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OZET

Pullulan, kimyasal yap1 olarak baslica a-1,6 glikozidik baglariyla baglanmis maltotrioz
tinitelerinden olusan bir glukandir. Endiistriyel agidan dneme sahip olan bu homopolisakkarit,
polimorfik bir kiif olan Aureobasidium pullulans tarafindan hiicre dis1 olarak iiretilmektedir.
Pullulan biyopolimeri, biyolojik olarak parcalanabilen, yaga direncli, sicakliktan
etkilenmeyen, oksijen gecirmeyen, toksik olmayan yapi1 6zellikleri gostermektedir ve suda
¢oziinebilmektedir. Pullulan, bu 6zelliklerinin sonucunda yenilebilen filmlerin iiretiminde
kullanilmak i¢in oldukca uygun bir polisakkarittir. Pullulan yenilebilen filmlerin iiretiminin
yani sira gida, ilag ve kozmetik gibi bir¢cok alanda da kullanilabilmektedir. Bu ¢alismada
Aureobasidium pullulans ve Kluyveromyces marxianus suslarindan pullulan iiretimi ve
karakterizasyonu gerceklestirilmistir.

Bu amagla suglarin besiyerinde iiremeleri ve pullulan tiretme yetenekleri ve aktivite gosterdigi
optimum sicaklik, pH, inokulum oranlar1 saptanmistir. NH4CI, (NH4),SO4 kalsiyum nitrat ve
iire en iyi azot kaynagi belirlenmek icin test edildi. En iyi azot kaynaginin NH4CI oldugu
belirlendi. Pullulan iiretimi i¢in fermentasyon sartlar1 optimize edildi. Pullulan miktarinin
belirlenmesinde DNS yontemi kullanildi. Optimum fermentasyon sartlar1 iiretim siiresi 3 giin,
substrat konsantrasyonu 5 %, pH 7.5 ve iiretim sicakligi 28°C olarak saptandi.

Anahtar Kelimeler: Mikrobiyal polisakkarit, Pullulan, Aureobasidium pullulans,
Kluyveromyces marxianus, Yenilebilir film



ABSTRACT

Pullulan is an -glucan consisting mainly of maltotriose units interconnected via — 1,6 linkages.
Pullulan is an extracellular polysaccharide produced by the polymorphic fungus
Aureobasidium pullulans.It can be extruded easily as films that are biodegradable, is resistant
to oils and grease, unaffected by temperature, impermeable to oxygen, nontoxic and therefore
edible. Pullulan is a suitable polysaccharide due to its good-film-forming properties for
production of edible protective films. Besides its applications in the edible film in dustry,
pullulan has numerous applications in food, cosmetics and pharmacological industries. In this
study, pullulan from Aureobasidium pullulans and Kluyveromyces marxianus strains was
produced and characterized.

The strains was tested for determination of temperature, pH range and inoculum concentration
for growth and pullulan production on plate. NH4CI, (NH4),SOy, calcium nitrate and urea
were tested to determine the best nitrogen source. NH4CI was determined as the best nitrogen
source. DNS method was used in determining the amount of pullulan. The optimum
fermentation conditions were found to be incubation period of 3 days, substrate concentration
of %5 and incubation temperature at 28°C pH 7.5

Key Words: Microbial polysaccharide, Pullulan, Aureobasidium pullulans, Kluyveromyces
marxianus, Edible film
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Kisaltma Acklama
pl : Mikro litre
pum : Mikro metre
ug : Mikro gram
g : Gram

1 : Litre
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S : Kiikdirt

Mg : Magnezyum
K : Potasyum
Fe : Demir
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0o : Oksijen

S : Kiikdirt

uv : Ultraviyole
°C : Santigrad derece
N : Normalite
M : Molarite

o- : Alfa
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Co : Company (Sirket)
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1.GIRIS

Mikrobiyal hicre digi Grinlerin Gretilmesi, birgok bitkisel gamin aksine, kontrol
edilebilen miktarlarda olmakta ve mevsimsel degisikliklerden etkilenmemektedir. Cesitli

mikroorganizmalar tarafindan farkh dzellikte hiicre disi polisakkaritler Uretilebilmektedir [39].

Mikroorganizmalarin Orettigi hicre disi polisakkaritler, tek ¢esit monomerden
meydana gelerek homopolisakkaritleri olustururken, kimyasal olarak farkli monomerlerden
meydana geldiklerinde heteropolisakkaritler olarak adlandiriimaktadirlar. Uretilen polisakkaritler
kimyasal yapilarina goére a- ve - glukanlar olarak tanimlanmaktadirlar. Bunlarin bazilari, jel
olusumu ile veya akis karakterlerini degistirerek ¢ozeltilerin reolojik 6zelliklerini degistirebilme

yetenegine sahiptir ve bu nedenle sanayide bir¢cok uygulama alanlari bulunmaktadir [39].

Pullulan, kimyasal yapi olarak baslica a-1,6 glikozidik baglariyla baglanmis maltotrioz
Unitelerinin yani sira az sayida da maltotetroaz Unitelerinin bulundugu bir glukandir. EndUstriyel
acidan ilgi geken ve ekonomik dneme sahip olan bir homopolisakkarittir ve maya Ozellikleri

gbsteren bir kif olan Aureobasidium pullulans tarafindan hiicre disi olarak Uretilmektedir [32].

Pullulan biyopolimeri, biyo-indirgen, yaga direncli, sicaktan etkilenmeyen, oksijen
gecirmeyen, toksik olmayan yapi 6zellikleri géstermektedir ve suda ¢6zinebilmektedir. Pullulan,
bu 6zelliklerinin sonucunda yenilebilen filmlerin Gretiminde kullanilmak i¢in olduk¢a uygun bir
polisakkarittir. Ayrica, pullulan yenilebilen filmlerin Gretiminin yani sira pek ¢ok alanda
kullanilabilmektedir [10, 15].

Pullulanin  kullanim alanlari arasinda gida, ilag, kozmetik gibi bircok sanayi dali
bulunmaktadir. Ozellikle gida sanayide, gida kaplama ve paketleme maddesi olarak
kullaniimasi, dustk kalorili gida formilasyonlarinda nigasta yerine kullanilabilmesi, aroma ve
baharatlar igin mikroenkapslle ajan olarak kullanilabilmesi gibi ¢ok énemli kullanim alanlari
bulunmaktadir [39].



Pullulan, Hayashibara Biochemical Co. (Japonya) ve Shanghai Puao Biotech Co.,
Ltd. (Gin Halk Cumhuriyeti) tarafindan hidrolize nisasta substrati kullanilarak endistriyel dlcekte
Uretilmektedir [39].

Pullulan retimi konusunda birgok farkli karbon kaynadi kullanilarak calismalar

yapiimis ve en iyi sonuclarin sakkaroz ile elde edildigi belirlenmistir [39].

Kluyveromyces marxianus tarafindan salinan inllinaz enzimi ile pargalanan indlin

sogan, sarimsak, pirasa, hindiba ve enginar gibi birgok sebzede bulunan bir fruktoz oligomeridir.

Bu bilgiler g6z 6niinde bulundurularak yapilan bu g¢alismada inllin igeren Uretim
ortami substrat olarak kullanilarak Aureobasidium pullulans P56 susu ile Kluyveromyces
marxianus NRRL-Y-1165 suglarinin co-culture ydntemi ile pullulan Gretimi incelenmigtir.
Oncelikle calkalamali kdiltir kullanilarak en iyi Gretimin elde edildigi optimum kosullar
belirlenmistir. Daha sonra Aureobasidium pullulans P56 susu ile belirlenmis optimum kosullarda
Uretilen en yiksek pullulan miktarlan karsilastirilimistir. Aureobasidium pullulans P56 susu ile
Kluyveromyces marxianus NRRL-Y-1165 suslarinin co-culture ydéntemi ile pullulan Gretiminin,

Aureobasidium pullulans P56 susu ile pullulan Gretimini nasil etkiledigi belirlenmistir.

2. LITERATUR OZETI

2.1. Pullulanin Ozellikleri ve Kullanim Alanlan:

Farkh yapisal 6zelliklere ve karmasikliga sahip hicre disi polisakkaritlerin, birgok
mikroorganizma tarafindan Uretildigi bilinmektedir. Mikoorganizmalarin Grettigi hicre disi
polisakkaritler, tek cesit monomerden meydana gelerek homopolisakkaritleri olustururken,
kimyasal olarak farkli birkag ¢esit monomerden meydana geldiklerinde heteropolisakkaritler
olarak adlandiriimaktadir. Bu hiicre digi polisakkaritlerin bazilari, jel olusumu ile veya akis
karakterini degistirerek ¢ozeltilerin reolojik (sivi 6zellikleri) dzelliklerini degistirebilme yetenegine

sahiptir ve bu nedenle sanayide birgok uygulama alanlari vardir [39].



Pullulan,

endustriyel

acidan ilgi ceken ve ekonomik dneme sahip olan bir

homopolisakkarittir ve maya 6zellikleri gésteren bir kuf olan Aureobasidium pullulans tarafindan

hucre digi olarak dretilmektedir. Ancak son zamanlarda, pullulanin bir maya olan Rhodotorula

bacarum tarafindan da Uretilebildigi belirlenmistir [39].

Pullulan, kimyasal yapi olarak baslica a-1,6 glikozidik baglariyla baglanmis maltotrioz

Unitelerinin yani sira az sayida da maltotetroaz Gnitelerinin bulundugu bir glukandir [37]. a-1,4

ve a-1,6 baglarinin diizenli degisimi yapisal elastikiyet ve yiksek ¢6zinurlige neden olmaktadir
(Wu ve ark., 2009; Chi ve ark., 2009) [40].
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Sekil 2.1. Pullulan’in kimyasal yapisi (Anon, 2007) [41]

Pullulanin ortalama molekll agirlidi, kullanilan susa ve kdltir ortamina bagh olarak

5.10% - 2.10° Da arasinda degismektedir. Kullanilan ortam ve inkibasyon kosullarina bagl

olarak molekul agirhig

bakimindan ¢ok biydk farkhliklar gdstermesine karsin pullulan

biyopolimeri endistriyel ilginin odaginda olmustur. Biyo-indirgen, yaga direngli, sicakliktan

etkilenmeyen, oksijen gecirmeyen, toksik olmayan yapi 6zellikleri géstermekte ve bu nedenle de

yenilebilen filmlere kolayca dénUstirilebilme ézelligi g6stermektedir [10, 15].



Pullulanin bazi 6zellikleri sunlardir:

Cozinlrlik; Pullulan soguk ve sicak suda c¢o6zllebilirken, organik ¢bzgenlerde

¢6zllmez. Gozeltileri disUk viskoziteye sahiptir, bu ylizden galisiimasi kolaydir.

Viskozite Stabilitesi; YUksek molekiler agirlik ve konsantrasyonlarda ¢ézeltinin viskozite

degeri artmakta, ancak bu artis sinirh kalmaktadir.

Yapistirma GocO; Kagit, tahta ve metallerin c¢ok iyi bir sekilde yapismasini

saglamaktadir.

Cevreye Uyumlu Olmasi; Cesitli kif ve bakteriler tarafindan tamami indirgenebildigi igin

kirliligine neden olmamaktadir.

Film Olusturabilme Ozelligi; Su ilave edildikten sonra basing altinda isitilirsa, yenilebilir
filmlerin Gretiminde kullanilabilen; saydam, yaga direncli, oksijen gegirmeyen, parlak ve

elastik Urlinlere dénUstirilebilmektedir.

Kaplama Maddesi; Bir gida pullulan ¢dzeltisine daldinlip, kurutulursa stabil sekilde,
kolayca kaplanmis olur. Bu sekilde kaplanmis gidalar, parlak bir yizey 6zelligi
gOsterirler ve bu parlaklik uzun slre dayanir. Bu 6zellik, kurutulmus balk ve kabuklular
gibi aromanin yaninda ylzey parlakliginin da énemli oldugu gidalarin iglenmesinde
yararl olabilir. Toz ¢orbalar, kahve, kori ve gesitli baharatlar iceren liyofilize gidalar

pullulan ile kaplandigi zaman, aroma ve goérinasleri uzun sire korunabilmektedir.

Disiik Oksijen Gegirgenligi; Pullulan filmlerin, diisiik oksijen gegcirgenligi oksidasyonu

O6nlemekte, aroma ve tazeligin korunmasini saglamaktadir.

Nisasta Yerine Kullanilabilme; Gidalarda nisasta yerine kullanilabilmektedir. Viicutta
distk sindiriime 6zelligi, disitk kalorili gida formdlasyonlarinda kullaniimasi igin

uygundur. Mikemmel su tutma 06zelligi, gidalarin baglanma kuvvetini arttinir ve



nisastadaki asiri kuruma ya da bozulma énlenerek, koruma kalitesi gelistirilir. Ayrica,
pullulan doygunluk hissi vermektedir [10, 37, 44].

Cizelge 2.1. Pullulan’in basglica nitelikleri [10]

Parametre Ozellikleri

Gorinim Beyaz yada sarimsi-beyaz toz
Suda ¢6zunrlilaga (25°C) Kolay ¢6zUnir

Spesifik goris aktivitesi [a]D20 (suda % 1) Minimum + 160°

Polipeptidler (%) Maksimum 0.5

Solisyon pH'i 5-7

Kalintt mineral (%) Maksimum 3

Nem (kurutmadaki kayip,(%)) Maksimum6

Molekuler agirhk (kDa) 100-250

Pullulan sahip oldugu 6zellikler nedeniyle endistriyel agidan ilgi ¢eken bir
biyopolimerdir ve sanayide birgok alanda kullanilabilmektedir. Pullulanin gida sanayindeki
kullanim alanlari arasinda; gida kaplama ve paketleme maddesi olarak kullaniimasi ve
disUk kalorili gida formilasyonlarinda nisasta yerine kullanilabilmesi sayilabilir. Ayrica

aroma ve baharatlar i¢in mikroenkapsile ajan olarak da kullanilabilmektedir [17].

Pullulan ila¢ endistrisinde de tabletler icin kivam arttirici ajan olarak ve
oksidasyonu 6nleyici ajan olarak kullaniimaktadir. Pullulanin toksik olmamasi, immunojenik
Ozelliginin olmamasi ve biyolojik olarak parcalanabilmesi gibi 6zellikleri nedeniyle tibbi
gorintileme ve kontrolld ilag salinimi gibi biyomedikal alanda da kullanim olanaklari vardir
[10, 15].



