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Bu ¢alismada, Cukurova Universitesi Kampiisii’niin farkl1 lokasyonlarindan
alinan toprak orneklerinden Xanthomonas sp. izole edilmistir. 1zolasyon amaciyla
imipenem igerikli besiyerine ekim yapilmis, morfolojik olarak Xanthomonas sp.
olabilecegi diisiiniilen suslar secilerek molekiiler tanimlama ile Xanthomonas
maltophilia oldugu belirlenmistir.

Xanthomonas maltophilia’dan ksantan gam iretimi ve optimizasyonu
gerceklestirilmistir. Uretim optimizasyonu amaciyla; optimum sicaklik, pH,
inokulum miktari, ¢alkalama hizi, iiretim siiresi belirlenmistir. Bu parametrelere ek
olarak farkli karbon kaynaklarinin ve %?2-25 arasinda degisen konsatrasyonlarda
mISIr maserasyon sivisinin iiretim verimine etkisi incelenmistir. Uretilmis olan
ksantan gamin FT-IR ve NMR analizleri yapilmistir.

Xanthomonas maltophilia ile tiretilen ksantam gam i¢in en iyi iiretim sartlari
30 °C, pH 6.9, %10 inokulum miktar,150 rpm c¢alkalama hizi, 24 saat olarak
belirlenmistir. Ksantan gamin {iretiminde en iyi karbon kaynagi1 maltoz, azot kaynagi
ise %25 musir maserasyon konsantrasyonu tespit edilmistir. Optimum degerler
belirlenirken iiretilen ksantan gamin 50 °C de 48 saat kurutma isleminden sonra
tartimi yapilarak g/ml cinsinden belirlenmistir.

Optimum sartlar altinda tiretilen ksantan gamin FT-IR ve NMR analizleri
sonucunda ksantam oldugu ve 24. saaten sonra bozulmalar meydana geldigi
saptanmistir.

Anahtar Kelimeler:Xanthomonas maltophilia, ksantan gam, optimizasyon.



ABSTRACT

MSc THESIS

PRODUCTION AND OPTIMIZATION OF XANTHAN GUM FROM
NATURAL XANTHOMONAS ISOLATES
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Supervisor : Prof. Dr. Sadik DINCER
Year: 2022, Pages 55
Jury : Prof. Dr. Sadik DINCER
: Prof. Dr. Sevil TOROGLU
: Assit. Prof.Dr. Burak AY

In this study, Xanthomonas sp. 1t was isolated from soil samples taken from
different locations of Cukurova University Campus. Inoculation was made in a
medium containing imipenem for isolation. Strains thought to be morphologically
Xanthomonas sp. were selected and determined to be Xanthomonas maltophilia by
molecular identification.

Production and optimization of xanthan gum from Xanthomonas maltophilia
was performed. For the purpose of production optimization; optimum temperature,
pH, shaking speed, production time were determined. In addition to these
parameters, the effects of different carbon sources and maize maceration liquid at
concentrations ranging from 0.1% to 0.5% on the production yield were investigated.
FT-IR and NMR analyzes of the produced xanthan gum were performed.

The production conditions for xanthan gum produced by Xanthomonas
maltophilia were determined at 30°C, pH 6.9, 150 rpm shaking speed for 24 hours.
In the production of xanthan gum, the best carbon source was maltose and the
nitrogen source was 0.25% corn masaration concentration. While determining the
optimum values, the xanthan gum produced was determined as g/ml after drying at
50°C for 48 hours.

As a result of FT-IR and NMR analyzes of xanthan gum produced under
optimum conditions, it was determined that it was xanthan and deterioration
occurred after 24 hours.

Key Words: Xanthomonas maltophilia, xanthan gam, optimization
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GENISLETILMIS OZET

Bu ¢aligmada topraktan izole edilen Xanthomonas maltophilia izolatlarindan
ksantan gam iiretimi ve optimizasyonu yapilmustir.

Xanthomonas sp. Cukurova Universitesi Kampiisii® niin farkli yerlerindeki
topraklarin rizosfer tabakasindan alian érneklerden izole edilmistir. Izolasyon igin
imipenem iceren Xanthomonas maltophila Selective Medium Agar (XMSM)
kullanilmstir

Morfolojik olarak Xanthomonas sp. oldugu diisiiniilen suslar gram boyama
ve mikroskobik incelemede gram negatif ve cubuk seklinde bakteriler olarak
tanimlanmiglardir. Yapilan molekiiler tanimlama sonucunda Xanthomonas
maltophilia oldugu berlirlenmistir.

Xanthomonas maltophilia ile ksantam gam fUretimi i¢in Fermentation
Medium besiyeri (Cizelge 3.4) kullanilmistir. Her liretim sonrasinda iiretilen ksantan
gam 50 °C 48 saat sartlarinda kurutma islemine tabii tutulmus, tiretim miktar1 tartim
sonrasinda g/ml cinsinden belirlenmistir.

Xanthomonas maltophilia’ nin ksantan gam iiretimi sirasinda optimum
sicaklik degerini belirlemek i¢in 25, 30 ve 35 °C’ lerde iiretim yapilmis; sirasiyla
iiretim miktarlar1 12.7,21.3 ve 6.1 g/L olarak bulunmustur. Ksantan gamin optimum
iiretim sicakligi 30 °C’de gozlemlenmistir.

Xanthomonas maltophilia’dan ksantam gam iretim sartlarinda optimum
pH’1n tespit edilmesi i¢in pH 6.8, 6.9 ve 7.0 parametlerinde liretim yapilmustir.
Ksantan gam tretimi pH 6.8, 6.9 ve 7.0’de sirasiyla 3.3, 8.3, 1.2 g/L olarak
hesaplanmis; optimum pH 6.9 olarak belirlenmistir.

Xanthomonas maltophilia ksantan gam {retiminde optimum inokulum
miktar1 i¢in %1, 5 ve 10’luk parametrelerde incelenmistir. Ksantan gam tiretimi %1,
5 ve 10’luk inokulum miktarlarinda sirasiyla 2.2, 54.4 ve 1.5 g/L olarak

belirlenmistir.
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Xanthomonas maltophilia ile ksantan gam lretiminde optimum calkalama
hizlar1 100, 150 ve 200 rpm’ de incelenmistir. Sonug olarak 100, 150 ve 200 rpm
calkalama hizlarinda tretilen ksantan gam sirasiyla 3.5, 6.3, 1.4 g/L tartilmistir.
Ksantan gam miktarlarina bakildiginda optimum ¢alkalama hizinin 150 rpm oldugu
orataya konmustur.

Xanthomonas maltophilia’dan  ksantam gam iiretiminde optimum
inkiibasyon siiresini belirlemek i¢in 24., 48. ve 72. saatlerde Ornekler alinarak
kurutulma sonucunda tartim yapilmistir. Ksantan gam 24., 48. ve 72. saatlerde
sirastyla 40, 17, 0.3 g/L olarak elde edilmistir. Uretilen ksantan gamin optimum
inkiibasyon stiresi 24 saat olarak belirlenmistir.

Ksantan gamin iiretim ortaminda en etkili karbon kaynagini belirlemek icin
ticari ve atik karbon kaynaklar1 kullanilmistir. Ticari karbon kaynagi olarak maltoz,
glikoz ve siikroz; atik karbon kaynagi olarak ise SM40-maltoz, maltoz-fruktoz,
SM40-maltoz ve fruktoz-glikoz karisimlari ile melas uygulanmistir. Sonug
olarak Xanthomonas maltophilia ile ksantan gam tiretiminde en iyi karbon kaynagi
54,4 g/L iiretim ile maltoz olarak belirlenmistir.

Xanthomonas maltophilia’dan ksantan gam iiretiminde azot kaynagi olarak
misir maserasyon sivisi kullanilmistir. Fermantasyon Medium besiyeri ortamina %?2,
5, 10 ve 25 konsantrasyonlarinda maserasyon sivisi eklenmistir. Ksantan gam
iretiminde azot kaynagi olarak en verimli iiretim ortami 11,5 g/L ile %25
konsantrasyonunda misir maserasyon sivisi oldugu ortaya konmustur.

Xanthomonas maltophilia ile iretilen ksantan gamin FT-IR VE NMR
analizleri yapilmistir. Bu analiz sonuglarina gore Xanthomonas maltophilia en iyi
diizeyde 24. saatte ksantan gam iirettigi saptanmistir. Ayrica iiretimin 48.ve 72.

saatlerinde ksantan gamin yapisinda bozulmalar meydana geldigi gdzlemlenmistir.
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1. GIRIS Cansu KORKMAZ

1. GIRIS

Gamlar; bitkisel ve hayvansal kaynaklardan, polisakkaritlerin kimyasal
modifikasyonlarindan ya da mikrobiyal fermantasyon ile elde edilen kompleks
polisakkaritler olarak tanimlanmaktadir. Yiiksek nem tutma &zelliklerinden dolay1
hidrofilik kolloidler ya da hidrokolloidler olarak bilinmektedirler (Milani ve Melaki,
2012).

Ksantan gam ise; mikrobiyal kaynakli bir polisakkarit ve onemli bir
endiistriyel biyopolimerdir. 1950 yilinda Amerika Birlesik Devletleri Tarim
Bakanligr Northern Regional Arastirma Laboratuvari’nda (NRRL) kesfedilmistir
(Farhadi ve ark., 2012; Niknezhad ve ark., 2016).

