6\ 623

TOHUM VE TOPRAK ORNEKLERINDEN
XANTHOMONAS CAMPESTRIS PV. CAMPESTRIS
IZOLASYONU VE BUNLARIN KSANTAN SAKIZI

URETIM YETENEKLERININ
ARASTIRILMASI

Meral YILMAZ
Yiiksek Lisans Tezi

Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal
Haziran-2002

Bu Tez Calismas: Anadolu Universitesi Arastirma Fonunca Desteklenmistir.
Proje No:001041



JURI VE ENSTITU ONAYI

Meral YILMAZ’1in “Tohum ve Toprak Orneklerinden Xanthomonas
campestris pv. campestris izolasyomu ve Bunlarin Ksantan Sakizi Uretim
Yeteneklerinin Arastirilmasi” baghkli Biyoloji Anabilim Dalindaki yiiksek
lisans tezi 18.06.2002 tarihinde asagidaki jiiri tarafindan  Anadolu
Universitesi Lisansiistii Egitim-Ogretim ve Smav yonetmeliginin ilgili

maddeleri uyarinca degerlendirilerek kabul edilmistir.

Adi-Soyad: Imza
Uye (Tez Damismam): Dog. Pr. Kiymet GUVEN

Uye : Prof. Dr. Merih KIVANC

Uye : Yrd. Po¢. Dr. Semra ILHAN

Anadolu Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Yonetim' Kurulunun

O b, . 2002 tarih ve ...2.4/6....sayih karariyla onaylanmustir.

Rnstitii Miidiirii

Prof: Dr. Orhan OZER
Pen Billmier Enstities
Madird



OZET
Yiiksek Lisans Tezi

TOHUM VE TOPRAK ORNEKLERINDEN XANTHOMONAS
CAMPESTRIS PV.CAMPESTRIS 1ZOLASYONU VE BUNLARIN
KSANTAN SAKIZI URETIM YETENEKLERININ ARASTIRILMASI

MERAL YILMAZ

Anadolu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dah

Damsman: Dog. Dr. Kiymet GUVEN
2002, 80 sayfa

Ksantan sakizi bitki patojeni olan Xanthomonas campestris bakterisi
- tarafindan iiretilen kompleks bir ekzopolisakkarittir. Ksantan sakizi besin
endiistrisinde bir suspande edici, stabilize edici yada kahnlastinci ajan
olarak yaygmn sekilde kullamlmaktadir. Aym zamanda yag-sondaj
endiistrisinde bir yaglayici, emiilsifiye edici ajan olarak da kullanilir. Bu
nedenle bu polisakkaritin iiretimi son derece onemlidir.

Bu calismada ilk olarak cesitli tohum ve toprak orneklerinden
Xanthomonas campestris izolasyonu yapilmaya cahsilmistir. Daha sonra
standart sus olan Xanthomonas campestris pv. campestris NRRL B-1459 ve
Tiirkiye’deki fasulye bitkilerinden izole edilen Xanthomonas campestris pv.
Phaseoli TPPB 5001, domates bitkisinden izole edilen Xanthomonas
campestris pv. vesicotoria ve Amerikan dolmalk biberinden izole edilen
Xanthomonas axonopodis pv. vesicotoria tiirleri ile devam ederek, cesitli
substratlar kullanarak ksantan sakizi iiretimini, bu substratlarin verimi ne
sekilde etkiledigini ve bu suslarin verimlilikleri incelenmigtir.

Xanthomonas campestris izolasyonu icin hastahkh crucifer bitki
tohumlar ve bu hastalikh bitkilerin bulundugu ortamdaki toprak érnekleri
ile muhtemelen basarih bir izolasyon yapilabilecegi sonucuna varilmistir.
Ksantan iiretimi i¢cin kullamilan substratlar arasinda seker pancar1 melasi ve
Triton X-100 ilavesinin glukoz, sukroz vb. substratlara alternetif olarak
kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Ksantan sakizi, Ekzopolisakkaritler, Xanthomonas
campestris
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Xanthan gum is a complex exopolysaccharide produced by the plant-
pathogenic bacterium Xanthomonas campestris pv.campestris. Xanthan gum
is widely used as a suspending, stabilizing or thickening agent in the food
industry. It is also used as a lubricant, emulsifier agent in the oil-drilling
industry.Therefore, production of this polysaccharide is very important.