Cizelge 2.2. Pullulanin kullanim alanlari [10]

SANAYi KOLU

KULLANIM ALANLARI

Gida sanayisi

» (Gidalarda kaplama maddesi

* Yenilebilen film Gretimi

+ Ddisuk kalorili gida formdilasyonlarinda nisasta
yerine

» (Gida katki maddesi

» Aroma ve baharatlar i¢cin mikroenkapsile ajan

ilac sanayisi

« llaglar igin kaplama ve paketleme maddesi
+ inflizyon sivisi
» Tabletler i¢in kivam arttirici ve stabilizat6r ajan

o Tabletler icin oksidasyonu &nleyici ajan

Kozmetik sanayisi

*  Kozmetik emulsiyonlar

Diger

* Kan plazmasi yerine

» Dielektrik materyali

*  Yapistirici

* Naylon elastikiyetinde konstriiksiyon materyal lifi
»  Gubrelerde suda ¢ézinmeyi arttirici madde

» Flokile edici ajan

Pullulanin  kullanim alanlarindan bazilan cizelge 2.2’de topluca verilmigtir.
Pullulanin diger uygulama alanlari ise kagit endustrisinde, kozmetik emdilsiyonlarinda,
flokile edici ajan olarak, gibrelerde suda ¢6zinmeyi arttirici ajan olarak, polivinil alkole
benzer fakat biyo-indirgen olmasinin yaninda bir¢ok agidan ¢ok daha Ustiin 6zellikte filmler

olarak, yapistirici olarak, esterifikasyondan sonra naylon dayanikliliginda ve elastikiyetinde

konstriiksiyon maddesi lifi olarak sayilabilir [33, 43].

Kurutulmus pullulan tozu beyazdir ve soduk veya sicak suda kolyca ¢éziinebilir.
Pullulan filmler- 5-60 pm kalinliginda, renksiz, saydamdir. Mekanik Ozellikleri iyidir ve

oksijen gegirgenligi azdir. Bu filmler boya ile renklendirilip, aroma eklenerek, gidaya albeni

kazandirmak amaciyla kullanilabilirler [10].




Pullulan film Ozerine yapilan ¢alismalarin birgogu gida uygulamalarindan ¢ok

mekanik 6zellikleri Uzerine yogunlasmistir. Bu kapsamda yapilan farkli calismalarda,

plastiklestiricilerin polimer zinciri Gizerine etkileri incelenmistir [10, 19].

Cizelge 2.3. Pullulanin gidalarda kaplama maddesi olarak kullanimina ait érnekler

Materyal ve Uygulamasi

Kaplama iglevi

Pullulan

Oksijen Bariyeri

Yerfistiklari, eristeler

Oksijen Bariyeri

Kurutulmus sekerlemeler

Oksijen Bariyeri

Sardalyalar ve et Grtnleri

Mekanik zararllarin azaltiimasi

Kurutulmus sebzeler

Oksien Bariyeri

Kandemir ve arkadaslari, A.pullulans fermentasyonu saonucu % 59 saflikta elde
ettikleri pullulandan antimikrobiyal film Gretimi Gzerinde ¢calismiglardir. Pullulan kaynakh film
icerisinde lizozim, EDTA ve sakkaroz eklenmesinin lizozim aktivitesi ve filmin
mikroorganizmalar UGzerindeki etkilerini incelemiglerdir. EDTA eklenmis filmin Escherichia
coli Uzerinde etkili oldugu belirtilirken, kullanilan lizozim konsantrasyonun Lactobacillus

plantarum tzerinde etki gbstermedigini bulmusglardir [18, 19].

Kandemir, lizozim ve EDTA iceren yenilebilir pullulan filmin hazir marul salatasi
ve kesilmis salatalik Uzerine etkilerini arastirmis ve antimikrobiyal madde iceren kaplama
uygulamasinin hazir salata érneklerinin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri Gzerine olumlu bir
etkisi olmamasina ragmen mikrobiyolojik kalitenin korunmasinda etkili oldugunu belirlemistir
[18, 19].

Goksungur ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada, orta nemli hale
getirilmis kayisi, incir ve domates drnekleri, fermentasyon prosesi ile elde edilen pullulan
film ve antimikrobiyallerin farkli kombinasyonlari ile kaplanmis, depolama slresince

mikrobiyolojik, fiziksel ve kimyasal degisimleri analiz edilerek kontrol &rnekleriyle



karsilastinimigtir. Antimikrobiyal igceren yenilebilir pullulan filmin, orta nemli Grtnlerin raf
Omrl ve kalite kriterleri Uzerine etkileri iki farkli depolama sicakliginda (+4°C ve +20°C )
incelenmistir. Kaplama isleminin nem kaybi ve renk Uzerine depolamanin baslangicinda
etkili oldugu (ilk 4 aya kadar) ancak ilerleyen depolama silreci icerisinde &rneklerin
arastirilan 6zellikleri Gzerine belirgin bir etkisinin olmadigi belirlenmistir. Degisik koruyucular
iceren pullulan fimler ile kaplamanin érneklerin mikrobiyolojik kalitesine etkilerinin érnekten
O6rnege degistigi, ancak genel olarak kaplamalarin antifungal etkisinin oldugu tespit
edilmistir. Ayrica yaptiklari calismada A.pullulans P56 susundan fermentasyon yolu ile
dretilen pullulanin akut toksisitesini arastirmak amaciyla medyan letal doz (LD50) tayin

edilmis ve pullulanin mutajenik/karsinojenik etki potansiyeli olmadigi bulunmustur [16].

2.2. Mikroorganizmalar ve Ozellikleri:

Endustriyel mikrobiyolojide kullulanilan baslica organizmalar, funguslar (mayalar ve
kufler) ve 6zellikle Streptomyces cinsinin (Oyeleri olmak Uzere bazi prokaryotlardir.
EndUstriyel mikroorganizmalar, bir veya daha fazla Griin0 ylUksek verimde sentezleyebilen
metabolik uzmanlardir. Bu yiksek metabolik uzmanhgi saglamak igin, bilim adamlari ¢ogu
kez, endistriyel mikroorganizma soylarini mutasyon veya rekombinasyonla genetik olarak
degistirirler. Bu degisiklikler, belirli bir organizmanin Uretebildigi 6zel Grindn veriminin

artisini saglar.

Biyokatalitik islemlerde kullanilan bitiin mikroorganizma soylarinin esas kaynagi
dogadadir. Bununla birlikte, glincel endustriyel soylar, ilk izole edilmis yabanil tipten ¢ok
farkhdir. Yararli endustriyel mikroorganizmalar gelistirildikten sonra, yiksek verimli soylar

endistrinin mikrobiyoloji laboratuarlarinda muhafaza edilirler.

Mayalar tek hdcreli fungus olup ¢ogu Ascomycetes’lere dahildir. Maya hicreleri
kdre bicimli, oval veya silindirik olup hicre bélinmesi tipik olarak tomurcuklanma ile olur.
Tomurcuklanma olayinda yeni bir hiicre eski hiicrenin disa dogru blyimus kigtk bir yapisi
olarak baslar; tomurcuk gittikge blyilr ve daha sonra ayrilir. Her ne kadar mayalarin ¢gogu
tek hiicre olarak ¢ogalirlarsa da bazi mayalar filamentlerde olusturabilir. Bu tiirlerde bazi

Ozellikler sadece filamentli form tarafindan ifade olunabilir.



Tomurcuk

Sekil 2.2. Maya hiicrelerinin tomurcuklanarak bélinmesi

Maya hicreleri tipik olarak bakteri hiicrelerinden ¢ok daha biyUktir ve bu
blyuklUkleri sayesinde nlkleus gibi buyUdk hicre igi yapilara sahip olmalarindan dolayi

mikroskopta bakterilerden kolayca ayirt edilebilirler.

Bircok maya tiri anaerobik kosullarda rahatlkla gelisebilir. Mayalarda tGreme, kati
ylzeylerde yayllma veya penetre olma seklindedir. Mayalar bakterilere gére daha yavas
Urerler ve bundan dolayi bakteri Gremesine uygun nétrale yakin pH veya yiiksek sicakliga

sahip cevre kosullarinda bakteriler kadar rekabetgci degildirler.

Mayalarin Ureyebilecegi tam bir ortam hazirlamak i¢in fosfor kaynagi, azot ve kikurt
kaynag: eklenir. Ureme periyodu sonunda, maya hiicreleri killtiirden santrifilj edilerek elde
edilir. Daha sonra hicreler su ile sulandinlarak yikanir ve agik renge gelene kadar tekrar

santrifiij edilir.

Mayalar meyve, cicek ve agac¢ kabuklari gibi seker bakimindan zengin habitatlari
tercih ederler. Cogu maya hem tamamen aerobik hem de fermentatif metabolizma yapma

yetenegindedir.



2.2.1. Aureobasidium pullulans:

Pullulan Uretiminde genellikle Aureobasidium pullulans adi verilen kif
kullaniimaktadir. Aureobasidium pullulansin Urettigi hlcre disi polisakkaritlerin kimyasal
yapilari kullanilan substrata ve mikroorganizma susuna gére degismektedir [37].

Genellikle, bu mikroorganizmanin kultdrleri ve klltrlerin ¢cevresi fotooksidasyondan
korunmak igin, 1s1ga kargl sentezlenen melanin pigmenti nedeniyle siyah-yesil
gbrinmektedir [39].

Sekil 2.3 (a ve b). a) Aureobasidium pullulans melanin Ureten sus b) Mutant (melanin
Uretmeyen) Aureobasidium pullulans P56 susu

Aureobasidium pullulans suslar arasinda kaltur 6zelligi bakimindan ¢ok blyik
farkliliklar bulunmaktadir. Ayrica bu organizma kdltir kosullarina bagh olarak maya
Ozellikleri gosteren hiicrelerden, ¢cok hicreli filamentlere ve klamidosporlara kadar degisen
farkh formlari iceren karmasik bir yasam déngustine sahiptir [35].

A.pullulans’'n  sahip oldugu morfolojik form, pullulan Gretimindeki 6nemli
faktorlerden biridir. Bu mikroorganizmanin morfolojisi pH, azot kaynagi ve konsantrasyonu,
¢6zinmis oksijen gibi cesitli faktdrlerden etkilenmektedir. Bu nedenle hangi morfolojinin ve
hangi kosullarin pullulan Gretiminde etkin oldugu ile ilgili olarak pek ¢ok ¢alisma yapiimigtir.

10



Pullulan sentezinde A.pullulans’in hangi morfolojik formunun rol oynadigi ile ilgili
olarak Simon ve arkadaslari tarafindan (1993) yapilan galismada polimorfik bir kif olan
A.pullulans’'in hif, blastospor, klamidospor ve sismis hlcreleri igceren bir yasam déngdsii ile
pullulan 0rettigi belirtilmistir. Buna gbére klamidosporlar, pullulanin sentezlenmesinden
sorumludur. Sismis hicreler (maya formundaki hiicreler) ise diger polisakkaritleri Gretmekle
sorumludur. Ancak hicre, kiltir kosullarina bagh olarak klamidospora donisirse,
polisakkaritlerin pullulana dénidsimi mumkinddr. Hifler ise hiicre disi polisakkaritlerin
olusumunda her hangi bir rol oynamamaktadir [35].

Pullulan biyopolimerinin baslica hangi morfolojik form tarafindan sentezlendigi ile
ilgili genis capli bir arastirma da Catley (1979, 1980) tarafindan cgalkalamali kdlttr
kullanilarak yapilmistir. Bu galismada, fermentasyon sirasinda degdisik zaman araliklarinda
maya formlari mekanik ydntemle misel formlarindan ayrilmistir. En yilksek pullulan
Uretiminin maya formlariyla, en disUk pullulan Gretiminin ise misel kisimla elde edildigi
belirlenmistir. Ayrica pullulan sentezinin hiicre gelisiminin erken asamalari sirasinda en aktif
durumda oldugu belirlenmistir [39].
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Sekil 2.4. A.pullulans’in morfolojk formlari: a-b) A.pullulans’in hif ve spor yapisi, c)
A.pullulans’in klamidosporlari, d) Genel A.pullulans’in sekli (Anon, 2007). [41]

McNeil ve arkadaslari (1989) tarafindan slrekli yéntem kullanilarak yapilan
¢alismada optimum pullulan Uretiminin ve veriminin pH 4,5te hicre populasyonunun
yaklasik %50’si maya 6zellikleri gosteren formdan ve %50’si de filamentlerden meydana
geldiginde elde edildigi belirtilmistir. Ayrica Roukas ve Mantzouridou (2001) misel ve maya
Ozellikleri gbsteren hiicrelerin pullulan Gretiminden sorumlu olan morfolojik formlar oldugunu
saptamiglardir. En ylksek polisakkarit konsantrasyonunun, toplam biyomasin %601 misel
formdan %40’ ise maya formundan olustugunda elde edildigi belirtiimistir [39].

pH'nin A.pullulans ‘in morfolojisi Gzerindeki etkileri ile ilgili olarak yapiimis c¢esitli
calismalar da bulunmaktadir. Heald ve Kristiansen (1985) tarafindan yapilan calismada
Aureobasidium pullulansin maya 6zellikleri gdsteren formlarinin pullulan Gretimindeki

baslica ajanlar oldugu gdzlenmistir. pH’nin, erken bliyime evresindeki maya formlarinin
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oranini etkiledigi, dolayisiyla da pullulan Gretimine etki ettigi, ancak Uretilen toplam biyomas
miktarinin degismedigi ifade edilmistir. Maya formlarinin orani pH ile artmakta, pH 6,3’te en
yiksek, pH 3,5'te ise en dustik olmaktadir [39].

Kesikli klltirle aspiratdr sise kullanilarak yapilan baska bir ¢alismada ortam pH
6.0’da tutuldugunda maya formlarinin, pH 2.7°de ise misel formlarinin baskin oldugu
belirtiimistir. pH baslangi¢ta 6.0 iken, fermentasyon sirasinda 2.7'ye dismesine izin
verildiginde ise pullulan Gretiminin pH 6.0’dakinden daha yiiksek oldugu gdzlenmistir [29,
39].

Hicre morfolojisini, asinin miktariyla kontrol etmek konusunda yapilan bir
¢alismada, disitk miktarda asinin 6zellikle miselyum olusmasini saglarken, yiksek

miktardaki asinin blastospor olusmasina neden oldugu belirtilmistir [31, 37].

Azotun hiicre morfolojisi Gzerindeki etkileri konusunda da yapilmis pek ¢ok
arastirma bulunmaktadir. Azot kaynaginin hiicre morfolojisi Gzerinde ¢ok énemli bir etkisinin
oldugu belirtiimistir. NH,* iyonunun, filament ve tek hticrelerin heterojen populasyonunu
desteklendigi, nitratin ise blastosporlarin lehinde misel olusumunu baskiladigi ifade
edilmistir [37, 39].