Ksantan gam, Xanthomonas maltophilia bakterisi tarafindan tiretilmektedir.
Ksantan gam suda iyi ¢Oziiniir, yiiksek viskoz cozeltileri psddoplastik 6zellik
gostermektedir. Ksantan gam c¢ok g¢esitli gidalarda; emiilsiyon stabilizasyonu,
sicaklik stabilitesi, gida ingrediyenleri ile uyumlu ve psddoplastik-reolojik
ozellikleri gibi ¢ok sayida 6nemli sebepler dolayisi ile kullanilmaktadir. Temel
olarak seliilloz oldugu gibi 1,4-bagli B-D-glukoz birimlerinin bulundugu ana bir
polimer iskeletinden olugmaktadir. Glukoz, mannoz ve glukuronik asit birimlerinden
olugur ve suda ¢oziinmektedir. Ayrica ksantan gam,gram negatif Xanthomonas
campestris bakterisiyle de, glukoz ve sakkarozca zengin besiyerlerinin
kulanilmasiyla endiistriyel olarak da elde edilmektedir (Yoo ve Harcum, 1999;
Garcia-Ochoa ve ark., 2000).

Son yillarda toksik olmama biyouyumluluk, biyog¢oziiniirliik ve yenilenebilir
gibi Ozellikleri ile 6ne c¢ikan polisakkaritler igeren dogal polimerler dikkat
cekmektedir. Giivenli bir gida katki maddesi olarak kullanilan ksantan gam toksik
ozellik gostermemektedir. Yillik {iretiminin ortalama 86.000 ton ve Amerika,
Fransa, Cin’in liretimde basta gelen iireticiler oldugu belirtilmistir (Zia ve ark., 2015;

Niknezhad ve ark., 2016).
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Giliniimiizde ksantan gam, reolojik Ozellikleri sebebiyle gida, petrol,
farmakoloji, kozmetik gibi endiistrilerde bir¢ok uygulamalara sahiptir. Gam
kalinlagtirici, stabilize edici ve jellestirme ajani gibi bir¢ok avantaja sahiptir. Bu
nedenle gida sektoriinde bircok uygulamada kullanilmaktadir (Gunasekar ve ark.,
2014).

Ticari ksantan gam giiniimiizde daldirmali aerobik fermentasyon ile
iiretilmektedir. Bu yontem uygun bir azot kaynagi, glukoz ve sakkaroz (karbon
kaynag1), potasyum fosfat ve diger iz elementlerin bulundugu steril bir ortamda
Xanthomonas spp. kullanilarak uygulanmaktadir. Kullanilan hammaddeler
nedeniyle ksantan gamin endiistriyel iiretimi pahaliya mal olmaktadir. Bu nedenle
hammadde maliyetini azaltabilmek i¢cin daha ekonomik olan karbon kaynaklari
ksantan gam {iretiminde kullanmak icin gerekmektedir. Xanthomonas tiirleri ile
fermentasyonla ksantan gam tiretiminde temel amag {iretim besiyerinde ucuz karbon
ve nitrojen kaynaklari kullanmaktir. Ayni zamanda iiretim sartlarinin optimize
edilerek miimkiin olan en diisiik maliyetle en yiiksek fayday1 saglayacak gam

iretmektir (Yoo ve Harcum, 1999; Ben Salah ve ark., 2010).

1.1. Gamlar
1.1.1. Gamlarin Tammm ve Elde Edildigi Kaynaklar

Gamlar; bitki, tohum, aga¢ govde salgilari, bakteriler, deniz yosunlari,
tohumlarmin endospermi gibi bir¢ok kaynaktan, mikrobiyal fermantasyonla veya
polisakkaritlerin kimyasal modifikasyonlariyla elde edilen kompleks polisakkaritler
olarak tamimlanmaktadir. Jellestirici ve kivam artirict etki vermek amaciyla suda
cozlinebilen veya dagilabilen gamlar polimerik maddelerdir. Bu maddeler yiiksek
Ozellikte hidrofilik, nem tutucu ve kolloid yapidadirlar. Bu nedenle hidrofilik,
hidrokolloidler veya kolloidler olarak da bilinmektedirler. Hidrokolloid terimi
birgok polisakkariti igermektedir. Bunlar arasinda mikrobiyal kaynaklardan, deniz

yosunundan ya da bitkilerden ekstrakte edilmis seliilloz ya da nisastadan, kimyasal
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veya enzimatik uygulamalar ile elde edilen modifiye biyopolimerler vardir (Phillips
ve Williams, 2000; Imeson, 2010; Wiistenberg, 2014).

Gamlar, kimyasal olarak karbonhidratlarla iligkilidir. Nisasta, seliiloz,
asitler, seker, karbon, oksijen ve hidrojen tuzlarindan olusmaktadir. Ayni zamanda
gamlar; potasyum, magnezyum, kalsiyum icermektedirler (Imeson, 2010;
Wiistenberg, 2014). Gamlar mikrobiyal fermantasyon, bitki ekstraktlari, deniz
yosunu ekstraktlari ve ¢ekirdek ekstraktlari gamlar1 olarak siniflandirilmaktadir. Bu
siniflandirma gamlarin ekstrakte edildigi kaynak, fiziksel karakteristiklerine ve
kimyasal yapis1 baghdir (Ozcan-Yilsay ve ark., 2001; Dickinson, 2003; Wiistenberg
2014).

1.1.2. Gamlarin Fonksiyonel Ozellikleri

Gamlar; diisiik konsantrasyonlarda bile yiiksek viskoziteli soliisyonlar
veren, hem suda ¢dziinebilme hem de dagilabilme (dispersiyon) ozelligine sahip,
polimerik  maddelerdir. Gamlar, {riiniin kalitesini  gelistirmek, nisasta
retrogradasyonunu yavaslatmak, gida yapisini iyilestirmek, nem kaybini diigiirmek
amaciyla emiilsifiye edici, kivam arttirici, kayganlastirici ve stabilizator olarak gida
endiistrisinde kullanilmaktadir. Bununla birlikte giivenilir kabul edilen GRAS
statiisiinde yer almaktadir (Burey ve ark., 2008; Milani ve Melaki, 2012).

Gamlar, gidalarin tekstiirel ve fonksiyonel oOzelliklerine katkida
bulunmaktadir. Ayn1 zamanda toplam kolesterol, LDL-kolesterol ve glikoz oranini
azaltarak kardiyovaskiiler hastalik ve diyabet riskini diigiirmektedir. Gamlar, diyet
lifinin sindirilemez kismidir. (Moosa, 2006; Masood ve ark., 2007; Roberts 2011).

Gamlarda bulunan polisakkaritlerin  birgogu  mikroorganizmalarla
parcalanabilmektedir. Buna ragmen insan bagirsaginda uygun enzimlerin
bulunmamas1 nedeniyle sindirilememektedir. Bu sebeple prebiyotik potansiyeli
iizerine caligmalarda sindirime ugramadan kalmbagirsaga kadar ulasabilen gamlar

artis gostermektedir (Jan, 2002; Salminen ve ark., 2002; Parvez ve ark., 2006).
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1.2. Ksantan Gam
1.2.1. Ksantan Gamin Biyosentezi ve Kimyasal Yapisi

Ksantan biyosentezi, enerji harcanan ve bir¢ok enzimin direk veya indirekt
olarak bulundugu bir siirectir. Glukoz, enerjice zengin ara {iiriinler olusturmak ve
biyokiitle olusumu i¢in Entner-Doudoroff metabolik yolu ve sitrik asit dongiisii ile
metabolize olmaktadir (Becker ve ark., 1998).

Gram negatif bakterilerin sentezledigi ekzopolisakkaritlere benzeyen

ksantan gamin sentezi, {i¢ boliime ayrilabilir:

1. Basit sekerlerin alimi ve niikleotit tiirevlerine doniistimii

2. lizopentil pirofosfat tasiyiciya bagli pentasakkarit alt iinitelerinin
birlesmesi

3. Tekrarlayan pentasakkarit birimlerinin polimerizasyonu ve polimerin

salgilanmasi.

Bir heteropolisakkarit olan ksantan gam; D-glukoz, D-mannoz ve
Dglukuronik asitten, 2:2:1 molar oranlarinda olusur. Yapisinda olan organik asitler
nedeniyle anyonik bir polisakkarit tipi gdstermektedir. Ana zinciri 1,4-B-D-glukoz
yapisindadir. Ardisik her glukoz birimine C; pozisyonundaki 2 mannoz birimi
arasinda 1 glukuronik asit i¢eren trisakkarit yan zincir baglidir. Glukuronik asit ile
uctaki B-D-mannoz, B-1,4 bagi ile baglanmistir (Wang ve ark., 2017). Ow) ve O
pozisyonunda piriivik asit, uctaki mannoz kalintilarmin yarisina ketal bag ile
eklenmistir. Ugta olmayan mannoza asetat gruplart O pozisyonunda baglidir.
Genel olarak ugtaki mannozlarin %30-40’1nda piriivat bulunurken, i¢ kistmdaki
mannoz birimlerinin %60-70° asetat gruplar igerir (Zamanzadeh ve ark., 2015).
Ksantan gam iiretiminde kullanilan Xanthomonas tiirlerine bagli olarak yan
zincirlere baglanmis pirlivat ve asetat birimleri degisik miktarlarda olabilmektedir.

Ayrica pirlivik asit igerigi fermentasyon kosullarina bagl olarak degisebilmektedir
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(Born ve ark., 2005). Ksantanlarda piriivik asit igerigi en yiiksek olmasi durumunda
en yiiksek viskozite ve termal stabiliteye sahip olur (Saldamli, 2007).

Ksantam gamin molekiil agirlig1 5x103 —1,3x107 Da arasindadir. Ksantanin
molekiiler agirhigini etkileyen en 6nemli faktdr, ksantamin iiretimde kullanilan
fermentasyon kosullarimin degiskenligidir (Sanchez ve ark., 1997; Papagianni ve

ark., 2001).

