak sartlarda iiretilen ksantan gamlardan hazirlanan
puding orneklerinin reolojik karakterizasyonu kapsaminda ilk olarak yatigkan kayma (steady
shear) halindeki viskozite degerleri 20 °C’de incelenmis olup reogramlar1 Sekil 4.22°te

gosterilmistir.
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Sekil 4.22. Xanthomonas izolatlar1 ve X. campestris DSM 19000 izolatindan elde edilen
ksantan gamlarla hazirlanan puding model gidalarinin 1-100 1/s araligindaki viskozite
reogrami (no 1-X. hortorum pv. pelargonii, no 3-X. axonopodis pv. begoniae, no 4- X.
axonopodis pv. vesicatoria izolatindan, standart-X. campestris DSM 19000 izolatindan elde
edilen gama aittir).

Genel olarak puding ornekleri literatiirle uyumlu olarak gam-su ¢ozeltisine benzer
sekilde kaymayla incelen (shear thinning) akis davranig Ozelligi gostermistir (Doublier ve
Durand, 2008). Sekil 4.22’te goriildiigii tizere gam katilmadan ve X. hortorum pv. pelargonii
ve X. axonopodis pv. begoniae izolatlarindan {iretilen gamlarla hazirlanan 6rnekler birbirine
benzer akis davranisi gostermis ve viskoziteleri X. campestris DSM 19000 standart izolat1 ve
X. axonopodis pv. vesicatoria izolatindan tretilen gamla hazirlanan puding 6rneklerinden
fazla oldugu goriilmiistir. Gam katilmayan 6rnekte 50 s™ kayma hizindan yukari ¢ikildikca
kayma geriliminde azalma olmus ve yapinin gam katilanlara gére daha kolay bozuldugunun
bir gostergesi olmustur. Kayma gerilimi verilerinin kayma hizina karsi Ostwald de Waele
modeline uyarlanmasindan elde edilen parametreler Cizelge 4.21°de verilmistir. R? degerinin
0,83 ve 0,99 arasi1 ¢ikmasi modelin akis davraniglarina uygun oldugunu gdostermistir.

Kivamlilik indeksi (K), puding orneklerine ksantan gam katildiginda azalig gostermis ve en
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yiiksek azalisin X. axonopodis pv. vesicatoria ve X. campestris DSM 19000 izolatlarindan
elde edilen gamlar katildiginda olustugu gézlenmistir. Bu 6rneklerde carpici olarak K degeri
sirastyla 6,5 ve 5 Pa.s" olarak gerceklesmistir. Bunu sirasiyla X. hortorum pv. pelargonii
133,2 Pas" ile ve X. axonopodis pv. begoniae 139,3 Pa.s" ile izlemistir. Gam katilmayan
ornekte ise K degeri 161,2 Pa.s" olarak tespit edilmistir. K (kivam katsayis1) degerleri de aym
sirayla gerceklestigi gozlenmistir. n degerleri ise 0,12 ve 0,49 arasi degisip gam katildikca
yiikselis gdstermis ve kayma hizina daha fazla dayanabilen saglam bir yapinin kazanildigi

gbzlenmistir.

Cizelge 4.21. Farkli bakteriler ile atik ekmeklerden iiretilen ksantan gamlarin, puding model
gidalarmin 20°C’de Ostwald de Waele parameterlerine olan etkisi

Cesitler K (Pas") n() R?

X. hortorum pv. pelargonii 133,2 0,18 0,97
X. axonopodis pv. begoniae 139,3 0,16 0,94
X. axonopodis pv. vesicatoria 6,5 0,49 0,99
X. campestris DSM 19000 5,0 0,27 0,99
Gam ilavesiz 161,2 0,12 0,83