Bermejo ve digerleri (1981) hem azotun kisitlandigi kosullarda hem de
kisittanmadigr kosullarda tek hicrelerin klamidosporlara déniistigini savunmustur. Ancak
Gadd (1990) tarafindan yapilan ¢calismada melanin Gretiminin ve klamidospor olusumunun
sadece azotun kisitlandigi kosullarda gergeklestidi ifade edilmistir. Gadd ve Copper (1984),
calismalarinda kullandiklari susta misel olusumunun NH," iyonunun varliginda gergeklestigi

g6zlemlemis, maya ekstratinin da misel olusumunda etkili oldugunu belirlemiglerdir [37].

Literatlrdeki farkli sonuglar sus cesitliligine dayanmaktadir. Ayrica birgok
¢alismada calkalamal kiltdr kullaniimasindan kaynaklanan bazi kisitlamalar bulunmaktadir.
Calkalamali kaltdrde, kaltir pH’sinin, azot ve oksijen konsantrasyonlarindaki degisimin
belirlenmesi ve kontrol edilmesi olduk¢a zordur. Bu faktérlerin kultiir morfolojisi lizerinde ¢ok
blylk etkileri oldugu distnildiginde, bu dogrultuda yapilan c¢alismalarin sonuglarinin

yorumlanmasi olduk¢a zordur.
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Aureobasidium pullulans ayni anda birden fazla yerde bulunan bir fungustur,
cogunlukla ekolojik 6rneklerden izole edilir [26, 31]. Ozellikle su ve toprakta, dzellikle ¢liriik
yaprak, ¢6p yigini, tahta, odun ve birgok bitki materyali (zerinde koloniler olusturarak
saprofit olarak bulunur. Aureobasidium pullulans ¢ogunlukla bitki patojeni (6zellikle Gzim)

olarak bilinir. Girlik meyvelerin ve dider ekinlerin hasat sonrasinda énemlidir [26, 31].

2.2.2. Kluyveromyces marxianus:

Kluyveromyces cinsinde bulunan birgok maya tird 1900’10 yillarin baslarinda
tanimlanmigtir. Bunlar arasinda Kluyveromyces lactis, K. fragilis, K. thermotolerans, K.

drosophilarum, K. waltii sayilabilir [21].

Kluyveromyces cinsi taksonomide Ascomycota filumunda vyer almaktadir.
Saccharomycetes sinifinin Saccharomycetaceae familyasina dahildir. Kluyveromyces cinsi

oldukga heterojen olup, bugiine kadar 16 tir( tanimlanmistir [11].

Kluyveromyces cinsi mayalar vejetatif olarak Urerler ve asekstel Uremeleri
multilateral tomurcuklanma ile olur. Bu cinse ait tirler kuresel, oval veya uzanmig hicre
sekillerine sahip olabilirler [11, 20]. Diploid olan Kluyveromyces tirleri spor olusurabilirler.
Bu mayalarda gercek hif olusumu gbzlenmez [20]. Dogal yasam alanlari gesitli olabilir,

meyvelerde ve st Urtnlerinde bulunabilirler.

Deak ve Beuchat (1996) sit ve sit trlnlerinden ve firincilik Grinlerinden hamurdan

Kluyveromyces marxianus tirin0 izole etmistir [4].

Kluyveromyces'un tlire gore degisen 6-12 arasinda kromozomu bulunmaktadir.

Kluyveromyces marxianus’'un 10 kromozomu vardir ve genom baydkligi 14Mb’dir [22].

Kluyveromyces marxianus homotalik, hemiaskomiset maya olarak tanimlanir.
Kluyveromyces marxianus bioteknolojik uygulamalar igin tercih edilen bir tirddr. Ginki

Kluyveromyces marxianus laktoz, polyfruktosani ve indlini fermente edebilir, hizh gelisim
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orani vardir, tipik jenerasyon siresi yaklasik 70dk, termotolerant, 52°C’ye kadar gelisim
gosterebilir. Hayvan besini ve laktoz kaynagr olarak kullaniir. Dogal kakao
fermentasyonunda kullanilabilir. Pek g¢ok enzim igin kaynak olabilir ve klonlama
teknolojisinde kullanilabilir. Kluyveromyces tirleri, etanol ve yiksek fruktozlu suruplarin
eldesinde, polifruktan ve levanlarin hidrolizinde etkili iniilinaz enzim kaynagidir [4, 11].

Anderson ve arkadaslari (1986; 1988) o6gitilmis seker kamisindan 40°C’nin
Uzerindeki sicaklklarda gelisebilen termotolerant mayalar izole etmislerdir. Cogu izolatin
Kluyveromyces marxianus'a ait oldugunu bildirmiglerdir. Hughes ve arkadaglari (1984)
fermente pekmezden izole edilen Kluyveromyces marxianus'un 48°C’a kadarki sicakliklarda
gelisebildigini gdézlemlemislerdir. Vidal- Leira ve digerleri (1979) Kluyveromyces marxianus’u
maksimum sicaklik degeri (Tmax) 24-48°C arasinda olan mezofilik mikroorganizma olarak
tanimlamislardir [2]

Sekil 2.5. Kluyveromyces marxianus kolonileri

2.3. Parametreler:

Mikrobiyal hiicre disi Griinlerin Uretim maliyeti olduk¢a yiiksektir. Bu nedenle
mikrobiyal hiicre disi Grlnlerin UOretimini etkileyen ¢evresel faktdrler Uzerinde calismalar
yapilarak hiicre metabolizmalarinin ve Grin veriminin optimize edilmesi gereklidir. Pullulan
dretimine etki eden parametreler Gzerine birgok calisma yapiimistir.

Pullulan sentezi icin dnemli olan baslica parametreler; karbon kaynagi, azot
konsantrasyonu, Uretim ortaminin pH’si, oksijen konsantrasyonu ve sicakliktir.
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2.3.1. Karbon Kaynagi:

Karbon kaynagi olarak, bircok seker A.pullulans tarafindan hicre gelisimi ve
polisakkarit Gretimi icin kullanilabilmektedir. Bunlardan D-ksiloz, D,L-arabinoz, L-ramnoz, L-
sorboz, D-galaktoz, sakkaroz, maltoz, sellobioz, trehaloz, laktoz, melibioz, rafinoz,
melezitoz, inllin ve ¢b6zilebilir nisasta hiicre gelisimi icin kullanilabilmektedir. Pullulanin
biyosentezi Uzerinde yapilan ¢alismalar ise A.pullulans’in glukoz, fruktoz, ksiloz, galaktoz,
arabinoz, ramnoz, maltoz, sakkaroz ve laktozu karbon kaynagi olarak kullanarak hicre disi

polisakkarit Urettigini géstermistir [9, 21].

En yUksek verim sakkaroz ve glukozdan elde edildigi icin pullulan Gretimi
konusunda yapilan bir¢cok calismada bu sekerler kullaniimistir. Catley (1971) polisakkarit
dretiminin kullanilan karbon kaynagindan etkilendigini ve en iyi sonuglarin sakkaroz ile elde
edildigini belirtmigtir [39]. Schuster ve digerleri (1993) sakkaroz, glukoz, fruktoz, laktoz ve
ksiloz gibi farkli seker kaynaklarini karsilastirmislar ve en yiksek pullulan (retiminin
sakkaroz ile elde edildigini belirlemislerdir. Chul Sin ve arkadaslarn (1987) ise pullulan
dretiminin yUksek baslangi¢c sakkaroz konsantrasyonlarinda inhibe oldugunu belirtmislerdir
[9, 371.

Pullulan Gretiminde, hem sentetik ortam hem de pullulan Gretimi igin uygun
olduklari belirlenen bircok endistriyel atik (melas, deprotenize peynir suyu, biracilik atiklari)
karbon kaynagi olarak kullanilabilmektedir. Endustriyel atiklarin kullaniimasi hem ekolojik
acidan hem de ekonomik agidan avantajli gériinmektedir. Bu nedenle endistriyel atiklarin
pullulan Uretiminde dretim masraflarini  azaltmasi umulmaktadir. Ayni  zamanda
biyodénisim agisindan ekolojik ve ekonomik olarak umut verici bir yol olarak
gortlmektedir. Fakat degisik substratlar kullanilarak Uretilen pullulan, safligi agisindan ve
diger fiziksel ve kimyasal Ozellikleri bakimindan farkliliklar géstermektedir. Bu durum
fermentasyon igin karbon kaynagi olarak endistriyel atiklar kullanildiginda daha belirgindir.
Bu o6zelliklerden bazilari, érnegin molekiler agirhk, melanin pigmenti olusumu, Gretilen
pullulan disi polisakkaritler ve safsizliklar, bu atiklardan pullulan Gretiminin ticarilestirilmesi

s6z konusu oldugunda oldukga énemlidir [39].

16



Melas, seker fabrikasyonu teknolojisinde mevcut teknik imkanlar ile sarf edilen
emegdi ve masrafi karsilayacak miktarda iginden kristal halde sakkaroz elde edilmeyen en
son suruptur. Seker teknolojisinde islenen pancara gére yaklasik % 4-5 oraninda melas
elde edilir [12, 13].

Melasin bilesimi bitki triine, mevsim ve toprak sartlarina, hasata, seker rafinasyon
islemlerine ve melas depolama kosullarina bagh olarak son derece degiskendir. Turkiye'de
elde edilen melas, seker pancari melasidir. Genel olarak pancar melasi kamis melasina
gbre; azot, inorganik maddeler, potasyum ve kuklrt igerigi acisindan daha zenginken,
kamis melasinda ise fermente edilebilen ve fermente edilemeyen sekerler, fosfat ve biyotin
icerigi daha fazladir. Pancar melasi ve kamig melas! arasindaki en 6nemli fark, pancar
melasinin daha fazla azot icermesi, kamis melasinin ise daha fazla indirgen seker

icermesidir [12, 13].

Pancar ve kamis melaslarinin ortalama bilesimleri gizelge 2.2°’de verilmektedir.
Cizelge 2.4’de de goéruldugu gibi melasin son derece kompleks bir yapisi vardir. Melasta
bulunan baslica seker sakkarozdur. Melasta bulunan seker disindaki organik maddelerin
baslicalari; azotlu maddeler, organik asitler, ¢dzinir gamlar, nisasta ve pentozanlar gibi
kompleks karbonhidratlardir. Ayrica mumsu maddeler, steroller ve pigmentler de az
miktarda bulunur. Melasta bulunan azotlu maddeler amino asitler, amidler ve diger basit
azotlu maddelerdir. Seker pancari melasinda baskin halde bulunan azotlu maddeler betain
ve glutamik asittir ve bu bilegikler melasin karakteristik koku ve lezzetinin buyik bir kismini
olustururlar. Asetik asit, bitirik asit ve propiyonik asit melasta bulunan baslica organik
asitlerdir. Melasta % 4-11 arasinda inorganik bilesikler vardir. Bunlardan baslicalari
potasyum, kalsiyum, magnezyum, sodyum, demir, sllfat, klorir ve fosfatlardir. Melasta
biyotin, pantotenik asit, inositol,tiamin, riboflavin, nikotinik asit, pridoksin ve kolin gibi B

grubu vitaminler vardir [12, 39].

Melasin endistriyel fermentasyonlarda ucuz ve kolay temin edilebilir olmasi gibi
avantajlar vardir ancak kompleks bir substrat oldugu i¢in bazi toksik maddeler de igerir.
Kikdartdioksit, hidroksimetil furfurol, potasyum imidodisulfonat, fenoller ve diger bazi ugucu
bilesikler bu tip maddelerdendir. Bu maddeler disinda bazi mineral maddelerin yiksek

konsantrasyonlari da inhibitdr etki yapar [12].
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Bilegen Pancar melasi Kamig melasi
Kuru madde, % 78-85 77-84
Toplam seker, % 48-58 52-65
Sakkaroz, % 51 32
Glikoz, % - 14
Fruktoz, % - 16
Rafinoz, % >1 -
Toplam azot, % 0.2-2.8 0.1-0.6
A- amino azot, % 0.36 0.03
Fosfor, P205, % 0.02-0.07 0.01-0.08
Kalsiyum, CaO, % 0.15-0.7 0.15-1.0
Magnezyum, MgO, % 0.01-0.1 0.25-0.8
Potasyum, K20, % 2.2-5.0 0.8-2.3
Cinko, Zn, pg/g 30-50 5-20
Toplam karbon, C, % 28-34 28-33
Toplam inorganik madde, % 4-11 3.5-7.5
Kokart, SO3, % 0.3-0.4 -
Biyotin, pg/g 0.01-0.13 0.9-1.8
Kalsiyum pantotenat, ug/g 40-100 16
Inositol, pg/g 5000-8000 2500
Tiamin, pg/g 1-4 -
Pridoksin, pg/g 2.3-5.6 -
Riboflavin, ug/g 0-0.75 -
Nikotinamid, pg/g 37-51 -
Folik asit, pg/g 0.21 -

Cizelge2.4. Seker pancari ve kamigi melaslarinin ortalama bilesimleri (Burrows, 1970) [39].

Uretim ortaminda yiiksek konsantrasyonlarda agir metallerin  bulunmasi
fermentasyon sirasinda  kritk  problemlere neden olmaktadir. Agir metaller
mikroorganizmanin gelismesini engeller, substratin pH’sini etkiler ve Grindn biyosentezi ile

ilgili enzimlerin inaktivasyonuna neden olurlar. Bu nedenlerle, karbon kaynagi olarak melas
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kullanildiginda mikrobiyal gelisimin sagdlanabilmesi ve Grlin veriminin arttirilabilmesi igin

melasin bir takim 6n islemlerden gegirilmesi gereklidir.

Lazaridou ve digerleri (2002) ve Roukas (1998), melastan pullulan Uretimi
Uzerine yaptiklar g¢alismalarda agdir metallerin ve mikrobiyal gelismeyi engelleyen diger
inhibitér maddelerin uzaklastirihmasi ve pullulan Gretiminin arttinimasi icin melasi katyon
degistirici recine, silfirik asit, trikalsiyum fosfat, potasyum ferrosiyanir ve EDTA, siilfirik
asit + aktif kdmar ile muamele gibi bir takim 6n islemlerden gecirmislerdir. Israilides ve
arkadaslari (1994) Aureobasidium pullulans NRRLY-6220 susunu kullanarak islem
gbrmemis melasla elde edilen pullulan konsantrasyonunun c¢ok disik oldugunu
belirtmislerdir [23, 35].