1.2.2. Ksantan Gamn Fizikokimyasal Ozellikleri

Higroskobik bir iiriin olan ksantan gam; tatsiz ve beyaz-krem rengindedir.
Ksantan gamin nem igerigi ¢evre neminden etkilendigi icin saklanmasi kuru ve
soguk ortamda olmas1 gerekmektedir ve gam %8-15 nem ve %7-12 kil oranlarina
sahiptir (Garcia-Ochoa ve ark., 1999). Polielektrolit 6zellikte olmasi nedeniyle cogu
organik ¢oziicliciide ¢oziinmezken, sicak ve soguk suda ¢oziinebilir.

Ksantan gamin su bazli sistemlerin reolojisini kontrol edebilme yeteneginde
olmasi  endistriyel Onemini  olusturmaktadir.  Diger  hidrokolloidlerle

karsilastirildiginda ksantan gamin 6nemli 6zellikleri sunlardir:

+ lyi termal stabilite ve genis bir pH arali§inda stabilite

*  Tuz gozeltilerinde ¢oziiniir ve stabil olmasi

*  Birgok enzim tarafindan par¢alanmaya kars1 direngli

*  Biopargalanabilir ve ¢evre dostu {iriin olmasi

*  Newtonsal olmayan akis davranisi

»  Diisiik konsantrasyonda yliksek viskozite gosterebilmesi

*  Genis bir shear araliginda yiiksek psodoplastik 6zellik

*  Galaktomannan ile sinerjistik etki gostermesi (Rosalam ve England,

2006; Hublik, 2016).

Viskoz olan ksantan gam diisiik konsantrasyonlarda yiiksek viskozite saglar,

sicak veya soguk suda ¢ozlinebilir. Genis sicaklik ve pH araliginda ¢oziiniirligii
5
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stabildir. Ayrica asidik sistemlerde ¢6ziiniir ve stabildir. 0-100 °C arasinda ¢ozelti
viskozitesi stabildir. Tuz ile uyumu kusursuzdur. Buna ek olarak bircok gida katki
maddesi, tuz, ve diger polisakkaritlerle uyumludur (Kalogiannis ve ark., 2003;
Saldamli, 2007). Ksantan gamin jel formu i¢in %0,2 gibi diisiik konsantrasyon bile
yeterlidir (Christense, 1991).

Ksantan gamin ekonomik agidan ¢ok iyi bir kivam verici ve stabilize edici
ozellikte olmasi, diisiik konsantrasyonlarda yiiksek viskozite gostermesine baglidir.
Ayrica ¢ogu hidrokolloide gore ¢ok daha fazla psddoplastik 6zellige sahiptir.

Ksantanin sulu ¢ozeltilerde, diizensiz yapidan diizenli bir yaprya dontisiimii
yapisaldir. Ksantan gamin psddoplastik davranis ile kivamlastirici 6zellikler
gostermesi onun dallanmis yapisindan kaynaklanmaktadir. Bu 6zellik sayesinde
ksantan gam, genis sicaklik ve pH araliginda ve enzimatik bozulmalara karsi stabilite
yapmaktadir. Boylece ksantan gam, ke¢iboynuzu gam veya guar gam gibi diger
dogal gamlara gore daha iyi 6zellikler sergilemektedir (Kang ve Pettitt, 1993).

Ksantan gam c¢ozeltilerinin 6zelliklerinin degisiklik gdstermesi polimerin
yapisina baglidir. Bu durum gamin davranislarinin molekiiler agirlik, asetat ve
piriivat igeriklerine gore degistigini gdstermektedir (Kang ve Pettitt, 1993). Ksantan
gamin iiretimde kullanilan Xanthomonas tiirleri, proses sartlar1 ve bakteri gelisme
sartlarina gore molekiiler yapisindaki asetik asit ve piriivik asit miktarlari

degismektedir (Cadmus ve ark., 1976; De Vuyst ve Vermeire, 1994).

1.2.3. Ksantan Gamin Kullanim Alanlar

Ksantan gamin gida ve farmasotik uygulamalar igin toksikolojik ve
giivenlik ozellikleri genis Olglide arastirilmistir. Ksantan gam toksik ozellikte
degildir ve gelismeyi inhibe etmez. Alerjiye sebep olmadig bilinmektedir. Deri veya
g0z gibi organlar tahrig etmez ve herhangi bir sekilde kasinmalarina sebep olmaz.
Buna dayanarak ksantan gamin FDA tarafindan spesifik bir limit miktarina

dayanmaksizin gida katki maddesi olarak kullanimi kabul edilmistir. Avrupa Birligi
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1980 yilinda ksantan gami gida emiilsifier/stabilizor olarak E-415 kodu ile kabul
etmistir (Kennedy ve Bradshaw 1984).

Ksantan gamin endiistriyel uygulamalarinin biiyiilk bir boliimii, diisiik
polisakkarit konsantrasyonlarinda, yiiksek viskozitede pseudoplastik soliisyonlar
elde edebilmek icin, ksantan gamin soguk ya da sicak suda ¢6ziinebilme yetenegi
iizerine temel alinmustir (Schroter ve ark., 2001).

Ksantan gamin ticari olarak iiretilen baglica mikrobiyal polisakkarit ¢esidi
olup farkli endiistriyel iiretimlerde uygulama alani bulmasinin sebebi, diisiik
konsantrasyonlarda (% 0,05 -1), genis pH araliginda ve sicaklik stabilitesinde viskoz
cozeltiler olusturan reolojik 6zelliklerinden kaynaklanmaktadir (Rottova ve ark.
2009).

Ksantan gamin dallanma gosteren yapist ve yiiksek molekiiler agirligi bu
reolojik 6zellikleri ortaya ¢ikarmaktadir. Ksantan gam bu 6zellikleri sayesinde yag,
farmasoétik, kozmetik, kagit, boya ve tekstil gibi endiistri alanlarinda genis bir
uygulama alani bulmustur. Bu uygulamalarda ksantan gam baslica, viskozite
kontrolii i¢in ya da bir flokullant olarak, jellestirici ve siispanse edici ajan olarak
kullanilmaktadir (Rottova ve ark. 2009).

Ksantan gam gida endiistrisinde de énemli bir kullanim alanina sahiptir.
Ksantan gamin kullanimi esasen bir stabilize edici, kalinlastirici, jellestirici ve
emiilsifiye edici ajan olarak eklenmektedir. Ayni zamanda ¢ok iyi bir buz kristali
olusumu odnleyici ve bir yapiskan olarak da kullanilabilmektedir (Becker ve ark.
1998).

Ksantan gam iceceklerdeki eterik yaglarin emiilsiyon stabilitesi ve
siispansiyon stabilitesi i¢in gayet uygun oldugu gibi konserveler i¢in de stabilizator
olarak kullanilabilmesinin sebebi de yiiksek termik stabilitesidir. Ksantan gamin
nisasta jellerine ilavesi donma — ¢6ziinme stabilitesini yiikseltmede onemlidir (Belitz
ve Grosch 1992). Sos, surup, ¢ikolata, dondurma, instant gidalar, igecekler, pasta,

krema ve sekerler gibi bircok gida formiilasyonlarinda kullanilmaktadir (Dogan ve



1. GIRIS Cansu KORKMAZ

ark., 2007). Ksantan gam ayrica siiriilebilir peynir liriinleri i¢in de etkili bir stabilize

edici olarak bulunmustur (Abd El- Salam ve ark., 1994).

1.3. Xanthomonas maltophila

Xanthomonas, Pseudomonaceae familyasina  ait  bir  cinstir.
Stenotrophomonas maltophilia, Hugh ve ark. tarafindan 1958'de tanimlanmustir.
Hugh ve Ryschenkow tarafindan (1960-1961) yillarinda Pseudomonas maltophilia
olarak, sonra Xanthomonas maltophilia (1983) ve en son olarak ise
Stenotrophomonas maltophilia olarak isimlendirilmistir (Suilen ve Pittet, 1999).
Stenotrophomonas maltophilia, gram negatif, aerofilik bir basildir. Hareketli, serbest
yasayan, glukoz, maltoz, dekstroz ve ksilozu kullanan, eskiilini hidrolize edebilen ve
katalaz iiretebilen, genellikle oksidaz negatiftir. Uremek icin birgok susu metiyonine
ihtiyag duyar. Identifikasyonda amonyak benzeri koku yaymasi oOnemlidir

(Kandemir, 2007).

1.4. Cahismanin Amaci

Gamlar, bitkisel ve hayvansal kaynaklardan, polisakkaritlerin kimyasal
modifikasyonlarindan ya da mikrobiyal fermantasyon ile elde edilen kompleks
polisakkaritlerdir. Gida endiistrisinde kivam arttirici, emiilgatdr, su baglayici ve
jellestirme ajani olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir.

Yapilan bu ¢alismada izole edilen Xanthomonas maltophila’ dan ksantan
gam iretimi ve bu {retimin optimum kosullarii belirlemeyi amaglanmistir.
Calismadan elde edilen veriler sonucunda iiretilen ksantan gamin, 6zellikleri
agisindan ticari degeri olan trilinler iiretilerek endiistri, gida ve ilag¢ sektoriinde

kullanilmas1 hedeflenmistir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Papoutsopoulou ve ark. (1994), ksantan gam iiretimi i¢in peynir alt1 suyu
kullandiklar1 ¢alismada diisiik verim elde etmislerdir. %50 w/w peynir alt1 suyu
iceren besiyeri ile X. campestris XLM 1521 kullanilarak yapilan fermentasyon
sonunda 1,2 g/100ml gam {iiretimi gergeklestirmislerdir.

Esgalhado ve ark. (1995), X. campestris gelismesi i¢in optimum sicakligin
25-27 °C oldugunu, ksantan gam iiretimi i¢inse optimum sicakligin 25-30 °C
oldugunu belirtmislerdir. Ayrica kiiltiir gelisimi i¢in optimum pH degerinin 6-7.5,
ksantan gam iiretimi i¢in optimum pH degerinin 7-8 oldugunu ortaya koymuslardir.