K: kivamhilik indeksi; n: akis davranis indeksi; R*: saptama katsayist

Puding orneklerinin dinamik osilasyon analizleri goz onilinde bulunduruldugunda
(Sekil 4.23); biitiin 6rneklerde G’>G” olup, puding Orneklerinde elastik 6zelligin sivi
ozellikten baskin ¢iktig1 ve zayif jel 6zellik gosterdikleri tespit edilmistir. Gam katilmayan, X.
hortorum pv. pelargonii ve X. axonopodis pv. begoniae izolatlarindan elde edilen gamlarla
olusturulan puding 6rneklerinde G’ yani elastiklik 6zelligin en yiiksek oldugu goriilmiistiir.
Fakat agisal frekansin artigtyla X. axonopodis pv. begoniae ve X. hortorum pv. pelargonii
izolatlarindan elde edilen gamla iiretilen puding 6rneklerinin G* degerlerinin gam katilmayan
ornekten daha yiiksek oldugu gozlenmistir. En disiik elastiklik 6zelligin ise X. axonopodis pv.
vesicatoria izolatindan iiretilen gamin katilmasiyla olustugu goriilmiistiir. Elde edilen G” ve
G” verilerinin Power-law modele (Cizelge 4.22) uyarlanmasiyla genel olarak, en yiiksek K’
degerinin gam katilmayan puding Orneginde oldugu goriilmistir. Bunu sirasiyla X.
axonopodis pv. begoniae, X. hortorum pv. pelargonii, X. campestris DSM 19000 ve X.
axonopodis pv. vesicatoria izolatindan firetilen gamla yapilan puding o6rneklerinin K’

degerleri izlemistir.
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Sekil 4.23. Xanthomonas izolatlar1 ve X. campestris DSM 19000 izolatindan elde edilen
ksantan gamlarla hazirlanan puding model gidalarimin 1-100 rad/s agisal hiz araligindaki
birikim ve kayip modiiliis egrileri (no 1-X. hortorum pv. pelargonii, no 3- X. axonopodis pv.
begoniae, no 4-X. axonopodis pv. vesicatoria izolatindan, standart-X. campestris DSM 19000
susundan elde edilen gama aittir).
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Cizelge 4.22. Farkli bakteriler ile atik ekmeklerden iiretilen ksantan gamlarin,puding model

gidalarmin 20°C’de birikim ve kayip modiiliis parametrelerine olan etkisi

Cesitler G' G"

K' n' R? K" n" R?
X. hortorum pv. pelargonii 255,3 0,22 0,99 84,6 0,32 0,98
X. axonopodis pv. begoniae 259,8 0,2 0,99 75,7 0,32 0,98
X. axonopodis pv. vesicatoria 3,67 0,55 0,99 3,47 0,54 0,99
X. campestris DSM 19000 103 0,25 0,99 37,5 0,36 0,99
Gam ilavesiz 343,6 0,11 0,99 53,7 0,2 0,97

G': birikim modiiliisii; G": kayp modiiliisii; R*: saptama katsayusi

Puding model gidasinin reolojik analizinden ¢ikan en 6nemli sonug; gam katilmayan

ornegin viskozite ve viskoelastik 6zelliklerinin gam katilan 6rneklerden daha iyi ¢ikmasina

ragmen, substrat olarak atik ekmek kullanildiginda X. axonopodis pv. begoniae ve X.

hortorum pv. pelargonii izolatlarindan elde edilen gamlarla hazirlanan pudinglerin kesme

hizina ve agisal frekansa daha dayanikli oldugu ve daha saglam jel yapisina sahip oldugu

tespit edilmistir.
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5. SONUC

Tezin ilk asamasinda; Xanthomonas izolatlariin ve standart bakterinin, substrat olarak
attk ekmek hidrolizat1 kullanilan fermentasyon ortaminda ksantan gam {retim
potansiyellerinin belirlenmesi ve fermentasyon sartlarinin optimizasyonu gergeklestirilmistir.
Bununla beraber fermentasyon kosullarinin gamlarin reolojik 6zelliklerine etkisi arastirilmis

ve reolojik 6zellikler i¢in optimum sartlar belirlenmistir.