LeDuy ve digerleri (1983) hem glukozun hem de galaktozun Aureobasidium
pullulans tarafindan metabolize edilebilmesinden yola ¢ikarak sit fabrikalarinin atik GrinG
olan laktozun, pullulan Uretiminde kullaniimasi Uzerinde calismiglardir. Laktoz pullulan
dretimi igin zayif bir substrat olarak belirtiimesine karsin, kiltir adaptasyonu ya da karisik
kaltdrlerin kullaniimasi gibi yéntemlerle, yiksek verimler elde edilmistir [38]. LeDuy ve Boa
(1983) tarafindan, substrat olarak turba hidrolizatini kullanarak Aureobasidium pullulans’in

cesitli suslari ile 12-14 g/l polisakkarit Uretildigi ifade edilmistir [39].

Chul Shin ve digerleri (1989) baslica karbon bileseni inllin olan yer elmasindan
pullulan Uretiminde Aureobasidium pullulans SH 8646 ve Kluyveromyces fragilis'in karisik

kaltard kullaniimis ve 17,5 g/l polisakkarit Gretmislerdir [9].

Kluyveromyces marxianus tarafindan salinan indilinaz enzimi ile pargalanan indlin
sogan, sarimsak, pirasa, hindiba ve enginar gibi bircok sebzede bulunan bir fruktoz
oligomeridir. Lifler sinifina aittir ve fruktan olarak bilinir. indilin, fruktoz birimlerini kapsayan
polimerlerdir ve tipik olarak bir terminal glukoza sahiptir. inllindeki fruktoz birimleri beta —
(2-1)- glikosidik baglariyla baglanirlar. Oligo ve polisakkaritlerin karisimindan olusan indlin
pek ¢cok gida da lifle zenginlestirme, prebiyotik 6zellik kazandirma, su bazl gidalarda yag

ikamesi olarak kullaniimaktadir.
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Pullulan tretiminde substrat olarak fuel etanol yan Grtnleri de kullaniimistir [24,
38, 40]. Roukas (1999 a,b) proteini alinmis peynir suyunu ve bira fabrikasi atiklarini
kullanmistir. Aureobasidium pullulans P56 ile proteini alinmis peynir suyu kullanarak
maksimum 11 g/l polisakkarit elde etmistir [33, 34]. GOksungur ve ark. (2004), melasa farkli
O6n islemler uygulayarak gerceklestirdikleri Gretimde elde ettikleri maksimum pullulan

konsantrasyonu 16.9 g/l olmustur [14].

Barnett ve arkadaslar (1999) ise patates nisastasini atiklarini enzimatik yolla
parcalayarak Aureobasidium pullulans’in gelismesi ve hlicre digi polisakkarit Gretimi icin
uygun bir substrat elde etmigler ve calismalarini bu dogrultuda gerceklestirmislerdir. Bu
sekilde hidrolize patates nisastasi atiklarindan Aureobasidium pullulans NRRLY-6220 susu

ile 69 g/l polisakkarit elde edildigi belirtilmistir [5].

Israilides ve digerleri (1998) tarafindan Aureobasidium pullulans NRRLY-6220 ile
Uzim kabugu ekstratl, hidrolize nisasta atidi, zeytin yad atigi ve melas gibi cesitli
endistriyel atiklarin pullulan Gretimlerinin karsilastirildigi bir galisma yapilmistir. Bu ¢alisma
sonucunda elde edilen maksimum polisakkarit oranlari sirasiyla 22.3 g/l, 30.8 g/, 10.7 g/l ve
6.0 g/l olmustur [39].

Vijayendra ve arkadaslari (2001) Aureobasidium pullulans CFR 77 ile hurma
suyundan yapilan koyu renkli seker kullanilarak, sakkaroz kullanilan sentetik ortamdan
daha fazla miktarda (51.9 g@/l) ve pigmentsiz pullulan elde edildigini ve fermentasyon

suresinin sentetik ortama gore daha kisa oldugunu belirlemislerdir [42].

Pullulan, Hayashibara Biochemical Co. (Japonya) tarafindan hidrolize nisasta

substrati kullanilarak endUstriyel dlgekte Uretilmektedir [3].
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2.3.2. Azot Kaynagi:

Pullulan Gretiminde bir diger dnemli etken ise azottur. Ortamdaki azot kaynaginin
hem cesidi hem de konsantrasyonu kuiflerin (rettigi hicre disi polisakkaritlerin

sentezlenmesinde ¢ok énemli bir rol oynamaktadir.

Aureobasidium pullulans ile kesikli yontemle polisakkarit tretimi Gizerinde NH,4*
ve diger azot kaynaklarinin etkileri konusunda cesitli calismalar yapilmistir. Azotun
ortamdaki mevcudiyeti kif tarafindan polisakkarit biyosentezinin baslangici agisindan
O6nemlidir. Fakat ortamdaki azot konsantrasyonu belli bir seviyeyi gectiginde pullulan
dretiminin azaldigi belirtilmistir. Genellilkle polisakkaritlerin sadece azotun kisitlandigi
kosullarda Uretildigi ve ortamdaki yiksek miktardaki azotun hlcre disi polisakkarit Gretimini

baskiladigi ve aksine biyomas olusumunu tesvik ettigi kabul edilmektedir [1, 43, 44].

Catley (1971), Aueobasidium pullulans ile pullulan sentezinin sadece ortamdaki
amonyum’un tikenmesinden sonra meydana geldigini gostermistir. Yapilan pek ¢ok
calisma Catley’'nin bu go6rGsini desteklemis ve amonyum iyonunun kisitlanmasinin
pullulanin elde edilmesi i¢cin édnemli oldugu ispat edilmistir. Bu tlr ¢alismalar; ortamdaki
azotun durumundaki degisikliklere bagh olarak pH’nin siklikla degistigini ve bunun pullulan
sentezinde ¢ok 6nemli bir faktér oldugunu gdstermistir. Fakat pullulan Gretimindeki bu
etkinin hiicre morfolojisini etkileme yoluyla gergeklestigi ve bu nedenle dolayli yoldan oldugu

savunulmustur [1, 6, 7, 8, 37].

Catley’in bulgulari, ¢alismalarinda surekli karistirmali tank tipi biyoreaktdr
kullanan Seviour ve Kristiansen (1983) tarafindan da dogrulanmistir. Yiksek amonyum
konsantrasyonlarinda, karbon akisinin polisakkarit Gretimi yerine biyomas olusumu yéninde
isledigi ifade edilmistir. Ayrica amonyum miktarinin artmasinin polisakkarit Gretimini inhibe

etmekle kalmayip, lag fazini uzattigi da belirtilmistir [7, 8].

Auer ve Seviour (1990) sirekli karnigtirmali tank tipi biyoreaktér kullanarak

yaptiklari calismada azot kaynaginin hem c¢esidinin hem de konsantrasyonunun
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mikroorganizma tarafindan azotun 6zumsenmesiyle ilgili anahtar enzimatik sistemlerin
dizenlenmesinde 6nemli bir rol oynadidi ileri sirmuglerdir. Bu nedenle belirli hicre igi
metabolitlerin havuzunun etkilendigini ve karbon akisinin biyomas Uretimi yada polisakkarit

sentezi dogrultusunda olugunun buna goére belirlendigini ifade etmiglerdir [1].

Reed-Hammer ve West (1994) kompleks azot kaynaklarinin pullulan dretimi
Uzerindeki etkilerini incelemislerdir. Karbon kaynagi olarak sakkaroz veya misir surubu
kullanildijinda kompleks bir azot kaynadi olarak soytonun kullaniimasi sonucu her iki

karbon kaynaginda da yiksek pullulan Gretimi saglandigini belirtmislerdir [39].

Aureobasidium pullulans ile hicre disi polisakkarit Uretiminde azotun roli
Uzerinde sUrekli ydontem kullanilarak yapilan cesitli calismalar da mevcuttur. Sabit seyreltme
hizi (D) 0.075 h-1 ve pH 4.5te amonyum iyonu konsantrasyonu arttik¢a pullulan GOretim

miktari azalmistir [37].

2.3.3. pH Kaynagu:

Aureobasidium pullulans ile polisakkarit sentezinde kaltir pH’si da énemlidir.
Kiltir pH’si organizmanin morfolojisi (zerinde etkili olarak, polisakkarit Gretiminini de
etkilemektedir. Bu degiskenler birbirleriyle etkilesmekte ve bu degiskenlerin polisakkarit

dretimi Gzerindeki ayri ayri etkilerinin belirlenmesini de zorlastirmaktadir.

Yiksek pH degerlerinde, glukozun dncelikle biyomas Uretimi igin kullanildigi ve
sadece ileri bir asamada ve daha dugsik bir pH degerinde polisakkarit sentezinin
gerceklestigi ilk defa Catley (1971) tarafindan saptanmistir. pH degeri 7.4'te sabit
tutuldugunda, Uretilen polisakkarit miktari pH’nin dogal bir sekilde diismesine oranla %20
civarinda daha distk olmustur. Ono ve digerleri (1977) tarafindan calkalamali kiltlrde
disUk pH’sinin (2.5) polisakkarit sentezini inhibe ettigi gdsterilmis ve ayni arastirmacilar
Catley’in bulgularini biyoreaktér kullanarak dogrulamislardir. Bununla beraber pH’y1 3.5’ten
6.5’e yukseltmenin, blyik olasilikla morfolojiyi etkileyerek polisakkarit verimini arttirdigi da
belirtilmistir [7, 8, 29, 37].
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Goksungur ve ark. (2004), karbon kaynagi olarak pancar melasi ve sentetik ortam
kullanarak gerceklestirdikleri pullulan Gretiminde 4.5-8.5 arasi farkli ortam pH’lar
denemiglerdir. Elde ettikleri sonuglarla pH’in 7.5’e kadar artmasiyla pullulan ve polisakkarit

konsantrasyonlarinin arttigini fakat biyomasin azaldigini belirlemislerdir [14].

Lacroix ve arkadaslan (1985) tarafindan baslangi¢ kiltir pH’si olarak pH 2.0
segildiginde hi¢c pullulan GOretilmedigi ve maksimum verimin pH 5.5'te elde edildigi
saptanmistir. Bu sonuglar, yiksek oranda biyomas Uretilmesi i¢in pH 2.0’da baslatilan ve
daha sonra pullulan sentezi i¢in pH 5.5°e yukseltilen iki basamakli bir fermentasyonun
gelistirilmesi igin kullaniimistir. Bu fermentasyon sisteminin kullanilmasiyla fermentasyonun
aseptik olmayan kosullarda da yapilabilecegi belirtiimistir. Buna gére, fermentasyonun ilk
asamasinda c¢ok distk pH degerleri nedeniyle kontaminasyon riski bulunmamaktadir.
Fermentasyonun ikinci asamasinda ise Aureobasidium pullulans KkultGrlerinin ortamda
yiksek konsantrasyonlar halinde bulunmasi nedeniyle kontaminasyon riskinin dnemsiz

seviyelere indirilebilecegdi 6ne strtimastir [21].

(NH,4)2..SO4dan daha baska bir azot kaynagi, 6rnegin glutamat kullanildiginda
biyoreaktdrde pH kontroll ile Aureobasidium pullulans'in pH 2.5'te de, daha yiksek pH
degerlerindeki kadar polisakkarit sentezledigi Auer ve Seviour (1990) tarafindan

belirlenmistir [37].

Sirekli  kiltirde ise, Aureobasidium pullulans ile en ylUksek polisakkarit
oranlarinin pH (4.5) ve 0.075 h-1 sabit seyreltme hizinda (D) elde edildi§i McNeil ve
digerleri (1989) tarafindan belirtilmistir [39].

Optimum pH konusunda literatiirdeki farkli sonuglar mikroorganizmanin farkli
suglarinin kullaniimasindan, substrat kompozisyonundan (azot kaynaginin cinsi ve miktari

vb.) ve ¢alismalarda kullanilan farkli fermentasyon sistemlerinden kaynaklanmaktadir.
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2.3.4. Oksijen Kaynagi ve Havalandirma:

Pullulan dretimindeki bir diger dnemli faktér ise havalandirmadir. Bilindigi gibi
Aureobasidium pullulans kifl aerobik bir mikroorganizmadir, bu nedenle de ortamin
optimum sekilde havalandirilmasi gereklidir. Fermentasyon sirasinda Grin olusumu ile
ortam reolojisi belirgin bir bicimde etkilenerek ylUksek viskoz ve Newtonian digi duruma
gelmektedir. Bu nedenle hicre disi polisakkarit fermentasyonlari sirasinda oksijenin

kullanilabilirligi degismektedir.

Havalandirma, kitle transfer dzelliklerini gelistirerek mikroorganizma hicrelerinin
gelismesi ve performanslari i¢in yararl olabilmektedir. Ortamin havalandiriimasi hiicrelerin
oksijen ihtiyacini karsilamasinin yani sira Uretim ortaminin daha iyi karismasini saglayarak,
hiicre i¢i ve disi arasindaki konsantrasyon oranlarini korumayi saglar. Bu konsantrasyon
oranlari her iki dogrultuda caligsarak daha iyi bir difiizyonla hiicrelerin yeterince seker ve
diger besin elementlerini almalarini saglarken, hiicrelerin mikro ¢evrelerinden katabolizma

sonucu olusan yan Urlnlerin ve gazlarin da uzaklagsmasini kolaylastirir [36].

Imsheketskii ve digerleri (1981) ¢6zUnmis oksijen konsantrasyonunu hassas
olmayan yéntemlerle belirledikleri bir calisma sonucunda, yiksek miktarda oksijen aliminin
bazi suslarda pullulan miktarini azalttigini belirtmiglerdir. Rho ve digerleri (1988) ise tam
aksine ylUksek oksijen transfer oranlarinin ylksek miktarda pullulan elde edilmesini
sagladigini belirtmistir. Yapilan her iki ¢calismada da calkalamal kiltar kullanilmistir, pH
kontroll yoktur ve kuiltirlerin azot kisittamasi 6zellikleri belirlenmemistir. Ayni ¢alisma
biyoreaktérde fakat yine pH kontroli olmadan tekrarlandiginda ise en iyi polisakkarit
veriminin disik ¢dézinmuls oksijen miktarinda (%10) elde edildigi bulunmustur. Birbirinden
cok farkli oksijen kultle transferi &6zellikleri gdstermeleri nedeniyle ve organizma igin
tamamiyle farkh fiziksel ¢evreler sunduklari i¢in ¢alkalamal kiltirde elde edilen sonuglarla,

gelismis bir biyoreaktérde elde edilen sonuglarin karsilastiriimasi oldukga zordur [37].