Xanthomonas campestris ile ksantan gam iiretimi i¢in Rajeshwari ve ark.
(1995), modifiye hurma sekeri ve islenmis misir likdriinde ¢alismislar; karbon ve
hidrojen oranlar1 ile seker konsantrasyonu arttikca verimin de arttigim
bildirmislerdir.

Xanthomonas campestris gelismesi ve ksantan gam {iretimi igin Prell ve ark.
(1995), kiiltivasyon ve farkli azot kaynaklari lizerinde galigmalar ile maksimum iiriin
elde etmislerdir.

Galindo ve Salcedo (1996), ksantan gam fermentasyonu lizerine Tween 40,
Tween 80, Chaps ve Triton X-100 deterjanlarmnin etksini incelemislerdir. Incelenen
tim deterjanlar 24 saatlik kiiltiire eklendiginde, deterjan icermeyen kontrol ile
karsilastirildiginda son ksantan gam konsantrasyonunun arttigi belirlenmistir. Triton
kullanim1 fermentasyon siiresince oksijen konsantrasyonunun ve fermentasyon
brothunun viskozitesinin daha yiiksek olmasina yol agmustir. Bir deterjanin, 6rnegin
Triton X-100’lin az miktarlarda eklenmesi ksantan gam fermentasyon maliyetini
azaltan ve daha yliksek nitelikte bir polimer sentezine izin veren umut verici bir yol
olabilecegi tespit edilmistir.

Garcia-Ochoa ve ark. (1996), Xanthomonas'n nodtr pH'da

kiiltiirlenebilecegini Onermektedir. pH'nin etkileri lizerine yapilan ¢alisma, pH
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kontroliiniin hiicre gelismesini arttirdigi, fakat ksantan gam iiretimine etkisinin
olmadigini géstermistir.

Hiicre gelisimi ve ksantan gam iiretimi tizerine Lo ve ark. (1997), ortamdaki
glukoz/yeast extract oraninin (G/YE) etkilerini calismislardir. Genelde, ksantan gam
iiriinii ve spesifik iiriin orani ortamdaki artan G/YE ile artmis, fakat hiicre miktar1 ve
spesifik gelisme oran1 artan G/YE kadar azalmistir.

Nitschke ve ark. (1997), Xanthomonas campestris izolatlar ile peynir alti
suyundan (hidrolize edilmemis ve filtre edilmemis) laktoz kullanilarak ksantan gam
iirettiklerini, tiretimde %0,5 KoHPO4, %0,01 MgSO4 ve %1 peynir altt suyundan
olusmus besiyerinde 14 g/kg ksantan gam {retimi icin gelistirdiklerini
bildirmislerdir.

Xanthomonas campestris ile kavun, karpuz, kabak ve domatesden olusan
hidrolize edilmis 4 farkli atiktan Moreno ve ark. (1998), ksantan gam {iretimini
karsilastirmiglar, ksantan biyosentezi, kiiltliriin gelisimi, kinetigi ve kimyasal
bilesimini incelemislerdir. Sonug olarak, kavun atiginin ksantan gam tiiretimi ig¢in en
iyi substrat oldugunu bildirmislerdir. Burada tiretilen ksantan gamin ticari bir degeri
oldugunu, hidrolize edilen atik maddelerin ksantan gam iiretimi i¢in iyi bir karbon
kaynagi olabilecegini dnermislerdir.

Xanthomonas campestris NRRL B-1459 ile ksantan gam iiretimi i¢in Yoo
ve Harcum (1999), substrat olarak atik seker pancari pulpunun kullanilabilirligini
incelemislerdir. Fermentasyon sonrasinda seker pancart pulpunun ksantan gam
eldesi icin verimli bir substrat olarak kullanilabilecegi goriilmiistir.

X. campestris’in gelisimi ve ksantan gam tiretimi i¢in Papi ve ark. (1999),
cesitli diliisyonlardaki (%10, 25, 35, 50, 75) seftali brothunu denemislerdir. Bu
diliisyonlar hem islenerek saf hale getirilen hem de islenmemis seftali brothu ile
hazirlanmistir. X. campestris’in gelisimi ve ksantan gam iiretimi igin saf seftali
brothunun ¢ok iyi bir substrat oldugu bulunmustur. En yiiksek ksantan gam verimi

%350’lik saf seftali brothu ile elde edilmistir.

10



2. ONCEKI CALISMALAR Cansu KORKMAZ,

Stredansky ve Conti (1999), islenmis malt, liziim piiresi, elma piiresi,
tarimsal atiklar1 veya triinleri, turuncgil kabugu gibi ¢ok diisiikk maliyetli {iriinleri
iceren Xanthomonas campestris ile ksantan gam Tlretimi iizerine ¢aligmalar
yaptiklarini, iiretimde geleneksel daldirma usiiliinii sectiklerini ve sonugta 32,9-57,1
g/L arasinda ksantan gam iirettiklerini bildirmislerdir.

Liakopoulou-Kyriakides ve ark. (1999), Xanthomonas campestris ile
ksantan gam iiretimi i¢in kestane unu kullandiklarini, kestane ununda veya ¢6ziiniir
sekerde (%33.5) ve nisastada (%53.6), 28°C’de 200 rpm pH 7.0’de {iretimi
gerceklestirdiklerini bildirmislerdir. Ancak ksantan gamin maksimum iiretimi i¢in
600 rpm ve 28°C’de 45 saatte 3.3 g/100 ml oldugunu beyan etmislerdir.

Casas ve ark. (2000), sicaklik, baslangi¢c azot konsantrasyonu ve oksijen
kiitlesi transfer hizinin etkileri iizerine calisma yapmislardir. Baslangi¢ azot
konsantrasyonunun biyokiitle gelisimini, ksantan {iretimini,ksantanin molekiiler
yapisinit ve Ozelliklerini etkiledigini belirtmiglerdir.

Zeytin yagl iiretimi sirasinda Lopez ve ark. (2001), zeytin yag1 atiginin ¢evre
kirliligine sebep oldugunu, bu yiizden Xanthomonas campestris NRRL B1459-
S4141°1 ksantan gam lretimi i¢in substrat olarak kullanmiglar, ksantan gamdan
maksimum iretim i¢in %30-40 atik konsantrasyonunda 4,4 g/L iriin olustugunu
tespit etmislerdir. Uriinde, tuz veya nitrojen ilavesinde énemli bir miktarda artis
oldugu maksimum 7,7 g/L‘ye ¢iktigini bildirmislerdir. Dengeli bir sekilde tuz ve
nitrojen kullanilmasi sonucunda hem ¢evre kirliligi sorununun yok edilebilecegini
hem de diisiik maliyetli ksantan gam {iiretimi gerceklestirilebilecegini tavsiye
etmislerdir.

Geleneksel yolla 18 yeni tiirde biyopolimer sentezini Moreira ve ark. (2001),
kromotografik modelini ve viskoziteyi Xanthomonas campestris ile analiz ettiklerini
bildirmislerdir. Biitiin biyopolimerlerin pseudoplastik davranisa sahip olduklarini,
sicaklik arttisinda 3 farkli viskozite modeli gosterdigini, viskozitesi artan
polimerlerin yliksek mannoz konsantrasyonuna sahip oldugunu beyan etmislerdir.

Sicakligin artis ile viskozite de kiiciik bir artis oldugunu bildirmislerdir. Uriin de 24
11
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saatte viskozite gosterdigini fakat en yiikksek 72 saatte oldugunu belirtmislerdir.
Ayrica farkh tiirlerden elde edilen biyopolimerlerin %3 (w/w) oranindaki sulu
¢ozeltilerinin viskozitelerini ve ticari ksantanin viskozitelerini 6, 12, 30 ve 60 rpm’de
ve 25, 45 ve 65°C’de Brookfield tipi viskozimetre ile dlgmiislerdir. Bu sonuglara
gore devir sayisinin atmasi ile dl¢iilen viskozite degerinde bir azalma olmustur. Baz1
tiirlerden elde edilen polimerin viskozitelerinde sicakligin artmasi ile viskozite
degerinde azalma, bazi tiirlerden elde edilen polimerin viskozitelerinde ise sicakligin
artmast ile viskozite degerinde artma olmustur. En yiiksek viskozite degeri 25°C’de
26.000 mPas ve 65°C’de 27.000 mPas olarak belirlenmistir.

Letisse ve ark. (2001), ksantan gam iiretimi i¢in Xanthomonas campestris
ATCC 13951 ile bir kesikli fermentasyon stratejisi gelistirmisledir. Temel ortam
bilesenlerinin tiimii baglangigta saglanmistir. Tek seker kaynagi olarak sukroz
kullanilmigtir.  Ardisik olarak tliketilen azot kaynaklarinin, (soya fasulyesi
hidrolizatlari, amonyum ve nitrat tuzlari) ortamin optimizasyonunu daha fazla
kolaylastirdigi goriilmiistiir. Bu c¢alismada ksantan sakizinin siikrozdan yeterli
miktarda tiretilebilecegi goriilmiistiir. Fermantasyon siiresince miimkiin oldugu
kadar az ilave yapilmasi ve ayni zamanda Uriin degerlerine karst ekonomik
onceliklerin gdz Oniinde tutulmasi gerektigi vurgulamislardir.

Saied ve ark. (2002), ksantan gam iretim fermentasyon besiyerinde
ekonomik azot kaynagi olarak inorganik amonyum nitrat (11,19 gL-1) kullanimim
tavsiye etmislerdir.

Padilha (2003), X. pv. manihotis 289 ve X. campestris pv. campestris CA110
kullanarak ksantan gam {retim verimlerini sirasiyla 7,9 ve 6,8 g/L olarak
belirlemislerdir.