In this study, first of all Xanthomonas campestris from different seeds
and soil samples tried to be isolated. Later the study was focused to following
goals: the production of Xanthan gum by using different substrate to
determine which substrate is best to produce highest Xanthan gum with
following Xanthomonas strains (standart strain Xanthomonas campestris pv.
campestris NRRL B-1459, isolate Xanthomonas campestris pv. phaseoli TPPB
5001 from Turkish bean plant, isolate Xanthomonas campestris pv. vesicotoria
from Turkish tomato plant and isolate Xanthomonas axonopodis pv.
vesicotoria from American stuffing pepper).

The results of these studies suggest that sickened crucifer plant seeds
and soil samples of this plants are possibly best to isolate Xanthomonas
campestris. '

These studies also suggest that Triton X-100 added beet sugar
molasses could be an alternative substrate for the production of Xanthan
gum compared to substrates used such as glucose and sucrose.

Keywords: Xanthan gum, Exopolysaccharides, Xanthomonas campestris
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1. GiRIS

Mikrobiyal ekzopolisakkaritler, essiz 6zelliklerinden ‘dolay: viskoziferler,
stabilize ediciler, emulsifiye ediciler ya da jellestirici ajanlar olarak gesitli
endiistrilerde kullamilmaktadir.

Son yillarda Gram negatif ve Gram pozitif bakterilerin her ikisi tarafindan
sentezlenen mikrobiyal ekzopolisakkaritlerin (EPS) biyokimyasini ve genetigini
anlamak i¢in 6nemli ilerlemeler kaydedilmistir. Biyosentez yollar1 agiklanmig ve
ilgili genlerin birkag1 tammlanmstir. Bu bilgi EPS miihendisliginin baslatiimast
i¢in ya da EPS iiretiminin gelistirilmesi igin uygulanabilir.

Bakteri bitki iligkilerinde virulanslik faktorleri, sinyal molekiilleri ya da
koruyucu ajanlar olarak gesitli fonksiyonlara sahip olan polisakkaritler, bircok
bakteri tarafindan salgilanir. Bu polimerlerin bazilar gida uygulamalar: igin egsiz
ozelliklere sahiptir; viskozifer, stabilizer, emilsifiyer ya da jellestirici ajanlar
olarak kullanilmaktadir [1].

Sakizlarin o6zellikleri, onlarin kimyasal igerikleri, molekiiler yapilar1 ve
baglari, ortalama molekiiler agirhk ve dagilimlan tarafindan belirlenir. Birgok
mikroorganizma ile tiretilen polimerin verimi ve kinet'igi, molekiiler agirligi, hem
de onlarin saf yapilari, gelisme kosullarindaki degisiklikler tarafindan
etkilenebilir. Polimer sentezini etkileyen 6nemli ortam degisiklikleri anlagilip
kontrol edilerek, - ekonomik bir yontemin planlanmasinda avantaj olarak
kullamlabilir. Pek ¢ok ekzopolisakkaridin temel karbohidrat yapisi, gelisme
kosullar ile degismez, fakat temel karbohidrat yapisina bagli gruplarnn igerigi,
ornegin agil ya da ketal hareketler oldukga degisiklik gosterebilir. Agil ya da ketal
gruplar gibi alt gruplardaki degisiklikler polimerin ozellikleri tizerinde 6nemli bir
etkiye sahip olabilir ve bundan dolayi gesitli uygulamalarda etkili olabilir. Polimer
performansini belirlemede ¢ok onemli olan diger faktér molektler agirliktir.
Molekiiler agirlik geligme kosullar ile degisebilir [2].

Bugiin igin ticari ilgiye sahip olan polisakkaritlerden birkagi glukan,
dekstran, pullan, skleroglukan, alginat ve ksantan dir [3].

Bakteriyal heteropolisakkarit olan ksantamin suda ¢oziinebilmesi; diigik

konsantrasyonlarda yiiksek viskozite gostermesi, pseudoplastik (non-Newtonian)



akig ozelligine sahip olmasi; viskozitesinin sicaklik, asit ve alkalilere ve tuz
etkisine farkedilebilir sekilde kararli olmasi; polianyonik kolloid olmasina kargin
katyonik bilesenlerin notrallestirici etkisine duyarsiz olmasi; emiilsiyon ve
sispansiyonlarin akigini diizenleyici, kivam verici ve kararlilik kazandirici olmas,
metal iyonlarniyla jel yapili kompleks olusturmasi; farkli tuzlarla dispers
sistemlerde birlikte kullanilabilmesi; koruyucu, baglayict 6zellikleri, dékiilebilme
ve pompalama kolayliklari saglamasi ve saglifa zararsiz olmasindan dolay:
endistride oldukc;aiyaygm kullanim alanlarina sahip tek polisakkarittir [3].