Wecker ve Onken (1991) ise yaptiklari ¢alismada, disik ¢6zinmis oksijen
miktari ve disik kayma kuvvetleri kombinasyonunun tek hicreli yapr olusumunu

destekledigini ve en vyiksek polisakkarit veriminin bu kosullarda elde edildigini
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belirlemiglerdir. Gibbs ve Seviour (1996) tarafindan da karistirici hizinin arttirilmasi ile

pullulan konsantrasyonunun azaldigi ifade edilmistir [35].

Dunfresne ve digerleri (1991) biyoreaktér icindeki basinci arttirarak (0.5 Mpa)
daha yiksek bir ¢ézinmuis oksijen miktari elde etmis ve azot kisitlamali kosullarda artan
havalandirmanin pullulan miktarini arttirdigini belirlemiglerdir. Fakat bu basincin Gzerindeki
basinglarda biyomas biyUk topaklar olusturmus ve pullulan ve biyomas miktarlar

dismastar [37].

Roukas ve Liakopoulou-Kyriakides (1999) melas ile kanstirmali tank tipi
biyoreaktér kullanarak yaptiklari  calismalarinda, polisakkarit konsantrasyonunun
havalandirma hizinin artmasi ile arttigini ve optimum havalandirma hizinin 1 vvm oldugunu
ifade etmiglerdir. Polisakkarit Uretimindeki bu artisin ¢déznmuls oksijen ve biyomas

konsantrasyonlarinda olusan artis sonucunda meydana gelebilecegini belirtmislerdir [35].

Roukas ve Mantzouridou (2001) pullulan Gretiminde hava kadirmali biyoreaktér
kullanarak pullulan dretiminde havalandirma hizinin etkisini incelemigler ve maksimum

pullulan dretiminin 2 vvm havalandirma hizi ile saglandigini belirlemiglerdir [36].

McNeil ve digerleri (1989) slrekli karistirmali tank tipi reaktérde yaptiklar
calismada 300 rpm karistirma hizini ve 1 vvm havalandirma hizini kullanmislardir. Youssef
ve digerleri (1999) ise yine surekli karistirmali tank tipi reaktérde ¢alismis ve karistirma hizi
olarak 650 rpm, havalandirma hizi olarak ise 3 1/dak. (6 1 ¢alisma hacmi) kullanmiglardir.
Schuster ve arkadaslari (1993) sirekli kanistirmali tank tipi reaktérde 400 rpm karistirma

hizi ve 1 vvm havalandirma hizi ile calismislardir [39, 44].

Moscovici ve digerleri (1993) sirekli karistirmali tank tipi biyoreaktdr kullanarak
yaptiklari ¢alismada fermentasyonun ilerleyen asamalarinda karistirma ve havalandirma
hizlarini arttirmiglardir. Karistirma hizi 400 rpm’den 900 rpm’e kadar, havalandirma hizi ise
0.6 vvm’den 1.9 vvm’e kadar arttinlmistir. Fermentasyon ilerledikce karistirma ve

havalandirma hizlarinin énemli él¢ciide arttirlmasina karsin, ortamdaki ¢ézinmus oksijen
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konsantrasyonunun ¢ok disik oldugunu belirlemislerdir. Bu nedenle oksijen ihtiyacinin ¢gok
fazla oldugu ve kullanilan karistirma ve havalandirma hizlarinin organizmanin oksijen

ihtiyacini yeterince karsilayamadigi sonucuna varmislardir [39].

2.3.5. Sicaklik:

Aureobasidium pullulans ile pullulan Uretiminde sicaklik ¢ok dnemli bir etken

olmasina karsin, sicakhigin etkisi ile ilgili cok az ¢alisma bulunmaktadir.

Ueda ve digerleri (1963) pullulan Uretiminin 25°C’de 30°C’dekinden daha ylksek
oldugunu ifade etmislerdir (West and Reed-Hammer, 1993). McNeil ve Kristiansen (1990)
kesikli ve sirekli yontemlerle yaptiklari ¢alismada optimum pullulan Gretimini 24°C’de

gerceklestirmiglerdir [37].

West ve Reed-Hammer (1993) karbon kaynagi olarak misir surubu yada
sakkarozu kullandiklarinda her iki substratla da pullulan Gretimi i¢in optimum sicaklik

degerinin 26°C oldugunu belirtmislerdir [43].

Literatlr incelendigi zaman, bitin suslarda yiksek pullulan Oretimini saglayan
belirli bir kiltdr kosulu olmadigi anlasiimaktadir. Ayni zamanda, yiksek biyomas Uretimi her

zaman yiksek polisakkarit verimleriyle paralel degildir.

Aureobasidium pullulans ile pullulan tretiminde bazi sorunlarla

karsilasiimaktadir. Bu sorunlar:

e Melanin pigmenti olusumu
* Fermentasyon ilerleyisine gére pullulanin molekll agirhdinin degismesi
* Yiksek seker konsantrasyonunun (>%5) neden oldugu inhibitér etki

*  Pullulanin ¢oktirilmesi ve geri kazanilimasi ile ilgili yiksek maliyetler
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Mikroorganizma susunun gelistiriimesiyle ilk iki problemin Ustesinden
gelinebilmektedir. Yiksek molekiler agirlhkli pullulan Greten yeni bir Aureobasidium
pullulans susu bildirilmistir [29, 44]. Shabtai ve Mukmenev (1995) iki basamakl bir
fermentasyon sistemi kullanarak Aureobasidium pullulans (ATCC 42023) ile pigmentsiz
pullulan Uretimi Gzerinde c¢alismistir. Bu calismada, kiltir morfogenetik olarak maya

Ozellikleri gosteren hiicreler seklinde tutuklanmig ve pigment olusumu engellenmistir [39].

West ve Strohfus (2001) tarafindan pigment olusumunun azaltildigi ve pullulan
dretiminin arttinldigi ve bu sekilde ticari pullulan Gretiminde avantaj saglayabilecek bir sus
izole edildigi belirtilmistir [39].

Diger iki problemin ¢6zima icin ise pullulanin ¢okeltime ve geri kazanim
maliyetlerinin digUrtlmesi ve ylksek pullulan miktarlarinin elde edilmesine ihtiya¢ vardir. Bu

nedenle farkli fermentasyon sistemlerinin incelenmesi gereklidir [39].

Shin ve arkadaslann vyar slrekli sistem kullanilarak ylksek seker
konsantrasyonunun inhibitér etkisinin engellenebilecegini ve daha yiksek pullulan
miktarlarinin elde edilebilecedini belirtmiglerdir. Fakat Youssef ve arkadaslari tarafindan
yapilan A.pullulans ile pigmentsiz pullulan Gretimi konusunda kesikli ve yari sirekKli
sistemlerin karsilastinldigi ¢alismada, kesikli sistemin yari strekli sisteme gore daha iyi bir

fermentasyon sistemi oldugunu ortaya konmustur [39].

Schuster ve arkadaslan kesikli ve sirekli ydontemlerin karsilastirildigi bir calisma
yapmislar ve sirekli yéntemde kesikliye gére iki kat daha fazla Orin elde etmislerdir.
Goksungur ve arkadaslan A.pullulans P56 susu ile sentetik ortam kullanilarak karistirmali
tank tipi biyoreaktérde pullulan Gretiminin cevap ylizey ydntemi ile optimizasyonu Gzerinde
calismiglardir. Deneysel verileri kullanarak bir matematik model olugsturmuslar ve bu model
yardimiyla proses igin optimum kosullar olan 51.4 g/L baglangi¢ seker konsantrasyonunda
2.36 vvm havalandirma ve 345.3 rpm karistirma hizinda, 17.2 g/L konsantrasyonunda

pullulan elde etmiglerdir [41].
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immobilize edilmis A.pullulans hiicreleri ile pullulan (retimi konusunda degisik
¢alismalar yapiimistir. A.pullulans hicreleri zeolit (aliminyum silikat) Gzerine adsorpsiyonla
immobilize edildiginde en yuksek pullulan Uretiminin pH 4.0 ve 5.0'da tutuklanmig
hiicrelerle, en distk pullulan Gretiminin ise pH 2.0 veya 2.5’te tutuklanmis hiicrelerle elde
edildigi belirtilmistir [40, 41].

Aureobasidium pullulans hicrelerinin iyon degistirici regine trietilaminoetil-selliloz,
dietilaminoetil-sellloz ve fosfoselilloz (zerinde tutuklanmasi konusunda da calisiimistir.
Trietilaminoetil-sellloz Gzerinde tutuklanan hicreler ile pH 2.0'da elde edilen pullulan

miktarinin digerlerinden biraz daha fazla oldugu bulunmustur [40, 41].

Aureobasidium pullulans hicrelerinin diatome toprak ve dietilaminoetil-seltloz
Uzerine adsorpsiyon ile tutuklanmalan karsilastirildiginda ise diatome toprak U(zerinde

tutuklanan hacrelerde pullulan Uretiminin daha fazla oldugu belirtilmistir [39, 41].

Urkit ve arkadaslari, kalsiyum alijinatta immobilize edilmis A.pullulans P56 susu
ile sentetik besiyeri ortaminda kesikli ve tekrarlanan kesikli fermentasyon sistemlerini

kullanilarak pullulan Gretimini arastirmiglardir [41].

Benzer calismada Goksungur ve digerleri (2003), fermentasyon ortamindaki
pullulan oranini toplam polisakkaritin %84.5’i kadar oldugunu bulmus, tekrarlanan kesikli
Uretimlerde kalsiyum aljinat boncuklari 6 defa énemli aktivite kayiplari ve deformasyon
olmadan kullanmiglardir. Fermentasyon parametreleri, cevap ylzey ydontemi kullanilarak
optimize edilmis ve proses icin belirlenen optimum kosullarda (pH 7.31, karistirma hizi
191.5 rpm, inkibasyon siresi 101.2 saat) 21.07 g/L maksimum pullulan konsantrasyonu
elde edilmistir [14, 39].

Ticari olarak pullulan UGretiminde, dekstroz esdegeri 40-50 olan %10-15
konsantrasyondaki nisasta hidrolizati, pepton, fosfat ve bazi tuzlar Gretim ortami olarak
kullaniimaktadir. Baslangi¢ ortam pH’si 6.5'tir. Fermantasyon boyunca 6zellikle ilk 24 saat
pH giderek dismekte ve son pH yaklasik 3.5 olmaktadir. Kiltir gelisimi maksimum 75 saat
icinde meydana gelmekte ve optimum pullulan verimi vyaklagik fermentasyonun
100.saatinde goriimektedir [39].
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Hayashibara Biochemical Co., yilda yaklasik 300 ton pullulan CGretimi
gergeklestirmektedir. Gidada kullanima uygun olan pullulanin Japonya’daki satis fiyati

20%/kg, ilacta kullanima uygun olaninin fiyati ise 25%/kg civarindadir [3].

2.4. Pullulanin Elde Edilmesi

Alt akim (ayirma ve saflastirma islemlerinde, fermentasyon ortamindan saf
biyopolimer elde edilmesi amaclanmaktadir. Bu amag i¢in yapilan asamalar; fermentasyon
sonrasl ortamdan hiicre ayrilmasi, fermentasyon siresince olusan, pullulan Gretiminde en
dnemli engel olan melanin pigmentinin uzaklastiriimasi ve polimerin uygun bir ¢ézgenle
¢dzllmesidir [40]. Biz calismamizda melanin Gretmeyen mutant bir sus kullandigimiz igin

melanin pigmentinin olusturdugu sorunlarla karsilasmayacagiz.

Seihr, (1981) sismis hicrelerin klamidosporlara dénistigd fermentasyonun son
asamalarinda melanin pigmentinin hlicre i¢i ve hicre disi sentezlendigini belirtmistir [40].
Melanin pigmentinin olusumu ve ayrilmasi i¢in gerekli alt akim islemleri, mikroorganizma
susunun gelistiriimesiyle elimine edilebilmektedir. Shabtai ve Mukmenev (1995), iki
basamakli fermentasyon sisteminde Aureobasidium pullulans kullanarak pigmentsiz
pullulan Gretimi ile ilgili galisma yapmislardir. Bu g¢alismada, kultir morfogenetik olarak
maya Ozellikleri gbésteren hlicreler halinde tutuklanmis ve pigment olusumu engellenmistir
[40].

Pullulan, genellikle hicrelerin ayrilmasindan sonra fermentasyon ortamindan,
etanol ya da metanol kullanilarak c¢oktirmeyle geri kazaniimaktadir. Bununla beraber,
¢bkelen maddedeki pullulanin  safligi fermentasyon igin kullanilan substrata gore
degisebilmektedir. Genellikle pullulan Gretiminde ikinci bir Grin olarak melanin pigmenti
olusumuna rastlanmaktadir ve pullulanin renginin aktif karbonla ac¢ilmasina ihtiyag
duyulmaktadir. Goktardlen pullulanin beyaz kati seklinde olmasi gida ve ilag endUstrisinde

ticari olarak kullanilabilmesi icin dnemli bir dzelliktir.
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Polisakkaritlerdeki pullulan igeriginin belirlenmesi genellikle elde edilen
polisakkaritlerin pullulanaz ile hidrolizinin ardindan elde edilen maltotriozun kromotografi,
spektrofotometri veya diger metotlar kullanilarak saptanmasi ve hesaplanmasiyla

yapiimaktadir.

Fermentasyondan sonra elde edilen ham pullulanin ticari olarak kullanilabilmesi
icin ¢esitli alt akim islemlerinden gegirilerek saflastiriimasi gereklidir. Bunun i¢in pullulanin
kullanilacag! alana gbére farkli islemler uygulanmaktadir. Pullulanin gida sanayinde
kullanilabilmesi icin, fermentasyon sonrasinda elde edilen pullulan aktif kémdar ile muamele
edilerek renksiz hale getirilir ve konsantre edilir. Ardindan puaskirtmeli kurutmayla yada
dondurularak kurutulur ve toz hale getirilir. ilag endistrisinde ve film yapiminda kullanilan
pullulan ise benzer bir ydntemle muamele edilir. Fakat renksizlestirme isleminden dnce alkol
fraksinasyonu veya membran filireyle saflastirma, renksizlestirmeden sonra ise
desalinasyon islemi gibi bir takim ilave islemler uygulanir. Endistriyel yapistirici, dispersant

ve koagulant i¢in ise hem pullulan konsantre edilir, kurutulur ve toz haline getirilir.