Kalogiannis ve ark. (2003), karbon kaynag1 olarak seker pancar1 melasinin
kullanildigr KoHPO4, maya ekstrakti, triton 80 ile desteklenmis besiyerinde X.
campestris ATCC 1395 ile ksantan gam {iretimi gerceklestirmislerdir. Besin

ortamma K,HPOs ilavesi gam iiretimine onemli bir pozitif etki gdstermis ve
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2. ONCEKI CALISMALAR Cansu KORKMAZ,

maksimum verim 175 g/L melas ve 4 g/ K2HPO4 varliginda notr pH ‘da 24 saat
sonunda 53 g/L olarak bulunmustur.

Manyok  kiispesi  hidrolizatindan = Xanthomonas  campestris  ile
Woiciechowski ve ark. (2004), farkli azot kaynaklari kullanarak ksantan gam tiretimi
gerceklestirmislerdir. Manyok kiispe baslangi¢ konsantrasyonu yaklasik 20 glukoz/L
olan besiyerinin ksantan gam {iretimi i¢in en iyi substrat konsantrasyonu oldugu
belirlenmistir. Potasyum nitrat destekli besiyeri ile 72 saat fermentasyon sonundaki
gam verimi 14 g/L olarak belirlenmistir.

Arict ve ark. (2006), peyniralti suyu tozu kullanarak X. campestris
fermentasyonu ile ksantan gam iiretmeye calismislar, ancak diisiik verim almislardir.
Diisiik  verimi, kullanilan bakterinin laktozu yeterince kullanamamasina
baglamislardir.

Rottava ve ark . (2009), 10 farkli Xanthomonas tiri ile ksantan gam iiretimi
gergeklestirmisler ve en iyi verimi sirasiyla X. campestris pv. campestris 1078 (9,67
g/L), X. campestris pv. campestris 254 (9.49 g/L) ve Xanthomonas campestris pv.
mangiferaeindicae 1230 (8.93 g/L) ile elde etmislerdir. X. campestris pv.
magniferaeindicae kullanilarak elde edilen gamlar en iyi viskoziteyi saglamigtir.

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

Peyniraltt suyunu substrat olarak kullanan Silva ve ark. (2009), besin
ortaminin % 0,1 (w/v) MgSO4x 7TH20 ve % 2 (w/v) KoHPOy ile desteklenmesi ile
72 saat sonunda maksimum verim 25 g/L olarak tespit etmislerdir.

Moosavi ve Karbassi (2010), karbon kaynagi olarak seker pancar1 melasi
kullanarak farkli Xanthomonas tiirleri ile ksantan gam {iretimi olanaklarini aragtirmis
ve seker pancar1 melas1 bazli 50g/kg sakkaroz konsantrasyonundaki besiyerinde

Xanthomonas campestris pv. campestris bakterisi kullanarak en yiiksek gam
13
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verimini (19.8 g/L) elde etmiglerdir. Farkli izolatlardan elde edilen gamlar ve ticari
gam kullanilarak hazirlanan mayonez 6rneklerin viskoziteleri karsilagtirilmiglar ve
farklilik tespit etmemislerdir.

Demirci (2010), ¢aligmasinda 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 {lretimi gergeklestirmis ve en yiiksek ortalama verimleri sirasiyla 21,87, 17,10,
5,60 gl-lolarak belirlemistir. Elde ettigi ksantan gamlari mayonez yapiminda
kullanmistir. Ticari ve piring kepeginden {iretilen gamlar kullanilarak yapilan
mayonezlerin viskozite dl¢limlerinde en yiliksek degerler % 1 oraninda gam ilave
edilmis mayonezlerde ticari gam igin 4640 mPas, X. campestris NRRL B-1459 i¢in
3020 mPas ve X. campestris pv. campestris i¢in 3120 mPas olarak belirlemistir.

14



3. MATERYAL VE METOD Cansu KORKMAZ

3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

Bu aragtirmada Cukurova Universitesi Kampiisii’nden almms topraktan
izole edilen mikroorganizmalar kullanilmistir. Mikroorganizmanin izolasyonu,
iiretici susun saptanmasi ve iiretim optimizasyonu amacityla Biyoloji Bolimii
Bakteriyoloji Laboratuvari’nda bulunan cesitli kimyasallar, besiyerleri, etiiv,
manyetik karistirici, pH metre (Elektro-Mag), santrifiij, otoklav, hassas terazi, su

Banyosu, inkiibatdr gibi cihaz ve ekipman kullanilmustir.

3.1.1. Kullanilan Besiyerleri

3.1.1.1. XMSM (Xanthomonas maltophila Selective Medium) Agar Besiyeri
Imipenem antibiyotigi iceren XMSM Agar besiyeri alinan toprak

orneklerinden  Xanthomonas cinsi mikroorganizmalar1 izole etmek amaciyla

kullanilmigtir (Niknezhad ve ark., 2014).

Cizelge 3.1. XMSM Agar Besiyeri
Besiyeri bilesimi g/L

Maltoz 10
KCI 1
MgSOa4 0,5
NH4ClI 0,5
Maya Ozt 5
Agar 12

Brom-timol mavisi 0,16 (mgQ)

imipenem 0,06

Hazirlanan besiyeri kullanilmadan oOnce otoklavda 121°C’de 1.2 atm

basingta 15 dakika steril edilmistir.
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3.1.1.2. Glucose Yeast Extract Agar
Izole edilen bakterilerin stok Kkiiltiirlerini yapmak igin kullamilmistir.
Izolatlar besiyerinde 4°C’de saklanmis, 3 haftada bir tazelenmistir (Gumus ve

ark.2010).

Cizelge 3.2. Glucose Yeast Extract Agar

Besiyeri bilesimi g/L
Glukoz 20
CaCOs3 10
Maya Eksrati 20
Agar 14

Hazirlanan besiyeri kullanilmadan once otoklavda 121°C’de 1.2 atm

basingta 15 dakika steril edilmistir.

3.1.1.3. Yeast Extract Malt Liquid Medium(YM)
Stok kiiltiirii yapilan mikroorganizmalarin canlandirilmasinda ve iiretim

ortamina hazirlanmasinda kullanilmistir (Gumus ve ark., 2010).

Cizelge 3.3. Yeast Extract Malt Liquid Medium (YM)
Besiyeri bilesimi  g/L

Glukoz 20
Malt ekstrati 3
Maya ekstrati

w

pepton

Hazirlanan besiyeri kullanilmadan oOnce otoklavda 121°C’de 1.2 atm

basingta 15 dakika steril edilmistir.

16
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3.1.1.4. Fermentation Medium
Ksantan gam iiretim amaciyla kullanilan besiyerinin igerigi asagidaki

cizelgede verilmistir (Gumus ve ark., 2010).

Cizelge 3.4. Fermentation Medium

Besiyeri bilesimi g/L
Glukoz 40
FeCls.6H20 0,02
HsBOs3 0,006
KH2PO4 2,5
MgClz 0,5
CaCOs 0,02
Sitrik asit 2,1
ZnO 0,006

3.1.1.5. Kullanilan Toprak Ornekleri
Tez calismasinda kullanilacak mikroorganizmalar1 izole etmek amaciyla
Cukurova Universitesi kampiisiiniin farkli bolgelerindeki Brassicaceae familyasina

ait bitki rizosferinden alinmustir.

3.1.1.6. Kullanmilan Cézelti ve Kimyasallar
Uretilen gamu saflastirmak amactyla CaCl, ve izopropil alkol kullanilmistir.
[zolasyon ortamma eklemek igin ticari olarak satilan imipenem antibiyotigi

kullanilmastir.

3.2. Metod
3.2.1. Xanthomonas Bakterilerinin izolasyonu

Mikroorganizma izole etmek iizere alinan toprak ornekleriden 1 gr tartilarak
9 ml steril serum fizyolojik igerisinde vorteks ile 30 dakika homojenize edilmistir.

Homojenizasyon sonunda her bir Ornekten 3 paralel olacak sekilde yayma
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yontemiyle 100.000 IU/L konsantrasyonda Imipenem iceren XMSM Agar’a ekim
yapilarak 30°C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Tek diisen koloniler Glucose Yeast
Extract Agar’a ¢izgi yontemiyle ekilmis 30°C* de 24 saat inkiibasyondan sonra

buzdolabinda (+4 ‘C)’ de saklanmustir (Juhnke ve Dves Jardin, 1989).

3.2.2. Kat1 Besi Yerinde Xanthomonas Tiirlerinin Tespiti

XMSM Agar’ da iireyen tek kolonilerin iizerine brom timol mavisi
damlatilmis, sar1 renk veren ve morfolojik olarak Xanthomonas oldugu diisiiniilen
koloniler segilmistir. Segilen mikroorganizmalarin gram boyamasi yapilmis ve gram
negatif suslar belirlenmistir. Gram negatif suglara katalaz ve oksidaz testleri
uygulanarak katalaz pozitif, oksidaz negatif ¢ikan suslar molekiiler tan1 yontemiyle

tanimlanmigtir (Gumus ve ark., 2010).

3.2.3. Xanthomonas Tiirlerinin Molekiiler Tam Yontemiyle Tamimlanmasi
Tamimlanmak iizere segilen mikroorganizmalarin DNA izolasyonu
gergeklestirilmistir. Daha sonra 27F/519R Ribozamal DNA primerleri kullanilarak
PCR yapilmigtir. PCR {iriinlerinin sekansi hizmet alimiyla gergeklestirilmistir.
Sekans sonuglarmin  NCBI web sitesi iizerinden BLAST’1 ile mikroorganizma

tiirliniin % olarak eslesmesi belirlenmistir.