Bu' genel cergevede ¢aligmamizda, ilk olarak, gesitli toprak ve tohum
orneklerinden Xanthomonas campestris’in izolasyonunu ve bu izolatlarin ksantan
sakizi uretimindeki verimliliklerini saptamay: amagladik. Bu basamaktan sonra
calismamiza, standart sug olan Xanthomonas campestris pv. campestris NRRL B-
1459 ve Turkiye’déki fasulye bitkilerinden izole edilen Xanthomonas campestris
pv. phaseoli TPPB 5001, domates bitkisinden izole edilen Xanthomonas
campestris pv. vesicotoria ve Amerikan dolmalik biberinden izole edilen
Xanthomonas axonopodis p\}. vesicotoria turleri ile devam ederek, cesitli
substratlar kullanarak ksantan sakizi iiretimini, bu substratlarin verimi ne sekilde

etkiledigini ve bu suslarin verimliligini saptamaya ¢alistik.
1.1. Ksantan Sa-klimm Genel Ozellikleri

Ksantan sakizi Xanthomonas campestris pv. campestris bakterisi ile
iiretilen dogal bir polisakkarit ve onemli bir endiistriyel biyopolimerdir. Ksantan
sakiz1 ilk kez 1950 li yillarda Northern Regional Research Laboratories (NRRL)
of the United States Department of Agriculture’de kesfedilmigtir. Polisakkarit B-
1459 ya da Xanthomonas campestris NRRL B-1459 bakterisi tarafindan iretilen
ksantan sakizi diger bilinen dogal ve sentetik suda eriyebilen sakizlara ek saglayan
ozelliklerinden dolay1 kapsamli olarak ¢aligilmistir. 1960’11 yillar siiresince birkag
endiistriyel laboratuvarda kapsamli ¢aligma gergeklestirilmis ve Kelco tarafindan
Kelzan adiyla yan ticari iiretim gergeklestirilmigtir. Onemli ticari iiretim 1964’ iin

baslarinda baglamustir. Bugiin ksantanin 6nemli miktarda tretimleri Amerika’da



Merc and Pfizer, France de Rhone Poulenc ve Sanofi-EIf ve Avusturya’da
Jungbunzlauer firmalar tarafindan yapilmaktadir [4].

Sadece birka¢ mikrobial ekzopolisakkarit ticari olarak bulunabildigi halde,
ksantan halen iyi kurulmus bir iretim saglamaktadir: Guniimiize kadar USA da
ksantanin uygulamalar ve tretimi {izerinde tek bagina 1600 patentten daha fazla
kayit vardir. Bununla birlikte diger bitki orjinli polisakkaritler 6rnegin alginate,
seluloz, nisasta, arabik gum ve guar gum ya da bakteriyel orjinli 6rnegin alginate,
pullulan, gellan ve asetan ksantan ile yarigmaktadir. Ksantanin gidalarda kullanimi
1969°da Amerikan Gida ve Ilag yonetimi tarafindan onaylanmis vel980 yilinda
Avrupa Birliginden E-415 no’lu onay: almistir. Dinya ¢apinda, her yil 10,000-
20,000 ton ksantan ticari olarak uretilmektedir [5].

Diger bakteriyel ekzopolisakkaritler gibi, ksantan da bitki orijinli
polisakkaritlere bir alternatif saglar. Bununla birlikte bakteriyel polisakkarit
tretimleri en 6nemli bitki polisakkaritleri (6rnegin; bitki orjinli alginat ve nisasta)
ile karsllastlrlldlglhda nispeten pahalidir. Ksantanin bir avantaji bu bakteriyel
trtinin niteliginin spesifik tretici strainleri ve fermentasyon kosullari kullanilarak
saglanabilmesidir. Polisakkarit marketinde ksantamn yerini giiglendirmek igin,
uretim yOnteminin fizyolojisi ve regiilasyonunu aragtirmak ve yeni uygulamalar
yapllmak zorundadir. Ksantanin ticari bagarisi sédece reolojik ozellikleri tizerine
degil aym zamanda ekonomik faktorler iizerine de temel alinmahidr.
Xanthomonas campestris pv.campestris farkli substratlarin genis bir araliginda
kullanilabilir. Substratin donigim oram yiiksektir ve ksantanin son friine
doniistimii ve geri kazammu kolaydir ve bu nedenle de oldukga ucuzdur [5].