Yukaridaki bilgiler 1s1ginda biz galismamizda Aureobasidium pullulans P56 sugu ve
Kluyveromyces marxianus NRRL-Y-1165 sugslarinin co-culture ile indlin iceren ortam

kullanilarak pullulan biyopolimerinin tretimi hakkinda arastirma yapilmigtir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Mikroorganizma

Calismalarda mikroorganizma olarak Dog¢. Dr. Yekta Goéksungurdan ( Ege
Universitesi Gida Mihendisligi Bélim{) temin edilen Aureobasidium pullulans P56
kullaniimigtir. Aureobasidium pullulans P56 susu melanin Oretmeyen mutant bir sustur.
Mikroorganizma PDA (Potato Dextrose Agar) Uizerinde +4°C’de saklandi ve her 3 haftada
bir taze ortama ekim yapilarak kiltir yenilendi. Taze ortama ekilen mikroorganizma 28°C’de

2 giin boyunca gelistirildi.

Calismalarda ikinci mikroorganizma olarak Ege Universitesi Ebiltem’den temin
edilen Kluyveromyces marxianus NRRL-Y-1165 susu kullanilmistir. Kluyveromyces
marxianus inllini parcalayan indlinaz enzimini salgilayan bir sustur. Mikroorganizma YM
agar ( Yeast-Malt Agar) tzerinde +4°C’de saklandi ve her 3 haftada bir taze ortama ekim
yapilarak kdltir yenilendi. Taze ortama ekilen mikroorganizma 30°C’de 24 saat boyunca

gelistirildi.

3.1.2. Substrat

Calismalarda Uretim ortami olarak indlin iceren ortam kullanildi. Oncelikle
mikroorganizmanin gelistirilmesi icin kaltdr ortami hazirlandi. Bu ortamin kompozisyonu
sentetik Gretim ortamin kompozisyonuna benzemekle birlikte, kosullar mikroorganizmanin
gelistirilmesi i¢cin uygun sekilde ayarlandi. Kiltir ortaminda mikroorganizma gelistirildi ve
daha sonra Uretim ortamlarina asilandi. inilin Artisan Gida San. Ve Tic. A.S. istanbul

fabrikasindan temin edildi.
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3.2.

Metotlar

3.2.1. Substratlarin Hazirlanisi

Aureobasidium pullulans P56 susu i¢in kiltr ortami kompozisyonu (g/ 1): sukroz
30 (Merck-107651), (NH4).SO, 0.6 (C.Erba-420777), maya ekstrakti 0.4 (Oxoid-
LP0021), K;HPO,4 5.0 (Merck-105101), MgS04.7H20 0.2 (Emir Kimya) ve NaCl 1.0
(Sigma- S5886) (pH= 5.5) (Youssef et.al., 1999) [44].

Kluyveromyces marxianus NRRL-Y-1165 susu igin kiltir ortaminin kompozisyonu
(g/ 1): sukroz 20 (Merck-107651), NH,Cl 1.5 (Merck-101145), maya ekstrakti 5.0
(Oxo0id-LP0021), KoHPO,4 5.0 (Merck-105101), MgS04.7H20 0.65 (Emir Kimya) ve
KCI( Merck-104938 ) 1.0 (pH= 6.5) (Mazutti et.al., 2010) [27].

Sentetik Uretim ortaminin kompozisyonu (g/ 1): indlin 50, (NH,).SO, 0.6 (C.Erba-
420777), maya ekstrakti 0.4 (Oxoid-LP0021), K,HPO, 5.0 (Merck-105101),
MgS04.7H20 0.2 (Emir Kimya) ve NaCl 1.0 (Sigma- S5886) (pH= 7.5) (Youssef
et.al.,, 1999 ve Chul et.al., 1989) [9, 44].

Substart konsantrasyonunun pullulan Gretimine etkisini incelemek icin ise 30,

50 ve 70 g/l sakkaroz igeren sentetik Uretim ortamlari hazirlandi.

Kullanilan dretim ortamlari ve kulltir ortami gerekli pH ayarlamalarindan

sonra 1.5 atm basincta, 121°C’de 20 dakika slresince sterilize edildi.

3.2.2. DNS Hazirlanisi

1 gr dinitrosalisilik asit (DNS) (Aldrich-D0550) 50 ml su iginde ¢6zindlrilda.

Daha sonra 30 g Na-K tartarat (Fluka-60410) ilave edilmis ve manyetik karistiricida
karistiriidi. 20 ml 2 N NaOH (J. T. Baker-0450) ilave edildikten sonra son hacim distile su ile
100 ml'ye tamamlandi [28].
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3.2.3. Pullulan Uretimi

Pullulan Gretimi sicaklik kontrolli ¢alkalamali inkibatérde (Wise Cube& WIS-20)
200 rpm c¢alkalama hizinda ve 28°C sicaklikta gergeklestirildi. Sekil 3.1’te gdsterilen
calkalamali inkUbatérde, icerisinde genellikle 50 ml Gretim ortami bulunan 250 ml'lik erlenler
kullanildt.

Sekil 3.1. Uretim ortamlarinda Aureobasidium pullulans ve Kluyveromyces

marxianus suslarinin geligtiriimesi

Oncelikle PDA (izerindeki Aureobasidium pullulans P56 mikroorganizmasi ze ile
iki 6ze dolusu alinarak hazirlanan kiltdr ortamina asilandi ve 200 rpm calkalama hizinda
28°C sicaklikta 48 saat boyunca mikroorganizmanin gelistiriimesi saglandi. Daha sonra YM
agar (Gzerindeki Kluyveromyces marxianus NRRL-Y-1165 mikroorganizmasi 6ze ile
hazirlanan kultir ortamina asilanarak 200 rpm calkalama hizinda 30°C sicaklikta 24 saat
boyunca mikroorganizmanin gelistiriimesi saglandi. Kuiltir ortamlarinda gelistirilen
mikroorganizmalar, fermentasyon baslangicinda aseptik kosullarda % 5 (v/v) oraninda,
dretim ortamina inokile edildi. Fermentasyon slresince her 24 saatte bir 6rnek alinarak

biyomas, polisakkarit, indirgen seker ve pullulan miktarlari belirlendi.
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Sekil 3.2. Calkalamal inkibatér ve spektrofotometre

3.2.4. Analiz Yontemleri
3.2.4.1. Kuru hiicre agirligi

Fermentasyon sivisindan alinan 1,5 ml érnek 8000 g’de 10 dakika santrifij edildi
ve saf su ile iki defa yikandi. Yikanan hiicreler 80°C’de sabit tartima kadar kurutularak kuru
hicre agirhdi belirlendi.

3.2.4.2. Mikrobiyal polisakkarit

Sekil 3.3'de fermentasyon sivisindaki polisakkarit miktarini tayin etmek igin
kullanilan yéntem verilmistir. Biyomasi ayrilan fermentasyon sivisina 2 hacim etanol ilave
edildi ve +4°C’de 1 saat bekletilerek polisakkaritlerin ¢cdkmesi saglandi. Filtrasyon islemi ile
ayrilan polisakkarit kismi 80°C’de sabit tartima kadar kurutularak mikrobiyal polisakkarit
miktari belirlendi.
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3.2.3.3. Pullulan tayini

Uretilen polisakkarit icindeki pullulan miktarinin belirlenmesi igin ise, elde edilen
polisakkarit 0.05 M sodyum asetat (pH 5.0) ile 10 mg/ml oraninda ¢6zldi. 1ml érnege, 10
pl Pullulanaz (Promozyme, Novo) ilave edilerek 25°C’de 21 saat inkibe edildi (Leathers
et.al., 1988) [24]. Enzim ayni konsantrasyondaki bir pullulan (Hayashibara Biochemical Co.)
drnegine de ilave edilmistir. indirgen seker analizi ile glukoz indirgen esdegerleri saptandi

ve bu bilgi kullanilarak érnekteki gercek pullulan igerigi belirlendi.

3.2.3.4. indirgenen seker

indirgen seker miktarinin saptanmasi igin, uygun oranda seyreltme yapildiktan
sonra dinitrosalisilik asit (DNS) yéntemi (Miller, 1959) kullaniimistir [28]. Buna gére
genellikle glukoz iceren standart c¢dzeltiler hazirlandi ve okumalar spektrofotometrede
(Varian 50bio UV-Visible Spectrophotometer) 540 nm dalga boyunda vyapildi. Ek
aciklamalar Sekil A.1’de indirgen seker miktarlarini belirlemek i¢in kullanilan absorbans-

konsantrasyon grafigi ve denklemleri érnek olarak verilmistir.

3.2.3.5. pH

Calismalarda pH okumalari pH metre ile yapiimistir.

35



Fermentasyon sivisi

v

Santrifiigasyon
(8000¢g / 10 dak.)
v
Yikama (X2)
—> Biyomas
v
Sivi1 kisim
P 2 hacim etanol
v
Bekletme

(+4°C/ 1 saat)

v
Santrifiigasyon

(8000¢/ 10 dak.)

A 4
Kurutma

(80 °C/ 1 gece)

A 4
Polisakkarit

Sekil 3.3. Mikrobiyal polisakkarit iiretim semasi
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Uretimin ilk asamasinda calkalamali kiltirler kullanilarak sentetik Gretim ortamin
polisakkarit, biyomas miktarlarinin karsilastirlmasi ve en iyi sonuclarin elde edildigi
ortamlarin pullulan igerikleri incelenmistir. ikinci agsamada ise en iyi pullulan (ireten ortamin
farkh substrat konsantrasyonlari, farkh baslangic pH ve farkh sicaklik degerlerinin, farkl
azot kaynaklarinin ve nitrojen kaynaklarinin konsantrasyon degerlerinin pullulan Gzerindeki

etkisi hakkinda bilgiler karsilastiriimistir.

Maksimum polisakkarit Gretimi 28°C sicaklikta pH 7.5'de elde edilmistir. En iyi
Uretim fermentasyonun Uglnct gininde elde edilmistir. K.marxianus ve A.pullulans ‘in es
zamanl inokulasyonlarindan elde edilen pullulan miktarina gére K.marxianus’'un gecikmeli
inokulasyonunun pullulan miktarini arttirdigi gérilmusttr. Maksimum polisakkarit ve pullulan
aretimi, A.pullulans'in 10 saatlik dnct klltirasyonundan sonra K.marxianus'un inoklle
edildigi zaman gerceklesmistir. K.marxianus ve A.pullulans ‘in es zamanl inokulasyonunda
Kluyveromyces marxianus dominant karakter gosterip Aureobasidium pullulans’in hiicre
gelisimini engelledigi goéridimustir. Kluyveromyces marxianusin gecikmeli inokllasyonu
yapildigi zaman Aureobasidium pullulans populasyonunda ve polisakkarit Uretiminde artis

oldugu goralmastar.

inokulum Uretilen Uretilen pullulan Olusan biyomas
saatleri (30°C, | polisakkarit miktari (mg/ml) miktari (g/1)
1gln, pH 7.5) miktari (g/1)
Es zamanli 2.78 0.74 1.31
8 3.40 0.93 0.83
9 4.22 1.07 0.97
10 5.65 1.26 1.36
11 5.33 1.19 1.24
12 5.18 1.10 1.11

Cizelge 4.1. inokulum saatlerinin pullulan tretimine etkisi
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4.1, inkiibasyon Siirelerinin Polisakkarit ve Pullulan Uretimine Etkisi

Aureobasidium pullulans P56 ve Kluyveromyces marxianus NRRL-Y-1165
suslarinin  karsik kdltdrleri ile indlin igceren ortamdan pullulan Uretiminde optimum
inklibasyon siresinin bulunmasi igin galkalamali inkibatérde pH 7.5 ve 30°C sicaklikta 6

gln boyunca denemeler yapilmistir.

30,00
25,00 ’——./.
20,00
—&— pullulan
15,00 - (g/L)
—— polisakkarit
10,00 - (g/L)
biomas (g/L)
5,00 -
0,00 \ \ \ \
lgin 2gin 3gin 4gin 5 gin

Grafik 4.1. inkiibasyon sirelerinin polisakkarit ve pullulan Gretimine etkisi

Deneysel verilerimiz Grafik 4.1’de verilmistir. Goraldigu gibi en fazla polisakkarit
(28.23 g/l) degeri ile maksimum biomas olusumu (9.29 g/l) 5.gtiinde ve maksimum pullulan

(15.51 g/l) Uretimi 3.glinde elde edilmigtir.

Vijayendra ve arkadaslari (2001) optimal pullulan Uretiminin 72. saatte oldugunu
belirtmislerdir. Roukas ve Liakopoulou-Kyriakides (1999) optimum polisakkarit Gretiminin
120. saatte oldugunu belirtmislerdir. Farkl fermentasyon periyod zamanlarinin ¢gikmasinin
sebebini; farkl tdr tipleri, farkli fermentasyon ortam igerigi, farkli kdltir kosullarinanin
kullanilmasindan dolay! oldugunu belirtmislerdir. Biomasin deney periyodunun sonlarina
dogru artis gosterdigini belirtmislerdir [35, 42].

Goksungur ve arkadaslan (2003) tarafindan Aureobasidium pullulans P56 susu ile
calkalamali inklbatdér kullanarak sentetik ortamda Uretilen maksimum polisakkarit Uretimi
6.glnde 21.6 g/l, maksimum pullulan Gretimi 5.ginde 16 g/l ve maksimum biomas olusumu
ise 6.ginde 9 g/l olarak elde edilmistir. Sirekli karistirmali tank tipi biyoreaktérde elde

edilen polisakkarit, pullulan ve biyomas miktarlari sirasiyla 7.gtinde 20.4 g/l, 4.glinde 6.6 g/l
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6.glnde 9.4 g/l olarak elde edilmistir. Silfurik asit+aktif kdmur ile muamele edilmis melasli
ortamdamdan en yiksek polisakkarit Gretimini (35 g/l) 6.glinde elde ederken, silflrik asit ve
potasyum ferrosiyanlr ile muamele edilmis melaslarda daha az polisakkarit Uretilmis ve
maksimum polisakkarit miktarlari sirasiyla 4.giinde 18 g/l ve 4.ginde 11 g/l olarak elde
etmislerdir [14, 39].

Thomas ve Reed-Hammer (1993) tarafindan sentetik ortam kullanilarak yapilan
galismada Aureobasidium pullulans ATCC 42023 susu ile calkalamal inkibatérde
maksimum 17.08 g/l pullulan Gretilmigtir [39].

Lacroix ve digerleri (1985) sentetik ortami substrat olarak kullanmis ve 50 g/l
baslangi¢ seker konsantrasyonunda ve pH 5,5 degerinde Aureobasidium pullulans 140B ve
2552 suslari ile sirasiyla 15 g/l ve 13 g/l polisakkarit Uretimi elde etmiglerdir. 7-9 g/l biyomas
olustugunu 6ne strmaslerdir. Schuster ve digerleri (1993) ise Aureobasidium pullulans P56

ile sentetik ortamdan 16 g/l polisakkarit Gretmiglerdir [21].