Bu denemelerde elde edilen sonuglara gore; yiiksek verimin genelde inokulum hacmi
ve karistirma hizinin her ikisinin ayn1 anda azaltilmasi veya arttirilmasiyla elde edildigi tespit
edilmistir. Optimizasyon sonucunda atik ekmeklerden ksantan gam iiretimi i¢in en uygun

parametreler, en yiiksek ksantan gam miktari ve tiriin verimi su sekildedir:

X. hortorum pv. pelargonii i¢in %7,5 glukoz, 300 rpm ve %10,2 inokulum ile 12,5

gL ksantan gam konsantrasyonu, ksantan verimi = 0,166 g ksantan / g seker

X. axonoopodis pv. begoniae i¢in %8,5 glukoz, 300 rpm ve %15 inokulum ile 10,3

gL ™" ksantan gam konsantrasyonu, ksantan verimi = 0,121 g ksantan / g seker

X. axonopodis pv. vesicatoria i¢in %9,6 glukoz, 150 rpm ve % 9,6 inokulum ile

14,3 gL * ksantan gam konsantrasyonu, ksantan verimi = 0,149 g ksantan / g seker

X. campestris DSM 19000 i¢in %8,3 glukoz, 150 rpm ve %5 inokulum ile 12,9 gL.™

ksantan gam konsantrasyonu, ksantan verimi = 0,155 g ksantan / g seker

Kullanilan izolatlarin, atik ekmek substratinda yiiksek verimde ksantan gam
tiretebildikleri belirlenmistir. Ayrica, kullanilan 6zgiin izolatlarin atik ekmeklerden ksantan
gam tretim potansiyellerinin standart bakteri X. campestris DSM 19000’¢ yakin veya daha

yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Fermentasyon sartlarinin, substrat olarak atik ekmek hidrolizati kullanilan
fermentasyon ortaminda Xanthomonas izolatlarmin ve X. campestris DSM 19000 izolatinin
tirettigi ksantan gamlarin reolojisine etkisi denemeleri sonucuna gore en yiiksek viskozite

gosteren gamlarin tiretildigi fermentasyon sartlari su sekilde belirlenmistir:

X. hortorum pv. pelargonii i¢in glukoz oram %4, inokulum hacmi %5 ve

karistirma hiz1 175 rpm.
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X. axonopodis pv. begoniae icin glukoz oram %4, inokulum hacmi %5 ve

karistirma hiz1 250 rpm

X. axonopodis pv. vesicatoria i¢in glukoz oram %4, inokulum hacmi %5,5 ve

karistirma hizi 300 rpm

X. campestris DSM 19000 i¢in glukoz orami %4, inokulum hacmi %5 ve

karistirma hizi 225 rpm

En yliksek gam verimine sebep olan fermentasyon kosullarinin en yiiksek gam
viskozitesine sebep olan kosullardan farkli oldugu tespit edilmistir. Bu durum; gamlarin
kullanim amacina gore farkli fermentasyon kosullarinda iiretilmesi gerektigini géstermektedir.
Cesitli endiistriyel alanlarda yiliksek gam verimi istenebilirken bazi uygulamalarda yiiksek

viskozite tercih sebebi olabilmektedir.

Tezin ikinci boliimiinde; bir onceki boliimde belirlenen en iyi viskozite saglayan
tiretim sartlarinda gam tretimleri gergeklestirilmis ve bu sartlarda elde edilen gamlarin farkli
konsantrasyonlardaki sulu ¢ozeltilerinin ayrintili reolojk karakterizasyonu, bakterilerin
fermentasyon kinetikleri, gamlarin fizikokimyasal, kompozisyonel ve teknolojik o6zellikleri

belirlenmistir.

Ksantan gam iiretiminde substrat olarak atik ekmek kullanildigir bu ¢alisma, ksantan
gam Uretiminde diger substratlarin kullanildig1 ¢caligmalar ile kiyaslandiginda; gamlarin sulu
¢ozeltilerinin reolojik 6zelliklerinin substrat ¢esidine bagli oldugu sonucuna varilmstir. Genel
olarak substrat ¢esidinin sentezlenen ksantan gamin kimyasal kompozisasyonunda farkliliga

sebep oldugu boylece gamin suda gosterdigi reolojik 6zelligi etkiledigi sonucuna varilabilir.