Uretim strainlerinin genetik modifikasyonlar ile istenmeyen yan iiriiniin
eliminasyonu ferméntasyon stvisindan ksantanin geri kazammini kolaylastirabilir.
Yararh o6zellikleri ile yeni ksantan tiirevlerini meydana getirmek zor
gorinmektedir. Kimyasal modifikasyonlar ya da genetik metodlar yeni reolojik
ozellikleri ile ksantan tirevlerinde sonuglanabilir. Bu gibi spesifik tiretimler igin
yeni uygulamalar, farmasotik sektérde ya da desteklenen kaynaklarin gelisen
sektoriinde kesfedilebilir. Uygulamalarin yeni bir alani ksantandan tiirev alan
spesifik oligosakkaritler i¢in tamimlanabilir. Spesifik olarak modifiye olan ksantan

tiirevlerinin tiretimini artirmak, onlarin reolojik ozelliklerini karakterize etmek ve



onceden tahmin etmek icin ve yeni uygulamalar tammlainak i¢in daha fazla
kaynak gerekli olacaktir [5].

Ksantan sakizi 2,8:2,0:2,0 molar oraninda (Sekil 1.1) iki glukoz, iki
mannoz ve bir glukuronik asit tiniteleri ile olugturulan tekrarlayan pentasakkarit
uniteleri igeren temel bir yapt ile bir heteropolisakkarittir. Ksantanin ana zinciri 1.
ve 4. pozisyonlarda baglanan B-D-glukoz unitelerinden meydana gelir. Ana
zincirin kimyasal yapisi selluloz ile benzerdir. Trisakkarit yan zincirleri ana
zincirde diger her glukoza 0-3 pozisyonda bagli iki mannoz iinitesi arasinda bir D-
glukuronik asit igerir. Yaklagik olarak bir buguk terminal D-mannoz bilinmeyen
bir dagilim ile 4. ve 6. pozisyonlarda keto grubu ile bagl bir piruvik asit pargasi
igerir. Ana zincire bagli D-mannoz i‘mitesi 0-6. pozisyonda bir asetil grup igerir.
Asetik ve piruvik asitlerin varligt anyonik bir polisakkarit tipi ortaya gikarir.
Cizelge 1.1.’de Xanthomonas genusuna ait bazi bakteriler tarafindan iretilen

cesitli polisakkaritlerin ortalama bilesimi gosterilmistir [4].
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Sekil 1.1. Xanthomonas campestris ekstrasellular polisakkaritinin yapisi [4].



Cizelge 1.1. Xanthomonas bakterileri tarafindan iiretilen polisakkaritlerin ortalama yiizde bilesimi

D-
Bakteriler D-Glikoz D-Mannoz Glukuronik | Piruvat Asetat
asit
X.campestris 30,1 27,3 14,9 7.1 6,5
X fragaria 1822 246 26,1 14,0 49 5,5
X.gummisudans
34,8 30,7 16,5 47 10.0
2182 .
Xjuglandis 411 33,2 30,2 16,8 6.9 6.4
X phaseoli 1128 30,9 28,6 15,3 1.8 6.4
X vasculorum
34,9 30,2 17,9 6.6 6.3
702

Trisakkarit kollari polimerin omurgas: ile baglantili olarak diizenlenmis
gibi goriniir. Meydana gelen siki zincir, bir kompleks olugturmak igin diger
polimer molekiilleri ile birbirini etkileyen tek, ¢ift ya da tigli heliks olarak ortaya
¢ikabilir. Molekiler agulik dagilimi 2.10%dan 20.10° Da’ya siralanmustir.
Uretimde kullanilan gesitli fermentasyon kosullari, ksantanin molekiiler agirligini
etkileyebilen kosullardir [4].

Orta swakhklarda eritilerek elde edilen ksantan soliisyonlar: oldukga
viskoz olma egilimindedir. Ksantan sakizinin viskozitesi, buyik olgiide erime
sicaklifindan etkilenir. Ksantan molekiili, erime sicakhigina bagli olarak iki
konformasyona sahip gorinmektedir; heliks ve gelisiglizel halka. Ksantan
soliisyonlarimin 6nemli bir 6zelligi, locust bean gum ve guar gum gibi bitki
galaktomannanlari ile etkilesimidir. Oda sicaklifindaki bir ksantan soliisyonuna
bu galaktomannanlardan herhangi birinin eklenmesi viskozitede sinerjistik bir
artiga neden olur [4].