3.2.4. Siv1 Besiyerinde Xanthomonas Tiirlerinin Uretilmesi

Stok kiiltliri yapilan bakteriler Yeast Extract Malt Liquid Medium’ da
30°C’de 48 saat 150-200 rpm ¢alkalamali inkiibatorde inkiibe edilerek
canlandirilmistir. inkiibasyondan sonra 10 ml aymi besiyeri ortami igeren tiiplere her
ornekten agilanmig ve 30°C’de 24 saat 150-200 rpm orbital inkiibatorde inkiibe
edilmistir (Gumus ve ark., 2010).
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3.2.5. Xanthomonas maltophilia’dan Gam Uretimi

Yeast Extract Malt Liquid Medium’da canlandirilan ve iiretim ortamina
adapte edilen mikroorganizmalar pH 7.0’ da gam firetim besiyerine alinmig; 500
mL’lik erlenlerde 100 mL hacimde 30°C’de 200 rpm’de 72 saat inkiibe edilmistir
(Gumus ve ark., 2010).

3.2.6. Ksantan Gamin Saflastirilmasi

Ksantan gam iiretimi i¢in inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra bakteri
kiiltiirii 10.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmis, silipernatant temiz bir tiipe
aktarilmistir. Siipernatant iizerine v/2v olacak sekilde % 0.1 lik CaCl, igerikli
izopropil alkol ¢ozeltisi eklenmistir. 8000 rpm’ de 5 dakika santrifiij isleminden
sonra siipernatant dokiilmiis, pellet kisminda kalan gam kurutmaya alinmistir.
Kurutma iglemi pastor firmninda daha dnce daras1 alinmus petri kurulari iginde 50 °C
sicaklikta 48 saat boyunca gerceklestirilmistir. Kurutma islemi bittikten sonra
iiretilen gamin miktar1 hassas terazide 6l¢iim yapilarak gram olarak belirlenmistir

(Gumus ve ark., 2010).

3.2.7. Xanthomonas maltophilia’ dan Ksantan Gam Uretiminde Optimum
Inokulum Miktarimin Belirlenmesi

Ksantan gam iiretimde optimum inokulum miktarinin belirlenmesi igin
oncelikle 4.2 nolu izolat Yeast Extract Malt Liquid Medium (YM) besiyerinde
tirertilmistir. Uretim sonrasinda 50 mL’lik Fermentation Medium besiyerlerine %1,
5 ve 10 oranlarinda inokulum yapilarak 30°C, pH 6.9 ve 200 rpm calkalama hizinda
iiretim yapilmustir. Uretilen gam miktar1 standart yontemle belirlenmistir (Gumus ve

ark., 2010).
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3.2.8. Xanthomonas maltophilia’ dan Ksantan Gam Uretiminde Optimum
Sicakhigin Belirlenmesi

Ksantan gam iiretiminde optimum iiretim sicakligini belirlemek amaciyla,
gam iiretim besiyerinin baslangi¢c pH’s1 7.0 olan, birbirine paralel {iretim ortamlari
hazirlanmistir. Orbital karistiricida 25, 30 ve 35 °C sicakliklarda 72 saat iiretim
gerceklestirilmistir. inkiibasyon sonrasinda iiretilen gam miktar1 standart yontemle

belirlenmistir (Gumus ve ark., 2010).

3.2.9. Xanthomonas maltophilia’ dan Ksantan Gam Uretiminde Optimum pH
Degerinin Belirlenmesi

Ksantan gam iiretiminde optimum pH’1 belirlemek i¢in pH 6.8, 6.9 ve 7 ‘de
farkli pH’ larda gam iiretim ortami hazirlanmis, 4.2 nolu izolat 10 mL Yeast Extract
Malt Liquid Medium’ da fiiretilerek bu farkli pH’lardaki iiretim besiyerlerine (50
mL) inokiile edilmigtir. 30°C’de ¢alkalayici inkiibatorde (200 rpm/dk) 72 saat
iiretilmistir. Uretilen gam miktar1 standart yontemle belirlenmistir (Gumus ve ark.,

2010).

3.2.10. Xanthomonas maltophilia’ dan Ksantan Gam Uretiminde Optimum
Calkalama Hizinin Etkisinin Belirlenmesi

Ksantan gam iiretimi iizerine ¢alkalama hizinin etkisini belirlemek amaciyla
100,150 ve 200 rpm ¢alkamlama hizlarinda {iretim yapilmistir. Bu amagla sadece
calkalama hiz1 agisindan farklilik gdsteren gam tiretim ortamlar1 hazirlanmis, aym
kiiltiirden egit miktarda inokiilasyon gerceklestirilmistir. Uretim 72 saat boyunca pH
6.9 da 30°C’de, 100, 150 ve 200 rpm’ de gerceklestirilmistir. Inkiibasyon sonunda

iiretilen gam miktarlan standart yontemle belirlenmistir
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3.2.11. Xanthomonas maltophilia’dan Ksantan Gam Uretiminde Inkiibasyon
Siiresinin Belirlenmesi

Ksantan gam iiretiminde 4.2 nolu izolat kullanilmis temel gam iiretim
ortaminda 30°C ve 200 rpm’de 72 saat boyunca iiretim gerceklestirilmistir. 24., 48.
ve 72. saatlerde 6rnek alinmis; ksantam gam miktarlar1 g/ml olarak belirlenmistir

(Gumus ve ark., 2010).

3.2.12. Xanthomonas maltophilia’ dan Ksantan Gam Uretimine Karbon
Kaynaginin Etkisinin Belirlenmesi

Ksantan gam {iretimi iizerine karbon kaynaginin etkisini belirlemek
amaciyla glukoz, siikroz ve maltoz kullanilmistir. Bu amagla sadece karbon kaynagi
acisindan farklilik gosteren gam iiretim ortamlar1 hazirlanmis, ayni kiiltiirden esit
miktarda inokiilasyon gerceklestirilmistir. Uretim 72 saat boyunca pH 6.9 da
30°C’de 200 rpm’ de gerceklestirilmistir. Inkiibasyon sonunda iiretilen gam
miktarlar standart yontemle belirlenmistir. Uretim besiyeri ortamina glikoz yerine;
SM40-maltoz, melas, maltoz-fruktoz, SM40-maltoz ve fruktoz-glikoz karisimlar
iceren birbirine paralel ortamlarda gam iiretimi gerceklestirilmistir.Inkiibasyon

sonunda iiretilen gam miktarlari standart yontemle belirlenmistir.

3.2.13. Xanthomonas maltophilia’ dan Ksantan Gam Uretimine Azot
Kaynaginin Etkisinin Belirlenmesi

Ksantan gam iiretimi {izerine azot kullaniminin etkisini belirlemek amaciyla
azot bakimindan zengin oldugu bilinen misir maserasyon sivisi kullanilmistir. Bu
amagla Fermentation Medium besiyerine %0.1, 0.2, 0.25, 0.5 konsantrasyonlarinda
misir maserasyon sivisi eklenmis ve gam iiretim ortamlari hazirlanmistir. Ayni
kiiltiirden esit miktarda inokiilasyon gergeklestirilmistir. Uretim 72 saat boyunca pH
6.9 da 30°C’de 200 rpm’ de gergeklestirilmistir. Inkiibasyon sonunda iiretilen gam

miktarlan standart yontemle belirlenmistir.
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3.2.14. Xanthomonas Tiirlerinin Yap1 Tayini Analizleri

Xanthan gam molekdilii bir polisakkarittir (Sekil 4.17) ve molekiil piriivat
ve asetat gruplarindaki alifatik metil (-CH3) gruplan ile seker kisimda bulunan
protonlardan (H) olusmaktadir. Molekiildeki fonksiyonel gruplari ve bu gruplardaki
protonlari belirlemek i¢in 6rnege FT-IR ve NMR analizi gergeklestirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Kat1 Besi Yerinde Xanthomonas Tiirlerinin Tespiti
Xanthomonas sp. tlirlerini tespit ertmek amaciyla XMSM Agar’da iireyen
tek kolonilerin {izerine brom timol mavisi damlatilmis, sar1 renk veren (Sekil 4.1) ve

morfolojik olarak Xanthomonas sp. oldugu diisiiniilen koloniler secilmistir.

Sekil 4.1. Brom Timol Mavisi Damlatilmig imipenemli Besiyeri

Secilmis olan Xanthomonas sp. suslarina katalaz ve oksidaz testleri
uygulanmis, oksidaz negatif (Sekil 4.2 (b)) ve katalaz pozitif (Sekil 4.3) ¢ikan suglar

molekiiler tan1 yontemiyle tanimlanmustir.
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@ )
Sekil 4.2. (a) Oksidaz (+) Sekil 4.2. (b) Oksidaz (-)

Sekil 4.3. Katalaz (+)

4.2. Toprak Orneklerinden Xanthomonas sp. Suslarinin izolasyonu ve
Tamimlanmasi

Yapilan bu ¢alismada Cukurova Universitesi Kampiisii’'nden alinan toprak
orneklerinden izole edilen bakteriler arasindan Xanthomonas oldugu diisiiniilen 10
izolat iiretim i¢in secilmistir. Bunlardan en aktif olan 2 sus molekiiler tan1 yontemi
ile Xanthomas maltophila olarak tanimlanmistir. Cizelge 4.1°de Xanthomas

maltophila olarak tanilanan suglarin NCBI iizerinden gerceklestirilem BLAST
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sonugclar verilmistir. Izole edilen mikroorganizmalar Glucose Yeast Extract Agar
ortaminda ¢izgi ekim seklinde tiretildikten sonra yapilacak analizlerde kullanilmak
tizere stok kiiltiir seklinde +4°C’de saklanmiglardir.

Ksantan gam iretiminde en 1iyi sonu¢ veren 4.2 nolu izolat;
AccessionNR_040804.1 olan Stenotrophomonas maltophilia ATCC 19861 ile
%98.57 benzerlik gostermistir.

Pastor firninda 50 °C de 48 saat kurutma isleminden sonra kurumus gam

goriintiileri (Sekil 4.4.) asagidaki gibidir.