Fermentasyon kinetikleri sonuglarina gore; genel olarak ksantan gam iiretiminin 72.
saatte maksimum seviyelere ulagtig1 ve 96. saate kadar aynmi seviyelerde kaldig1 goriiliirken,
glukoz tiikketiminin 96. saate kadar devam ettigi belirlenmistir. Bu sartlarda yapilan

fermentasyon prosesi sonunda elde edilen sonuglar su sekildedir:

X. hortorum pv. pelargonii i¢in kullamlan seker oram %87,5, maksimum 7,6 gL™

ksantan gam {iretimi ve %19 glukoz doniisiim orani

X. axonopodis pv. begoniae i¢in kullanilan seker oram %87, maksimum 11,18 gL

ksantan gam iiretimi ve %029,5 glukoz doniisiim oram
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X. axonopodis pv. vesicatoria i¢in kullamlan seker orami%87,5, maksimum 10,6

gL ™" ksantan gam iiretimi ve %26,5 glukoz doniisiim orani

X. campestris DSM 19000 i¢in kullanilan seker oram%82,5, maksimum 12,7 gL™

ksantan gam iiretimi ve%031,70 glukoz doniisiim oram

Uretilen biyopolimerlerin kimyasal kompozisyonunu incelendiginde; biitiin gamlarin
ksantan gamin tipik monomerleri olan glukoz, mannoz ve glukuronik asit i¢erdigi ve bu
acidan ticari gam ile benzerlik gosterdigi goriilmektedir. Bununla beraber, sadece X.
axonopodis pv. vesicatoria’dan elde edilen ksantan gamda ramnoz tespit edilirken, X.
hortorum pv. pelargonii ve X. axonopodis pv. vesicatoria izolatlarindan elde edilen gamlarda
ve ticari gamda farkli oranlarda galaktoz belirlenmistir. Karbonhidrat kompozisyonundaki

farkliliklar ¢alisilan mikroorganizma tiirlerinden kaynaklanabilmektedir.

Genel olarak; caligilan mikroorganizmalarla elde edilen ksantan gamlarin piriivik asit
icerikleri %2,17 ile %4,82 arasinda, asetik asit icerikleri ise %3,45 ile %7,61 arasinda
bulunmus olup, bu degerler litratiirde belirtilen degerlerle uyumluluk gostermistir. Ksantan
gam Orneklerinin, bakteri tiirline ve fermentasyon kosullarina bagli olarak farkli oranlarda
pirtivik asit ve asetik asit i¢erigine sahip oldugu, sadece X. hortorum pv. pelargonii’den elde
edilen gamlarin piriivik asit igermedigi tespit edilmistir. Bununlar beraber, diger iki izolatin
piriivik asit ve asetik asit igerikleri standart bakteriden tiretilen gamdan ve ticari gamdan daha

diisiik seviyelerde belirlenmistir.

Tez ¢aligmasindan elde edilen sonuglara bakildiginda; yiiksek piriivik asit icerigi ile
gam ¢ozeltilerinin reolojik 6zellikleri arasinda bir iligski olabilecegi goriilmektedir. Soyle ki;
en iyi viskoz ozellik gosteren X. campestris DSM 19000°dan elde edilen gamin, piriivik asit
iceriginin diger organizmalardan belirgin bir sekilde daha yiiksek oldugu goriilmektedir.
Yapisinda piriivik asit tespit edilemeyen X. hortorum pv. pelargonii’den elde edilen ksantanin

sulu ¢ozeltilerin ise en diigiik reolojik 6zelliklere sahip oldugu tespit edilmistir.