Besin ve farmas-t‘)tik uygulamalar i¢in ksantan sakizinin giivenli olup
olmadif1 ve toksikolojisi kapsamli olarak arastirtimaktadir. Ksantan toksik

degildir ve bilyiimeyi engellemez. Ksantan tahris edici degildir ve deriyi ya da




gozi tahrig etmez. Bu temel lizerinde, ksantanin bir besin katki maddesi olarak
kullammi, United States Food and Drug Administration (FDA) tarafindan

onaylanmigtir [4].
1.2. Ksantan Sakizinin Kullanim Alanlar:

Ksantan sakizinin endistriyel uygulamalarinin ¢ogu, diisitk polisakkarit
konsantrasyonlarinda, yiiksek viskozitede pseudoplastik solusyonlar elde
edebilmek igin, ksantan’in soguk ya da sicak suda eriyebilme yetenegi tizerine
temel alinmgtir [6]. |

Ticari olarak tretilen baglica mikrobial polisakkarit olan ksantanin bagarist
asagidaki 6neml | reolojik ozellikler tizerinde temel alinmaktadir. Ksantan
soliisyonlar1 duguk konsantrasyonlarda yiiksek bir viskoziteye sahiptir ve
pseudoplastiktir. Ayrlca ksantan sicaklik, PH ve elektrolit konsantrasyonlarinin
genig bir araligini hissetmez. Ksantan ayn1 zamanda yiiksek bir yirtilma stabilitesi
gosterir. Ksantan bu 6zelliklerinden dolay1 yag, farmasotik, kozmetik, kagit, boya
ve tekstil endiistrilerinde genis bir uygulama alani bulmustur. Bu uygulamalarda
ksantan baglica, viskozite kontrolii i¢in ya da bir flokullant olarak, jellestirici ve
suspande edici ajaﬂ olarak kullanilmaktadir. Ksantan ayrica besin endistrisinde de
kullanilmaktadir. Ksantan esasen bir stabilize edici, kalinlastirici, jellestirici ve
emiilsifiye edici ajan olarak eklenmektedir fakat aym zamanda buz kristali
olusumunu onlemek i¢in ve bir yapiskan olarak da kullanilmaktadir [5]. Ksantan
sakiz1 ayrica pastérize yéntémlerle elde edilen siiriilebilir ve kesilebilir peynir
trunleri i¢in de etkili bir stabilize edici olarak bulunmustur [7].

Ksantan sakizi emiilsiyon kararlilifs, sicaklik dengesi, besin karisimlar ile
uyusabilme ve pseﬁdoplastik reolojik ozellikleri igeren bir kisim 6nemli sebepten
dolayt genig bir besin gesidinde kullanilmaktadir. Cizelge 1.2.°de ksantan
sakizinin besin ve idiger uygulamalarda yaygin kullanimu listelenmigtir. Ksantan
sakizt sulu soliisyonlari kalinlagtirici ozelliklerinden dolayi, emiilsiyon ve
siispansiyonlar1  stabilize  edici ve dagitict bir ajan olarak farmasotik
formulasyonlarda, kozmetiklerde ve tanmsal iretimlerde kullanilmaktadir.

Ksantan sakizi tekstil baski hamurlarinda, seramik cilalarinda, sulu g¢amur



patlayicilarinin formulasyonlarinda ve pas temizleyicilerinde kuilanilmaktadir.
Polimerin suda ¢ozinebilirligi ve solusyonlarinin yiksek viskozitesi, yag geri
kazanimi1 yontemlerinin gelistirilmesinde ve delici akigkanlarda yaygin olarak

kullanimi ksantan’in petrol endiistrisinde 6nemli uygulamalarina yol agmustir [4].