Lazaridou ve digerleri (2002) silfirik asit+aktif kémdr ile muamele edilmis melas
ortaminda Aureobasidium pullulans P56 susu ile ¢alkalamali inkGbatérde 24 g/l pullulan
elde etmislerdir [23].

West ve Reed-Hammer (1993) misir surubu ve sentetik ortam karbon kaynagi
olarak kullanildiginda pullulan Gretiminin en disik oldugu sicaklik degerlerinde biyomas
miktarlarinin en ylUksek oldugunu belirlemiglerdir. Elde edilen en ylksek biyomas miktarlari

misir surubu igin 4.23 ¢/l, sentetik ortam igin ise 4.15 g/l olarak gergeklesmistir [43].

Chul Shin ve digerleri (1989) inllinin substrat olarak kullaniimasi ile 8 g/l, Barnett ve
digerleri (1999) hidrolize patates nisastasi atigi ile 26 g/l biyomas elde etmislerdir. Proteini

alinmis peynir suyundan 10.5 g/l biyomas elde edildigi ifade edilmistir [9, 35].
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4.2. Farkli Sicaklik Degerlerinin Polisakkarit ve Pullulan Uretimine Etkisi

Aureobasidium pullulans P56 ve Kluyveromyces marxianus NRRL-Y-1165
suslarinin karsik kdaltdrleri ile indlin igeren ortamdan pullulan Uretiminde optimum sicaklik
degerinin bulunmasi i¢in calkalamali inkibatérde 3giin, % 5 inllin iceren sentetik ortam ile
pH 7,5 da sicaklik 26°C, 28°C, 30°C, 32°C ve 35°C baslangi¢ degerlerinde denemeler
yapilmigtir.

Farkh baslangic sicaklik degerlerinin pullulan Uretimine etkisi incelendiginde
optimum degerin 28°C oldugu belirlenmistir. Sicaklik degerleri arttikga biyomas
miktarlarinda artis gortlmustir. Deneysel verilerimiz Grafik 4.2'de verilmistir. Gortldiga gibi
en fazla polisakkarit (26.39 g¢/l) degeri 30°C sicaklikta ve maksimum pullulan (17.31 g/l)

retimi 28°C sicaklikta elde edilmistir.

30,00
25,00 ./.,/ R
20,00 ¥
—&— pullulan

15,00 M~ (gL)

7 \\ —m— polisakkarit
10,00 (gL)

e biomas (g/L)

500 4
0,00 _—_—

26°C 28°C 30°C 32°C 35°C

Grafik 4.2. Farkli baslangi¢ sicaklik degerlerinin kullaniimasiyla elde edilen sonuglar

Ueda ve digerleri (1963) pullulan Gretiminin 25°C’de 30°C’dekinden daha ylksek
oldugunu ifade etmiglerdir [43]. McNeil ve Kristiansen (1990) kesikli ve surekli ydntemlerle

yaptiklari ¢calismada optimum pullulan Gretimini 24°C’de gerceklestirmiglerdir [37].

West ve Reed-Hammer (1993) karbon kaynagi olarak misir surubu yada
sakkarozu kullandiklarinda her iki substratla da pullulan Gretimi igin optimum sicaklik

degerinin 26°C oldugunu belirtmislerdir [43].
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McNeil ve Kristiansen (1990) Aureobasidium pullulans ile pullulan Gretimi icin en
6nemli faktérlerden birinin sicaklik oldugunu bildirmistir. En yUksek pullulan Gretiminin
26°C’de gerceklestigini gbézlemlemiglerdir. Pullulanin yiksek sicakliklara karsi hassasiyet
gosterdigini bildirmislerdir [38].

4.3. Farkli Baslangic pH Degerlerinin Polisakkarit ve Pullulan Uretimine Etkisi

Aureobasidium pullulans P56 ve Kluyveromyces marxianus NRRL-Y-1165
suslarinin kargik kdltdrleri ile inllin iceren ortamdan pullulan Gretiminde optimum pH’nin
bulunmasi i¢in ¢alkalamali inkGbatérde 3 gin, % 5 indlin iceren sentetik ortam ile 28°C
sicaklkta pH 4,5; 5,5; 6,5; 7,5 ve 8,5 baslangi¢ degerlerinde denemeler yapilmistir. GUnka
pH; fermentasyon ortamini, mikroorganizmalarin morfolojisini, hicre gelisimini ve pullulan

Uretimini etkiler.
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Grafik 4.3. Farkl baslangig pH degerlerinin kullaniimasiyla elde edilen sonuglar

Farkh baslangic pH degerlerinin pullulan Uretimine etkisi incelendiginde optimum
degerin pH 7.5 oldugu belirlenmistir. Asidik pH (2.5-5.5) degerlerinde polisakkarit ve
pullulan miktari diserken, biyomas miktari artar; artan pH’larda (6.5-8.5) ise polisakkarit ve

pullulan Gretimi yiksek ve biyomas miktari ise disUktir. Deneysel verilerimiz Grafik 4.3'de
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verilmigtir. Gorildiga gibi en fazla polisakkarit (24.12 g/l) ve pullulan (17.31 g/l) Gretimleri
pH 7.5 deg@erinde elde edilmigtir. pH 4.5, 5.5, 6.5 ve 8.5 dederleri sirasiyla 9.3, 15.9, 21.7 ve
22.09 g/l polisakkarit ve sirasiyla 2.7, 7.83, 12.98 ve 15.02 g/l pullulan elde edilmistir.

Cately (1979) pH 1.5’dan 6.5’a kadar 6lgiimler yapmistir. pH 1.5 ile 3.5 arasi en
disUk pullulan sentezi olurken en yliksek biomasin pH 2.5°'da elde edildigini bulmuslardir.
Maksimum pullulan degerini ise pH 5.5’da elde etmiglerdir [39]. Lee & Yoo (1993) en ylksek
pullulan dretimini pH 6.0’ da elde etmistir [45].

Lacroix ve digerleri (1985) sentetik ortamda Aureobasidium pullulans 140B ve
Aureobasidium pullulans 2552 susu ile optimum baslangic pH degerinin 5.5 oldugunu
bildirmiglerdir. Ayrica Aureobasidium pullulans’in oldukga asidik bir pH olan 2.0 degerinde
¢cok iyi bir sekilde gelisebildigini, ancak bu durumda pullulan sentezleyemedigini
belirtmislerdir [21, 45].

Lazoridou ve digerleri (2002) Aureobasidium pullulans P56 susu ile sulfirik
asit+aktif kbmurle muamele edilmis melasl ortamda maksimum pullulan Gretiminin pH 7.0

degerinde gerceklestigini ifade etmiglerdir [23].

Roukas (1999) sdilfirik asit ile muamele edilmis melash ortamda farkh pH

degerlerini karsilastirmis ve optimum pH’nin 6.5-7.5 aralidi oldugunu belirtmistir [35].

Aureobasidium pullulans P56 susu ile proteini alinmis peynir suyu substrat olarak
kullanildiginda optimum baslangi¢ pH degderinin 6.5 oldugu 6ne surllmastir. Bira fabrikasi
atiklarinin substrat olarak kullanildigi ¢alismada da optimum pH degerinin 6.5-7.5 oldugu
ifade edilmistir [33, 34].

Goksungur ve digerleri (2003) sentetik ortamda Aureobasidium pullulans P56 ile
optimum baslangic pH degerinin 7.5 oldugunu bildirmiglerdir. Cheng, Demirci & Catchmark
(2010) en yuksek pullulan Gretimini pH 5.0’ da elde etmistir [39].

Tim bu sonuglar géz 6nline alindiginda, c¢alkalamali klltirde Aureobasidium
pullulans P56 ve Kluyveromyces marxianus NRRL-Y-1165 suslarinin karisik kaltard ile % 5

seker iceren sentetik ortamin kullaniimasiyla (pH= 7.5) pullulan Gretimi konusunda basarili
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bir sonu¢ elde edilebilecedi ortaya ¢ikmaktadir. Pullulan Gretiminin arttiriimasi igin cesitli
parametreler (Uretimi arttirici besin elementlerinin ilavesi, azot konsantrasyonu vb.)

Uzerinde ¢alismalar yapilmasi gerektigi kanisina varilabilir.

Ayrica son yillarda dogal ve yenilenebilir kaynaklardan, mikroorganizmalar
tarafindan Uretilen biyomateryallere olan ilgi giderek yodunlasmistir. Bu tip maddelerden
olan mikrobiyal polisakkaritler bircok mikroorganizma tarafindan hicre digi olarak
dretilmektedir.

4.4. Substrat Konsantrasyonunun Polisakkarit ve Pullulan Uretimi Uzerine Etkisi

Aureobasidium pullulans P56 ve Kluyveromyces marxianus NRRL-Y-1165
suslarinin karsik kiltdrleri ile indlin igceren ortamdan pullulan Oretiminde optimum substrat
konsantrasyon degerinin bulunmasi igin calkalamal inkibatérde 3giin, pH 7.5 ile 28°C

sicakhkta 28 g/l, 49 g/l ve 68 ¢/l inilin iceren baslangi¢ degerlerinde denemeler yapiimigtir.

Artan substrat konsantrasyonunun pullulan dretimini inhibe edici etkisi vardir.
Grafik 4.4’de gorildiga gibi en iyi sonu¢ % 5 seker igeren ortamdan elde edilirken; seker
konsantrasyonu arttikga ( % 7'de) pullulan Gretiminin engellendigi ortaya g¢ikmaktadir.

Yapilan deneylerin sonucu Grafik 4.4’de verilmistir.

30,00 -
25.00
20,00 /\I
./ —o— pullulan
15,00 (L)
10’00 _._ pOlisakkaI’it
\ (g/L)
5.00
0,00
3% 5% 7%

Grafik 4.4. Farkli substrat konsantrasyonlarinin kullaniimasiyla elde edilen sonuglar
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Schuster ve digerleri (1993) tarafindan Aureobasidium pullulans P56 susu ile
calkalamali inkUbatérde % 5 seker iceren sentetik ortam kullanarak 0.19 g/I/h hacimsel

verimlilik degeri elde edilmistir [39].

Goksungur ve arkadaslan (2003) tarafindan Aureobasidium pullulans P56 susu ile
% 3, % 5, % 7 seker igeren sentetik ortamlardan Uretilen pullulan miktarlari (¢alkalamali
inkObatér, 28°C, pH 7.5) ile yapilan ¢alismada; maksimum pullulan Gretimi % 5 seker igeren
ortamda 5.ginde 16.7 g/ olarak gerceklestigini gérmuslerdir. % 3 seker igeren ortamda
dretilen pullulan miktari ise ortamdaki sekerin tamaminin tiketilimesiyle belli bir seviyede
kaldigini ve 5.giinde 9.2 g/l pullulan Uretildigini tespit etmislerdir. % 7 seker iceren ortamda
Uretilen polisakkarit miktarlari birbirine yakin seviyede gergeklesmesine karsin, bu
ortamlarda Uretilen pullulan degerleri birbirinden ¢ok farkh miktarlarda oldugunu
bulmuslardir. Bu durum belli bir seviyeye kadar substrat konsantrasyonunun artmasiyla
pullulan Gretiminin arttigini, daha sonraki seviyelerde ise substrat inhibasyonu nedeniyle
pullulan Uretimin azaldigini géstermektedir [14, 39]. Chul Shin ve digerleri (1987) da benzer
sekilde ylUksek baslangi¢c sakkaroz konsantrasyonlarinda pullulan dretiminin engellendigini

One strmaslerdir [37].

Bazi fermentasyonlarda polisakkarit konsatrasyonunun maksimuma ulastiktan
sonra azaldigi gézlemlenmektedir. % 5 seker iceren ortamda pullulan miktari 5.glinde
maksimuma ulasmig ve 6.ginde azalmistir. West ve Strohfus (1996) tarafindan
fermentasyonun son asamalarinda mikroorganizma tarafindan endojen glukoamilaz A
enzimin salgilandidi éne surilmustdr [23]. Bu enzim Uretilen polisakkaritleri oldugu kadar

pullulani da parcalayabilme ézelligine sahiptir.

Farkh substrat konsantrasyonlarinin pullulan Gretimi Gzerindeki etkisi melasli ortam
kullanilarak incelendiginde, % 5 baslang¢ seker konsantrasyonuna sahip ortam en iyi

sonucu vermistir [23].

Roukas (1998) silfirik asit ile muamele edilmis melash ortamda en iyi polisakkarit

Uretiminin % 7 baglangi¢ substrat konsantrasyonu ile elde edildigini ileri sGrmustir [32].
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4.5, inokulum Miktarlarinin Polisakkarit ve Pullulan Uretimi Uzerine Etkisi

Aureobasidium pullulans P56 ve Kluyveromyces marxianus NRRL-Y-1165
suslarinin karsik kaltdrleri ile inllin igeren ortamdan pullulan Gretiminde inokulum
miktarlarinin pullulan Gretimini nasil etkiledigini arastirmak i¢in c¢alkalamal inkibatérde
3gin, pH 7.5 ile 28°C sicaklikta % 5 (v/v) Aureobasidium pullulans ile Kluyveromyces

marxianus ‘in % 1, % 2 ve % 3 (v/v) inokulum oranlarinda denemeler yapilmistir.

Kluyveromyces marxianus'in farkli inokulum degerlerinin pullulan Uretimine etkisi
incelendiginde optimum degerin % 5 (v/v) inokulum oraninda Aureobasidium pullulans ile %
1 (v/v) inokulum oraninda Kluyveromyces marxianus’un kullaniimasi ile elde edilmigtir.
Kluyveromyces marxianus’in inokulum orani arttikga biyomas miktari artar fakat polisakkarit

ve pullulan miktari azalir.

Chul Shin ve digerleri (1989) baslica karbon bileseni inilin olan yer elmasindan
pullulan Gretiminde % 7 (v/v) Aureobasidium pullulans SH 8646 ve % 1 (v/v) Kluyveromyces

fragilis'in karigik kaltdrinG kullanarak maksimum polisakkarit ve pullulan Gretmiglerdir.