Sekil 4.4. 4.2 Susundan Elde Edilen Kurutulmus Gam Goriintiisii

4.3. Xanthomonas maltophilia’dan Gam Uretiminde Optimum inokulum
Miktarinin Belirlenmesi

Ksantam gam {iiretiminde optimum inokulum miktar1 Yeast Extract Malt
Liquid Medium (YM) besiyerinde iiretilen 4.2 nolu izolatm 50 ml’lik Fermation
Medium besiyerlerine %1, 5 ve 10 oranlarinda inokiilasyon yapilmistir. Ksantan
gam iretimi sonrasinda standart Olciimler yapilmig; %1, 5 ve 10 inokulum
miktarlarinda sirastyla 1.8, 3.3 ve 5.1 g/L olarak belirlenmistir. Optimum inokulum
miktarinin %10 olarak tespit edilmesi ile bu asamadan sonraki optimum

parametrelerde %10 inokulum yapilmusgtir.
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Sekil 4.5. Gam Uretimine Inokulum Miktarinin Etkisi

4.4. Xanthomonas maltophilia’dan Ksantan Gam Uretiminde Optimum Sicakhk

Uretim sartlarinda optimum sicaklifin belirlenmesi igin baslangic pH’1
7.0 olan ksantan gam iiretim besiyerleri hazirlanmistir. Uretim 72 saat boyunca
ayni kosullarda 25, 30 ve 35 °C sicakliklarda gergeklestirilmistir. Ksantan gam
iretim miktarlar1 25, 30 ve 35 °C’ de swrasiyla 12.7, 21.3 ve 6.1 g/L. olarak
bulunmustur. En yiiksek gam f{retimi 30 °C’lik {retimde (Sekil 4.8)

belirlenmistir.
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Sekil 4.6. Gam Uretiminde Sicakligin Etkisi

Cadmus ve ark. (1978), yiiksek kiiltiir sicakliginin ksantan gam iiretimini
arttirdigini, ancak piirivat i¢erigini azalttig1 sonucuna varmislardir.

Garcia-Ochoa ve ark. (1992), ksantan gam iiretim besiyeri i¢in optimum
sicakligin 28 °C oldugunu gostermislerdir.

Esgalhad ve ark. (1995), X. campestris gelismesi icin optimum
sicakligin 25-27 °C oldugunu, ksantan gam tiiretimi iginse optimum sicakligin
25-30 °C oldugunu belirtmislerdir.

Yapilan literatiir arastirmalarina gore Xanthomonas sp.’ den ksantan
gam lretiminde optimum sicaklik 28-30 °C araliginda oldugu ortaya konmustur.
Bu ¢alismada optimum sicakligin 30 °C’ de olmasi literatiir ile paralel oldugu

belirlenmistir.

4.5. Xanthomonas maltophilia’dan Gam Uretiminde Optimum pH Belirlenmesi
Uretim sartlarinda optimum pH’1n belirlenmesi i¢in pH 6.8, 6.9 ve 7.0

olan gam iiretim besiyerleri hazirlanmistir. Bu besiyerlerine inokiilasyon islemi
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gerceklestirildikten sonra optimum sicaklik olan 30°C’ de 72 saat boyunca
iiretim 200 rpm’ de {iretim ger¢eklestirilmistir. Ksantan gam {iretimi pH 6.8, 6.9

ve 7.0°de sirasiyla 3.3, 8.3, 1.2 g/L olarak hesaplanmis; optimum pH 6.9 olarak

belirlenmistir.
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Sekil 4.7. Gam Uretiminde pH'in Etkisi

Borges ve ark. (2008), yaptiklar1 ¢aligmada ksantan gam {iretimi sirasinda,
ksantan gamda bulunan asit gruplar sebebiyle pH nétral degerden 5 degerine dogru
azaldigin belirtmislerdir.

Esgalhado ve ark. (1995), kiiltiir gelisimi i¢in optimum pH degerinin 6-7.5,
ksantan gam {iretimi i¢in optimum pH degerinin 7—8 oldugunu ortaya koymusglardir.

Garcia-Ochoa ve ark. (1996), Xanthomonas'm notr pH'da
kiiltiirlenebilecegini onermektedir. pH'nin etkileri {izerine yapilan c¢aligmada, pH
kontroliiniin hiicre gelismesini arttirdigi, fakat ksantan gam iiretimine etkisinin
olmadigin tespit etmislerdir.

Ksantan gam {iretiminde optimum pH 6.9 olmasi literatiire uygun oldugu

gosterilmistir.
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4.6. Xanthomonas maltophilia Gam Uretiminde Calkalama Hizinin Etkisi
Ksantan gam iiretimine en uygun rpm degerinin belirlenmesi i¢in kullanilan
100, 150 ve 200 rpm igeren iretim ortamlarinda optimum pH 6.9 ve optimum
sicaklik 30°C” de 72 saat boyunca iiretim gerceklestirilmistir. inkiibasyon siiresi
sonunda ksantan gam miktarlar1 belirlenmistir. Uretilen ksantan gam miktarlar1 100,
150 ve 200 rpm calkalama hizlarinda sirasiyla 3.5, 6.3, 1.4 g/L tartilmistir. Sonuglara
bakildiginda ideal ¢alkalama hizinin literatiire uygun olarak 150 rpm oldugu

belirlenmistir.

6,3

w

N

Ksantan gam Uretim miktari (g/L)

o =

100 150 200
Calkalama hizi (rpm)

Sekil 4.8. Gam Uretimine Calkalama Hizinin Etkisi

Amanullah ve ark. (1998), ¢alkalama hizinin ksantan iiretimi {izerinde
zamandan daha fazla olumlu etkiye sahip oldugunu; 100 rpm'de 50 saat
fermentasyonda daha yiiksek {iretim elde ettiklerini belirtmiglerdir.

Peters ve ark. (1989), yaptiklar1 ¢alismada c¢alkalama hizinin arttikga

ksantan gam {iretiminde yiiksek verim oldugunu ortaya koymuslardir.
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Cacik ve ark. (2001), maksimum ksantan gam iiretiminde ¢alkalama hizinin

etkisi lizerine yaptiklar1 ¢alismada 600 rpm’ de oldugunu gézlemlerdir.

4.7. Xanthomonas maltophilia’dan Ksantan Gam Uretiminde Inkiibasyon
Siiresinin Belirlenmesi

Bu agamada gam iireten 4.2 nolu izolat gam iiretim ortaminda 72 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresince 24., 48. ve 72. saatlerde drnek almarak kurutma
isleminden sonra tartilmig, ksantam gam g/L cinsinden degerlendirilmistir.Ksantan
gam tlretimi 24., 48. ve 72. saatlerde sirasiyla 40, 17 ve 0.3 g/L elde edilmistir.
Ksantan gam {iretimleri karsilastirildiginda en fazla {iretim miktar1 24. saat (Sekil

4.9.) olarak belirlenmistir.

4.2 nolu izolat

45
40
35
30
25
20 17
15
10

40

Ksantan gam tretim miktari (g/L)
L

24 48 72

inkiibasyon siiresi (h)

Sekil 4.9. Gam Uretimine Inkiibasyon Siiresinin Etkisi

Mesomo ve ark. (2009), X. campestris pv. mangiferaeindicae IBSBF 1230

ile peynir alt1 suyu kullanarak ksantan gam fiiretimi ve fermentasyon sartlarinin
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optimizasyonu tizerinde ¢aligmiglar; en yiliksek verimi 72 saat sonunda 36 g/L. olarak

belirlemislerdir.

4.8. Xanthomonas maltophilia’dan Gam Uretimine Karbon Kaynaginin Etkisi

Ksantan gam iiretimine en uygun karbon kaynaginin belirlenmesi i¢in
kullanilan ticari karbon kaynaklar1 olan glukoz, maltoz ve sukroz ve atik karbon
kaynagi olarak SM40-maltoz, maltoz-fruktoz, SM40-maltoz ve fruktoz-glikoz
karisimlar1 ile melas igeren iiretim ortamlarinda optimum pH 6.9 ve optimum
sicaklik 30°C* de 72 saat boyunca 200 rpm’ de iiretim gerceklestirilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda gam miktarlar1 belirlenmistir. Sonuglara
bakildiginda ideal karbon kaynaginin literatiire uygun olarak maltoz oldugu

belirlenmistir.

Cizelge 4.1. Farkli Karbon Kaynaklarindan Uretilen Gam Miktarlar

Karbon kaynaklari Ksantam gam Uretim mikrari (g/L)
Glikoz 2.2

Maltoz 54.4

Sikroz 1.5

Dext./Maltoz 5.7

Melas 3.8

Maltoz/Fruktoz 12.3

SM40/Maltoz 38.5

Fruktoz/Glukoz 16.2
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Sekil 4.10. Gam Uretiminde Karbon Kaynaklarinin Etkisi

El-Saied ve ark. (2002), ksantan gam liretim ¢aligmalarinda X. campestris
NRRL-B 1459 ile karbon kaynagi olarak; fruktoz, mannoz, galaktoz, arabinoz,
laktoz maltoz, sukroz, rafinoz , nigasta, %2 ve %4 oranlarinda glukoz kullanarak
erlende 30°C 200 rpm 72 saatte ksantan gam verimini arastirmislardir. Calismada
%4 karbon kaynag1 olarak kullanildiginda sirasiyla verimler 14.3 g/L ve 13.15 g/L
olarak ,% 2 karbon kaynag olarak kullanildiginda ise en yiiksek verimin 11.99 g/L
ile sukroz ve 10.8 g/L ile glukoz olarak bulundugunu belirtmislerdir.