Cizelge 1.2. Ksantan sakiziun baslica uygulama alanlan

Konsantrasyon .
Uygulama Iglev
(Yow/w) :
Salata soslar 0,1-0,5 Emiilsiyon stabilizeri; suspande edici ajan, dagttict.
Kuru karisimlar 0,05-0,2 Sicak ya da soguk suda ok kglgy dagilir.
Suruplar, lezzet arttincilar, salgalar 0,05-0,2 Kalinlagtinict; 1s1 dengesi ve iiniform viskozite,
Icecekler (meyve ve yagsiz susuz siit) 0,05-0,2 Dengeleyici.
Mandura iiriinleri 0,5-0,2 Dengeleyici; karisimin viskozite kontrolii.
Finnlanmis tiriinler 0,1-0,4 Dengeleyici; pompalamay1 kolaylagtirici.
Dondurulmus gidalar 0,05-0,2 Donmay arttinci-erime dengeleyici.
Farmasétikler (kremler ve siispansiyonlar) 0,1-1 Emiilsiyon dengeleyici-dozaj formiillerinde diizenlilik.
Kozmetik (takma dis temizleyicileri, -
0,2-1 Kahnlastinc: ve dengeleyici.
sampuanlar,losyonlar)
Tanimda (hayvan yemlerinde katka ve pestisit 0.03-04 ~ Siispansiyon dengeleyici, piiskiirtme yetenegini arttirict, birikmeyi
formiilasyonlarinda) | ’ azalticy, yapismay1 ve sitrekliligi arttine:.
) Hamurun reolojik 6zelliklerinin kontrolii, boyanin gogmesini
Tekstil baskilar1 ve kumasg boyalan 0,2-0,5

engelleyici.




Seramik cilalar 0,3-0,58 Bileme sirasinda birikmeyi onler.
Kalmlagstiricilarin formiilleni; sicaklik kararlilliini arttirir (guar sakizi
Sulu ¢amur patlayicilan 0,3-1,0 ] )
ile kombinasyonunda).
Petrol iiretimi 0,1-0,4 Matkap delicisinde yaglaytci ya da siirtiinmeyi azaltici.
Yag geri kazanimmin arttiriimasi 0,05-0,2

Artan viskozite ile su hareketini arttirict ve permeabiliteyi azaltict.
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R * Ksantan sakizi ile ayni ya da daha biyak ticari ilgisi olan biyopolimerleri
tretebilen mikroorganizmalarnn . ticari uygulanabilirlikleri (zerinde karar
vermeden once ekzosellular polisakkarit (EPS) kararlihg: ve reolojik 6zelliklerini

arastirmak gereklidir [8].

1.3. Ksantan Sakizinn Endiistriyel Uretimi

X.campestris pv. campestris, genis bir aralikta karbon ve azot kaynaklarini
kullanabilir. Ksantan genellikle kesikli kiiltirlerde, temel karbon kaynag: olarak
glukoz, sukroz, nigasta, melas ya da musir surubunun enzimatik ya da asidik
hidrolizatlarn ile uretilir. Azot kaynag: olarak kazein hidrolizatlari, soya fasulyesi,
maya hidrolizatlant ya da ¢oziinebilir damitiklann sik sik kullanilir. Sirekli
fermantasyonda sterilligin korunmas: ve hizli gelisen mutantlarin ortaya ¢ikma
riski gibi problemler vardir ki, istenen ksantan tiriinii alinamaz. Kesikli kultiirlerde
ksantan hemen hemen tim gelisme fazlarinda dwretilir. Maksimum uretim
eksponensiyel gelisme fazinda gozlenmistir .Farkli gelisme fazlari ve gelisme
ortamindaki degismeler, drnegin farkli substratlarin kullamlmasi ve besinlerin
stnirlanmast ile primer yapi etkilenmez fakat sekonder ve tersiyer yapi, molekiiler
kiitle ve ksantan verimi etkilenir. Bu nedenle, kesikli kiiltiirde tiretilen ksantan
trint farkli gelisme fazlarinda dretilen ksantanin bir karigimini temsil eder ve
bilegimi, farkli kiltir kosullari ile degisebilir. Kesikli kiiltirde kullanilan tretim
straini ve substratlara bagli olarak 48-72 saat sonra kultir sipernatantinda ksantan
birikir. Surekli kaltiirlerde substratin  polimere %60-70 oraninda yiiksek
doniisimi gézlenﬂlistir. Ksantan tretimi substrattaki karbonun azota yiiksek bir
orant ile arttwrihr. Azot eksikligi olan ortamda yuksek bir ksantan iretimi
gozlenmistir. Souw ve Demain (1979) ksantan tretimi i¢in sukrozun glukoz ve
piruvattan daha iyi bir substrat oldugunu rapor etmiglerdir. Onlar ayrica suksinat
ve 2-oxoglutarat 1n sukroz iceren ortamda ksantan uretimi tizerinde stimiile edici
etkilere sahip olduklarim1 da bulmuglardir. Davidson (1978) ksantan Uretiminde
magnezyum ya da fosfat sinirlamasinin diisiik bir piruvat igerigi ile sonuglandigim
belirtmistir [5]. Xanthomonas campestris NRRL B-1459 ile galisan Qadeer ve
Baing (1989) (NH4);HPO, iin diger amonyum tuzlarindan daha verimli bir azot
kaynag1 oldugunu kaydetmislerdir [7].
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Ksantanin ;endijstriyel tretimindeki temel problemlerden biri fermentasyon
stiresince kﬁltﬁn‘in artan viskozitesidir, oyle ki bu oksijenin ve besinlerin
kullanilabilirligini etkiler. Xanthomonas campestris pv. campestris strainleri
zorunlu aerobiktirler. Bu nedenle oksijen transfer orani ksantan verimini etkiler.
Ayrica Suh ve afk., oksijen sinirlamas: altinda ksantanin molekiiler kiitlesinin
azaldigim kaydetmislerdir [5].