Kluyveromyces fragilisin inokulum orani arttikga biyomas degerinin arttigini fakat
polisakkarit Gretiminin engelledigini belirtmislerdir [9].
inokulum oranlari [% (v/v) ]
Aureobasidium | Kluyveromyces Uretilen Uretilen Olusan
pullulans P56 marxianus polisakkarit pullulan biyomas
NRRL-Y-1165 miktari (g/1) miktari (g/1) miktar (g/1)
5 0 20.08 15.0 6.0
5 1 2412 17.31 5.4
5 2 18.3 13.56 7.49
5 3 16.4 11.28 8.27
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Cizelge 4.2. Farkl inokulum oranlarinin kullaniimasiyla elde edilen sonuglar




4.6. Farkli Azot Kaynaklarinin Polisakkarit ve Pullulan Uretimi Uzerine Etkisi

Aureobasidium pullulans P56 ve Kluyveromyces marxianus NRRL-Y-1165
suslarinin  karsik kultarleri ile inllin iceren ortamdan pullulan Gretiminde farkli azot
kaynaklarinin polisakkarit ve pullulan Uretimine etkisinin belirlenmesi igin c¢alkalamali
inklibatérde 3gin, pH 7.5 ile 28°C sicaklikta, NH,Cl, (NH4)2SO,, kalsiyum nitrat ve Ure farkli

azot kaynagi olarak kullanilarak denemeler yapilmistir.

En yUksek pullulan Gretimi (17.31 g/l) ve polisakkarit Gretimi (24.12 g/l) azot kaynagi
olarak (NH,).SO, ‘dan elde edilmistir. Kalsiyum nitratin biyomas olusumu kisitladig

gbrilmektedir. Yapilan deneylerin sonucu Gizelge 4.3’de tablo halinde verilmistir.

Azot Uretilen Uretilen pullulan Olusan biyomas
kaynaklari polisakkarit miktar (g/1) miktar (g/1)
miktari (g/1)

NH,CI 19.6 15.74 5.26
(NH4)2SO, 24.12 17.31 5.4
Kalsiyum 18.48 12.84 2.72

nitrat

Ure 20.1 14.0 5.03

Cizelge 4.3. Farkh azot kaynaklarinin kullaniimasiyla elde edilen sonuglar

Auer ve Seviour (1990) surekli karistirmali tank tipi biyoreaktdr kullanarak yaptiklar
¢alismada azot kaynaginin hem cgesidinin hem de konsantrasyonunun mikroorganizma
tarafindan azotun 6zimsenmesiyle ilgili anahtar enzimatik sistemlerin dizenlenmesinde
6nemli bir rol oynadigini ileri sirmuislerdir. Bu nedenle belirli hiicre i¢i metabolitlerin
havuzunun etkilendigini ve karbon akisinin biyomas Uretimi ya da polisakkarit sentezi

dogrultusunda olusunun buna gére belirlendigini ifade etmislerdir [1].
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Reed-Hammer ve West (1994) kompleks azot kaynaklarinin pullulan Gretimi
Uzerindeki etkilerini incelemislerdir. Karbon kaynagi olarak sakkaroz veya misir surubu
kullanildiginda kompleks bir azot kaynagi olarak soytonun kullaniimasi sonucu her iki

karbon kaynaginda da ytksek pullulan Gretimi sagladigini belirtmislerdir [39].

4.7. Nitrojen Kaynagi Konsantrasyonun Polisakkarit ve Pullulan Uretimi Uzerine
Etkisi

Aureobasidium pullulans P56 ve Kluyveromyces marxianus NRRL-Y-1165
suslarinin karsik kultdrleri ile inllin iceren ortamdan pullulan tretiminde ortamda kullulanilan
nitrojen kaynaklarinin farkli oranda kullanilarak polisakkarit ve pullulan Gretimine etkisinin
belirlenmesi icin calkalamali inkGbatdrde 3gin, pH 7.5 ile 28°C sicaklikta maya ekstrati ve

amonyum sulfatin farkl oranda ortama ilave edilmesi ile denemeler yapilimigtir.

Nitrojen kaynagl konsantrasyonun polisakkarit ve pullulan Gretimine etkisi
incelendiginde en yiksek pullulan eldesi 17.31 g/, nitrojen kaynagi olarak 0.1 % maya
ekstrati ile 0.06 % amonyum s(lfat kullanildigi zaman gézlemlenmistir. Maya ekstratinin tek
basina nitrojen kaynagi olarak kullaniimasi polisakkarit ve pullulan Uretimini azalttigi
gorulmektedir. Her iki nitrojen kaynaginin belli sinirlar arasinda kullaniimasi polisakkarit ve

pullulan dretimini arttirdigi géralmdastar.

Chul Shin ve digerleri (1989) galismalarinda kultlir ortamina maya ekstrati ilave
etmeden sadece amonyum silfati nitrojen kaynagr olarak kullanarak en ylksek
ekzopolisakkarit Gretimini (17 g/1) gergeklestirmislerdir. Ayrica maya ekstratinin kiltir ortami
pH'ni azaltmadan hiicre gelisimine katkida bulundugunu fakat amonyum sdlfatin ortam

pH’nin disdrdaguni ve hucre gelisimini engelledigini 6ne strmaslerdir [9].
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Nitrojen kaynaklar [% (v/v) ]
Maya Amonyum Uretilen Uretilen Olusan
ekstrati sulfat polisakkarit pullulan biyomas
miktari (g/1) miktari (g/1) miktari (g/1)
0.03 0 18.78 10.03 3.53
0.05 0 19.73 10.54 4.44
0.07 0 20.15 11.56 6.92
0.1 0 21.31 11.86 7.72
0.03 0.06 19.56 12.12 4.06
0.05 0.06 20.5 13.61 4.32
0.07 0.06 21.64 15.2 4.56
0.1 0.06 24.12 17.32 5.4
0 0.03 18.99 11.54 3.57
0 0.06 21.07 11.62 4.1
0 0.1 22.53 11.78 4.27
0 0.15 16.51 7.42 8.36
0 0.3 9.3 2.7 14.76

Cizelge 4.4. Nitrojen kaynaklarinin farkli oranlarinin kullaniimasiyla elde edilen sonuglar

Amonyum silfat konsantrasyonunun arttikgca ortam pH'nin 6.2°den 2.5’a kadar
distagunt belirtmiglerdir. Karbon kaynagdi olarak glukoz, maltoz ve sukroz kullanildigi
zaman, 9%0.06 amonyum silfat iceren Kku0ltir ortamina maya ekstrati eklenmesi
ekzopolisakkarit Gretimini arttirdigini fakat karsik kultUrler ile karbon kaynagdi inllin
kullanildigi zaman ortama maya ekstrarinin eklenmesi ekzopolisakkarit Uretimini tersine
azalttigini savunmusglardir. Maya ekstratinin ekzopolisakkarit Uretimini azaltmasini negatif

etki olarak degerlendirselerde, Kluyveromyces fragilis ‘in metabolik etkisini uyarmasini ve
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Kluyveromyces fragilis ‘in substrat tOketimini hizlandirmasinibpozitif etki olarak

belirtmislerdir.

Seviour ve Kristiansen (1983) pullulan fermentasyonlarinda amonyum siilfatin
baslangic degeri 0.06% veya daha dislk olsa bile kiltir ortamindaki pH azalmasinin

sebebinin amonyum siilfat ile bir ilgisi olmadigini belirtmislerdir [9].
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu calismada Aureobasidium pullulans P56 susu ve Kluyveromyces marxianus
NRRL-Y-1165 suslarinin co-culture ile indlin igceren ortam kullanilarak pullulan
biyopolimerinin Gretimi hakkinda arastirma yapiimistir. Optimum fermentasyon sartlari
inklbasyon siresi 3 gin, substrat konsantrasyonu 5%, pH 7.5 ve Uretim sicakhgi 28°C
olarak bulundu. Aureobasidium pullulans P56 susu indlin igeren ortamda maksimum 15 g/L
pullulan Gretmistir. Fakat Aureobasidium pullulans P56 susu ve Kluyveromyces marxianus
NRRL-Y-1165 suslarinin co-culture ile indlin iceren ortamda maksimum pullulan degeri
17.31 g/L olarak bulunmustur. Bu da co-culture ydnteminin pullulan Gretimini arttirdigini

gostermistir.

inkiibasyon Uretilen Uretilen pullulan Olusan biyomas
sureleri polisakkarit miktari (g/1) miktari (g/1)
(gln) miktari (g/1)
1 5.65 3.75 1.36
2 20.25 12.71 4.08
3 26.39 15.51 5.53
4 26.84 15.04 8.49
5 28.23 1412 9.29
6 24.39 13.57 7.68

Cizelge 5.1. inkiibasyon siirelerinin polisakkarit ve pullulan tretimine etkisi

Maksimum polisakkarit ve pullulan Gretimi, A.pullulans’in 10 saatlik 6nci
kdltirasyonundan sonra K.marxianus’un inokule edildigi zaman gerceklesmistir. En fazla
polisakkarit (28.23 g/I) Uretimi ile maksimum biomas olusumu (9.29 ¢g/l) 5.ginde ve

maksimum pullulan (15.51 g/l) Gretimi 3.glinde elde edilmistir.
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Farkh baslangic sicaklik degerlerinin pullulan Uretimine etkisi incelendiginde

optimum degerin 28°C oldugu belirlenmigtir.

Sicaklik degerleri

arttikga biyomas

miktarlarinda artis gértlmustir. Gortldigu gibi en fazla polisakkarit (26.39 g/l) degeri 30°C

sicaklikta ve maksimum pullulan (17.31 g/l) Gretimi 28°C sicaklikta elde edilmisgtir.

Sicaklik Uretilen Uretilen Olusan
degerleri polisakkarit pullulan miktari biyomas
miktar (g/1) (/) miktari (g/1)

26°C 21.54 11.61 4.6
28°C 24.12 17.31 5.4
30°C 26.39 15.51 5.53
32°C 26.32 12.1 8.3
35°C 19.43 8.62 3.72

Cizelge 5.2. Farkl baglangi¢ sicaklik degerlerinin kullaniimasiyla elde edilen sonuglar

Farkh baglangi¢c pH degerlerinin pullulan Uretimine etkisi incelendiginde optimum

degerin pH 7.5 oldugu belirlenmistir. Asidik pH (2.5-5.5) degerlerinde polisakkarit ve

pullulan miktari diserken, biyomas miktari artar; artan pH’larda (6.5-8.5) ise polisakkarit ve

pullulan Gretimi yiksek ve biyomas miktari ise dusuktir. Géraldigi gibi en fazla polisakkarit
(24.12 g/l) ve pullulan (17.31 g/I) Gretimleri pH 7.5 deg@erinde elde edilmistir. pH 4.5, 5.5,
6.5 ve 8.5 degerleri sirasiyla 9.3, 15.9, 21.7 ve 22.09 g/l polisakkarit ve sirasiyla 2.7, 7.83,
12.98 ve 15.02 g/l pullulan elde edilmisgtir.
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pH Uretilen Uretilen pullulan Olusan biyomas
degerleri polisakkarit miktar (g/1) miktar (g/1)
miktari (g/1)
4.5 9.3 2.7 14.1
5.5 15.9 7.83 8.3
6.5 21.7 12.98 6.8
7.5 24.12 17.31 5.4
8.5 22.09 15.02 4.8

Cizelge 5.3. Farkl baslangi¢ pH degerlerinin kullaniimasiyla elde edilen sonuglar

Farkli baslangi¢ substrat konsantrasyonlarinin pullulan dretimine etkisi konusunda
elde edilen sonuglar; % 3, % 5 ve % 7 substrat konsantrasyon degerlerlerinde sirasiyla
16.02 g/l, 24.12 g/l ve 20.34 g/l polisakkarit ve sirasiyla 9.52 g/l, 17.31 g/l ve 4.93 g/l
pullulan olarak bulunmustur. Optimum degerin % 5 substrat konsantrasyonundan elde

edilmistir. Artan substrat konsantrasyonunun pullulan Gretimini inhibe edici etkisi vardir.

Substrat % 3 % 5 % 7
konsantrasyonu
Uretilen polisakkarit 16.02 2412 20.34

miktari (g/L)

Uretilen pullulan miktar 9.52 17.32 4.93
(g/L)

Cizelge 5.4. Farkli substrat konsantrasyonlarinin kullaniimasiyla elde edilen sonuglar

Kluyveromyces marxianus'in farkli inokulum degerlerinin pullulan Uretimine etkisi
incelendiginde optimum degerin % 5 (v/v) inokulum oraninda Aureobasidium pullulans ile %
1 (v/v) inokulum oraninda Kluyveromyces marxianus’un kullaniimasi ile elde edilmigtir.
Kluyveromyces marxianus’in inokulum orani arttikga biyomas miktari artar fakat polisakkarit
ve pullulan miktari azalir.
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Farkli azot kaynaklarinin pullulan Gretimine etkisi konusunda elde edilen sonuglar;
NH4Cl, (NH,4).SO,, kalsiyum nitrat ve Ure azot kaynaklarinda sirasiyla 19.6 g/l, 24.12 g/l,
18.48 g/l ve 20.01 g/l polisakkarit ve sirasiyla 15.74 g/l, 17.31 g/I, 12.84 g/l ve 14.0 g/l
pullulan olarak bulunmustur. En iyi pullulan ve polisakkarit Gretimi (NH4).SO,'den elde
edilmistir. Nitrojen kaynagi konsantrasyonun polisakkarit ve pullulan Gretimine etkisi
incelendiginde en yiksek pullulan eldesi 17.31 g/, nitrojen kaynagi olarak 0.1 % maya

ekstrati ile 0.06 % amonyum stlfat kullanildigi zaman gézlemlenmistir.

Sonug olarak, endustriyel bir polisakkarit olan pullulan biyopolimeri, biyolojik olarak
parcalanabilen, yagda direngli, sicakliktan etkilenmeyen, oksijen gegirmeyen, toksik olmayan
yap! 6zellikleri géstermesi ve suda ¢ézilinebilmesi nedeniyle yenilebilen filmlerin Uretiminde
kullaniimak i¢in uygun bir polisakkarittir. Ayrica, pullulan yenilebilen filmlerin Gretiminin yani
sira ilag, kozmetik gibi pek ¢ok sanayi alaninda kullanilabilmektedir. Glinimizde birgok
endistriyel kullanim alani bulmus olan pullulanin, yapilan ¢alismalarin 1siginda kullanim

alanlarinin gelecekte daha da artacagi acgiktir.

Pullulan’in 6zelliklerini g6z 6ninde alarak kullanim alanlarini genisletmek ve
iyilestirmek igcin arastirma yapimalidir. Su zamana kadar pullulan Gretimindeki tim
¢alismalar polimorfik funguslar Gzerinde yapiimistir. Bakteriler tarafindan pullulan sentezi

yapilip yapilmayacagi yeni bir arastirma konusu olabilir.
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