Xanthomonas campestris ile kavun, karpuz, kabak ve domatesden olusan
hidrolize edilmis 4 farkli atiktan Moreno ve ark. (1998), ksantan gam {iretimini
karsilastirmiglar, ksantan biyosentezi, kiiltlirlin gelisimi, kinetigi ve kimyasal
bilesimini incelemislerdir. Sonugta; kavun atiginin ksantan gam iiretimi i¢in en iyi
substrat oldugunu bildirmislerdir. Burada iiretilen ksantan gamin ticari bir degeri
oldugunu, hidrolize edilen atik maddelerin ksantan gam iiretimi i¢in iyi bir karbon

kaynagi olabilecegini dnermislerdir.
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Xanthomonas campestris ile ksantan gam iiretimi i¢in Rajeshwari ve ark.
(1995), modifiye hurma sekeri ve islenmis musir likoriinde ¢aligmislar, karbon ve
hidrojen oranlar1 ile seker konsantrasyonu arttikca verimin de arttigim

bildirmislerdir.

4.9. Xanthomonas maltophilia’dan Gam Uretimine Azot Kaynagimin Etkisi
Ksantan gam iiretiminde azot kaynagi kullaniminin gam iiretimine
etkisini belirlemek amaciyla Fermantation Medium besiyeri gam {iretim
ortamina misir masarasyon sivisi eklenmistir. Bu besiyerine %2, 5, 10 ve 25
arasinda degisen konsatrasyonlarda misir masarasyon sivist eklenmis ve
birbirine paralel liretim ortamlar1 hazirlanmistir. Gam iiretimi optimum pH 6.9
ve optimum sicaklik 30°C’ de 72 saat boyunca 200 rpm’ de gerg¢eklestirilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda gam miktarlar1 belirlenmistir. Belirlenen gam
miktarlar1 ylizde cinsinden kiyaslanmistir. Sonuglara bakildiginda %25 oraninda
masarasyon sivist iceren lretim ortaminda en yiliksek verim alinmis, %2
oraninda masarasyon sivisi igeren ortamda en diisiik verim elde edilmistir.

Bulgular asagida verilmistir.
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Sekil 4.11. Xanthomonas maltophilia’dan Gam Uretimine Azot Kaynaginin Etkisi

Xanthomonas campestris ‘in gelismesi ve ksantan gam iiretimi i¢in Prell ve
ark. (1995), kiiltivasyon ve farkli azot kaynaklari {izerinde ¢alismalar ile maksimum
iirlin elde etmislerdir.

Manyok  kiispesi  hidrolizatindan ~ Xanthomonas  campestris ile

Woiciechowski ve ark. (2004), farkli azot kaynaklar1 kullanarak ksantan gam tiretimi
gerceklestirmislerdir. Manyok kiispe baslangi¢ konsantrasyonu yaklasik 20 glukoz/L
olan besiyerinin ksantan gam {iretimi i¢in en iyi substrat konsantrasyonu oldugu
belirlenmistir. Potasyum nitrat destekli besiyeri ile 72 saat fermantasyon sonundaki
gam verimi 14 g/L olarak belirlenmistir.
Garcia-Ochoa ve ark. (2000), iirettikleri ksantantan gama sicaklik, baglangi¢c azot
konsantrasyonu ve oksijen Kkiitlesi transfer hizinin etkileri iizerine c¢aligsma
yapmislardir. Baslangi¢ azot konsantrasyonunun biyokiitle gelisimini, ksantan
iiretimini, ksantanin molekiiler yapisini ve 6zelliklerini etkiledigini belirtmislerdir.

Kennedy ve ark. (1982), yaptiklari caligmada azot konsantrasyonu arttiginda

piirivilasyon derecesinin arttigini tespit etmislerdir.
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Souw ve Demain (1979), ksantan gam {iretiminde en iyi azot kaynagmnin 15
mM konsantrasyondaki glutamat oldugunu belirtmislerdir.

Saied ve ark. (2002), ksantan gam iiretim fermentasyon besiyerinde
ekonomik azot kaynagi olarak inorganik amonyum nitrat (11.19 gL-1) kullanimim

tavsiye etmislerdir.

4.10. Xanthomonas Tiirlerinin Yap1 Tayini Analizleri Sonuclar:

Sekil 4.12’de goriildiigii iizere Xanthan gam molekiilii bir polisakkarittir ve
molekiil pirlivat ve asetat gruplarindaki alifatik metil (-CH3) gruplarn ile seker
kisimda bulunan protonlardan (H) olusmaktadir. Molekiildeki fonksiyonel gruplari
ve bu gruplardaki protonlar1 belirlemek i¢cin 6rnege FT-IR ve NMR analizi
gerceklestirilmistir. 1H-NMR spektrumu incelendiginde 1.1 ppm’de bulunan sinyal
piruvat kisminda bulunan -CH3 protonlarina aittir (Sekil 4.18). 2.51 ppm’de
gozlenen sinyal ise mannozdaki asetat grubuna bagli olan -CH3 protonlarina aittir.
2.8-3.00 ppm arasinda gozlenen sinyaller ¢oziicli olarak kullanilan DMSQO’ya ait
protonlardan kaynaklanmaktadir (Sekil 4.19(a)). 3.01 ile 6.2 ppm arasinda gézlenen
¢oklu sinyaller ise monosakkarit birimlerinde bulunan protonlara aittir (Sekil 4.19
a-b). 1H-NMR spektrumunda molekiilde bulunan protonlara ait tiim sinyaller
gozlenmistir. Molekiilde goriilen tiim fonksiyonel gruplara ait protonlarin sinyalleri
NMR analizinde gorilmiistir. NMR analizini desteklemek icin 6rnegin FT-IR
spektrumu alinmustir. Spektrum incelendiginde (Sekil 4.20), 3000-3500 cm-1 dalga
say1s1 araliginda gdzlenen genis yayvan pik molekiilde bulunan O-H gruplarma ait
gerilme titresimlerinden kaynaklanmaktadir. 3000 cm-1 dalga sayisi degerinin
altinda gozlenen pik molekiilde bulunan alifatik C-H gruplarina ait gerilme
titresimlerine aittir. Yaklasik 1630 cm-1 degerinde gdzlenen pik ise molekiildeki D-
Mannoz kisminda bulunan asetat gruplarindaki C=0 gruplarina ait piktir. infrared
spektrumunun parmak izi bolgesi kisminda, 1000 cm-1 tizerindeki siddetli ve keskin

pik ise molekiilde bulunan C-O gerilme titresimlerine aittir. Yap1 tayini yapmak
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iizere gergeklestirilen analiz sonuglar1 incelendiginde, Xanthan gam molekiiliiniin

ilgili bakteri kullanilarak basarili bir sekilde iiretildigi sonucuna varilmstir.

D-Glucose D-Glucose
CHon CH,OH
\
\K; I
pyruvate
CQOO - “n
/k"uRG
HaC R acetattm/
D-Mannose
RSO
COO .
O O,
OH O O OH D-Glucuronic acid
RO
D-Mannose K

Sekil 4.12. Xanthan Gam Molekiil Sekli.
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Sekil 4.15. Xanthan Gam’a Ait FT-IR Spektrumu.

Literatiirde ksantan gam icin verilen FTIR spektrumu ile

kiyaslandiginda birebir uyum gozlemlenmistir ( Moosavi ve ark., 2010).
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Sekil 4.16. Fruktoz-Glukoz 4.2
39



4. BULGULAR VE TARTISMA Cansu KORKMAZ
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Sekil 4.17. Fruktoz-Glukoz 4.2
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Sekil 4.18. Fruktoz-Glukoz 4.2
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41



4. BULGULAR VE TARTISMA Cansu KORKMAZ

42



5. SONUCLAR VE ONERILER Cansu KORKMAZ,

5. SONUCLAR VE ONERILER

Cesitli biyopolimerlerin farkli sektorler igerisindeki etkili kullanimi her
gecen giin artisg gostermistir. Bu 6nemli polimerlerden biri de ksantan gam dir.

Glinlimiizde, gamlar gida endistrisinde kivam arttirici, jellestirici,
stabilizator gibi fonksiyonel oOzellikleri nedeni ile ¢ok fazla kullanilmaktadir.
Gamlarin saglik iizerine etkileri ile ilgili yapilan calismalar, bu bilesenlerin terapdtik
gida formiilasyonlarinda da kullanilabilecegini gostermektedir. Terapotik gida
katkilar1  icerisinde yer alan probiyotik mikroorganizmalar ve bu
mikroorganizmalarin gelismesini tesvik eden prebiyotik bilesenler, bir¢ok hastaligin
onlenmesi ve tedavisinde olumlu sonu¢ vermektedir. Son yillarda, gamlar {izerine
yapilan calismalar biyoaktivite gosterebilen fonksiyonel bir prebiyotik kaynagi
olabilecegi konusunda olumlu sonuglar saglamaktadir. Bu nedenle, gamlarin
prebiyotik etkisinin saptanacagi in vitro ve in vivo ¢aligmalarin yapilmasi, bu gida
katki maddelerinin kullanim yelpazesini genisletecegi ve hali hazirda kullanilan
uriinlerin fonksiyonel degerini arttiracagi diigiiniilmektedir.

Yapilan bu g¢alismada 4.2 susunun en iyi ksantan gam f{retimi yaptigi
gOriilmiistiir.

Bu c¢alismada SUNAR MISIR ’dan gonderilen maserasyon sivisi substrat
olarak kullanilmugtir.

Xanthomonas maltophilia’nin en iyi aktivite degerleri ; 30°C sicaklik, pH
6.9, %10 inokulum miktari, 150 rpm g¢alkalama hizi, 24 saat inkiibasyon siiresi,
karbon kaynagi maltoz ve azot kaynagi olarak %25 oranda misir maserasyon s1visi
gorilmiigtiir.

Caligmadan elde edilen veriler sonucunda iiretilen gam, 6zellikleri agisindan
endiistri, gida, ila¢ sektoriinde kullanilmasi ve ekonomik ac¢idan degerlendirilmesi

onerilmektedir.
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