Fermantasyon siiresince artan viskozite ytuzinden durgun alanlara meydan
vermemek i¢in, uygun havalandirma ve kultir karigimi garantiye alinmalidir. Bu
nedenle ksantanin endistriyel tretimi igin genellikle hava kangtirmali tanklar
yerine mekanik olarak karistiran fermantasyon tanklari kullanilir [5].

Endiistriyel iretimde yiiksek viskozitesi olan ksantan soliisyonundan
hiicrelerin ayrilmasi maliyeti yiiksek olan bir islemdir. Giinimiizde fermantasyon
stvisindan ksantanin gert kazamimu igin ideal yontem bakteriyel hiicreler ve
enzimlerin yok édilmesi i¢in pastorizasyondan sonra alkol ile genellikle
isopropanol ile presipitasyondur. Bunu takiben presipite ksantan kurutulur ve toz
haline getirmek i¢in 6gutilir. Alkol damitilarak geri kazanilir. Besinsel olmayan
endiistriyel uygulamalar icin yaklasitk %10 ksantan igeren konsantrasyonlar
tangential-flow filtrasyonu ile elde edilir. Kararli iiriin elde etmek igin anti
bakteriyel ajanlar i{onsantrasyonlara eklenir. Kéantamn enzimatik yikimi ﬁrﬁﬁiin
rheolojik 6zelliklerini degistirmek igin kullanilir [5].

Ksantan iiretimi igin strainler geleneksel yontemler ile segilir ve gelistirilir.
Ksantan sentezinde spesifik genleri kapsayan mutasyon vasitasiyla tekrarlayan
tinite yapilarini kolaylagtirmak igin birgok ¢aba harcanmaktadir fakat bu
mutantlardan elde edilen ksantan verimi, yabani tip strainlerden elde edilenden
daha azdir. Betlach ve ark., (1987) glukuronik asit kalintilar1 ve piruvat yapist
olmayan ksantan treten bir mutant yapmiglardir. Bu tiremis ksantan soliisyonlan
oldukg¢a viskozdur [5].

Son zamanlarda, ksantan sakizinin sentezini ve digar1 verilmesini saglayan
gen kiimesi izole edilmigtir. Bu kapsamli bilimsel avantajlara ragmen, ana
metabolik yollar i¢inden karbon akigi az bilinmektedir ve bu bilginin gogu glukoz

i¢in spesifiktir. Entner-Doudoroff yolu enzimlerinin varlig: ve fosfofruktokinaz
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aktivitesinin yoklugu, Xanthomonas campestris’in seker metabolizmasinin, birgok
Pseudomonas tiiriine ana bir metabolik orgii ile benzedigini igaret eder [9].

Yeni straiﬁlerin yapimt ile ksantan veriminin 6nemli bir artigin1 bagarma
olasiligt muhtemei gorinmemektedir. Bu nedenle ksantan veriminin ve kalitesinin
arttirilmast baglica fermentér tasanminmin gelistirilmesi ve ortam bilesiminin
degistirilmesi yoluyla basarilmaktadir. Bununla beraber, ksantan biyosentezi i¢in
kullanilan  verimli  substratlarin  araligini  genigletmek igin  ¢aligmalar
yapilmaktadir. Xanthomonas campestris pv. campestris [(-galaktosidaz
aktivitesinin dﬁsﬁk diizeyinden dolay1 laktozu verimli bir karbon kaynag: olarak
kullanamaz. Bu nedenle peynir alt: suyu ksantan iiretimi igin elverisli bir karbon
kaynag degildir [5].