Ksantan gam &rneklerinin ortalama molekiiler agirhklar 1,41x10° ile 1,76x10° g/mol
arasinda degismis olup, literatiirde belirtilen degerler ile benzerlik géstermistir. Ksantan gam
molekiiler agirhigi, polimerin kivam verici 6zellikleri agisindan 6nemlidir. Piriivik asit icerigi

ve molekiiler agirlik artiginin viskozitenin gelisimi ile baglantili oldugu sdylenebilir.
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Tezin son asamasinda ise gamlarin model gidalarda kullanim olanaklar1 arastirilmistir.
Uretilen gamlardan elde edilen puding ornekleri reolojik acidan incelendiginde ise tiim
gamlarin diger kivam verici nisastayla antagonistik etki yaptigr goriilmiis ve kivam, gam
katilmadan olusturulan 6rnege gore diisiis gostermistir. Ancak gam katilmayan Ornegin
viskozite ve viskoelastik 6zelliklerinin gam katilan 6rneklerden daha iyi ¢ikmasina ragmen, X.
axonopodis pv. begoniae ve X. hortorum pv. pelargonii izolatlarindan elde edilen gamlarla
hazirlanan pudinglerin kesme hizina ve agisal frekansa daha dayanikli oldugu ve daha saglam
jel yapisina sahip oldugu tespit edilmistir. Bu da puding orneklerinin gam katilmasiyla
calkalama, karistirma gibi fiziksel dis etkenlere karsi yapisini daha iyi korumasina sebep

olabilecektir.

Ksantan tiretim maliyetini belirlemede en sik bahsedilen ve iizerinde durulan konu
fermentasyon besiyeri maliyetleridir. ithal edilen polimer; glukoz veya sakkarozdan elde
edilmekte ve karbon kaynagi maliyeti fermentasyonda kritik faktdr olmaktadir. Uretimde
substrat maliyeti toplam maliyetin 1/3’linii olusturmaktadir. Tez ¢aligmasinda sunulan substrat
(attk ekmek) ucuz ve umut vadeden, halihazirda kullanilan substratlar olan glukoz ve
sakkarozun yerini alabilecek ve son fiirlin maliyetlerinin azalmasina yardim edecektir.
Glintimiizde, 10-12 USD olan 1 kg ticari ksantan gam maliyeti, atik ekmeklerden iiretilirse
Oonemli oranda azalacaktir. Her ne kadar bu calismanin amaci ekonomik analiz yapmak
olmasa da atik ekmeklerin ksantan gama biyodonisiimii fizibil bir alternatif olarak

goriilmektedir.

Sonug olarak; mevcut ¢alisma, atik ekmeklerin ksantan iiretimi i¢in degerlendirilmesi
ve kesfedilmesi agisindan literatiirde ilk c¢alismadir. Atik ekmeklerin substrat olarak
kullanilmastyla ¢alismada kullanilan yerel, 6zgiin izolatlardan yiliksek verimde ksantan gam
tiretimi gerceklestirilmistir. Elde edilen verimler literatiire gore endiistriyel iretim i¢in uygun
verim degerleridir (10-20 gL™) (Borges ve Vendruscolo 2007). Calismada kullanilan izolatlar
icerisinde atik ekmeklerden gam iiretim miktar1 agisindan en iyi bakteri X. axonopodis pv.
vesicatoria olurken, gam kalite ozellikleri agisindan X. axonopodis pv. begoniae 6n plana

cikmistir. Bu izolat 100 g atik ekmekten yaklasik olarak 24 g ksantan gam iiretebilmektedir.

Ayrica calismada elde edilen sonuglar atik ekmeklerin, diisiik maliyetli ve verimli
ksantan iiretimi i¢in yeni yollar acacak, giiclii potansiyeli ve umut veren 6zellikleri oldugunu
gostermektedir. Bu yiizden endiistriyel ve ticari uygulamalar i¢in giiclii bir aday olarak

degerlendirilebilir. Bu durumda, iilkemiz atik ekmek miktar1 ve diisiik maliyet avantajlari ile
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ksantan ithalatin1 durdurup, iiretici olabilir. Bu girisim Tiirkiye'nin ksantan gami uluslararasi

pazarda daha diisiik fiyatla satisa sunar pozisyona getirebilir.
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