Ksantan sentezi igin ilk olarak, izole edilen mikrobial strain, istenen
6zelliklerini korumas: ve mimkiin oldugu kadar uzun sire depolanabilmesi i¢in,
denenmis yontemler ile muhafaza edilir. Muhafaza edilen kiiltirin kiguk bir
miktar, buyuk reaktorlere inokulum elde etmek igin, stvi ortamda ya da kati
yuzeylerde gelistirilerek ¢ogaltilir. Mikroorganizmanin geligimi ve ksantan
tiretimi, kullanilan bioreaktdriin gesidi, islem sekli (kesikli ya .da siirekli), ortam
bilesimi ve kiiltiir kosullar1 (sicaklik, PH, erimis oksijen konsantrasyonu) gibi
faktorler ile etkilenir. Cizelge 1.3’de tipik bir ksantan ftiretim yonteminin

agiklamali olarak basamaklan gosterilmistir [4].
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Cizelge 1.3. Ksantan'mn tipik tiretiminde anahtar adumlar

Yontem .
Olcii ve uygulama Destekler
basamag
Uzun stire; liyofilize edilerek, . oo .
X.campestris L Strain gelistirilmesi; kiiltiire
derin dondurucu. Kisa siire; kati .
kiiltiirii korunmasi . uygulanabilirlik i¢in test
yatik agar yada petriler
Calkalamal: erlenler; inokulum Geligsme ortam bilegimi; kontrol edilen
Inokulum hazirhg: ] )
fermenterleri islem kosullary; kontaminantlar i¢in testler
Arag-gere¢ dizayni; iiretim ortarm bilegimi;
Uretim agamas1 j Bioreaktor fermantasyon kosullar1; kontrol edilen
uygulama kogullart
Teknik, kimyasal yada .
| L L Etkisiz ve ¢ikarilan hiicrelerin gelistirilmesi
Hasat enzimatik; santrifiij yada ) ‘
‘ yontemi
filtrasyon

o Ekstraksiyon ve saflagtirma yontemlerinin

Izolasyon Presipitasyon, filtrasyon o )

‘ geligtirilmesi

Fermentasyon bitiminde broth, ksantan, :.bakteriyel hiicreler ve diger birgok
kimyasallan igerir. Ksantanin geri kazamm igin genellikle, ilk olarak hiicreler
filtrasyon yada santrifiij yoluyla uzaklagtirilir. FDA tiiziikleri ksantan sakizinin
besin smifi igin presipitasyonunda izopropanol kullamilmasin1  Snermektedir.
Presipitasyondan signra, lirlinlin mekanik olarak suyu uzaklastinthir ve kurutulur.
Kurutulmus {iriin 6giitiiliir ve kaplara paketlenir [4].

Yoo ve ark., [10] Xanthomonas campestris NRRL B-1459 ile ksantan
sakiz1 iiretimi iqin, ek bir substrat olarak atik seker pancan pulpunun
kullanilabilirligini incelemislerdir. Bu c¢aligma, atik seker pancari pulpunun
eklenmesinden 6ﬁceki inkiibasyon peryodu, inkiibasyon sicaklign ve iliskili
sicakliklar lizerine odaklanmistir. Ksantan sakizi iiretimi ve seker pancar
pulpunun degredasyonundaki optimal kosullan belirlemek igin, inkiibasyon ve

iligkili parametreler degistirilmigtir. Fermentasyon sonrasinda seker pancan
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pulpunun ksantan sakizi eldesi igin verimli bir substrat olarak kullanilabilecegi
gorulmiistiir.

Papi ve ark , [11] X.campeétris’in gelisimi ve ksantan uretimi igin gesitli
diliisyonlardaki (%10, %25, %35, %50, %75) seftali brothunu denemislerdir. Bu
diliisyonlar hem islenerek saf hale getirilen hemde islenmemis seftali brothu ile
hazirlanmustir. Saf seftali broth’unun Xanthomonas campestris in gelisimi ve
ksantan tretimi i¢in ¢ok 1yi bir substrat oldugu bulunmustur. En yiiksek ksantan
verimi % 50 lik saf seftali brothu ile elde edilmistir.

Galindo ve ark., [12] ksantan fermentasyonu iizerine Tween 40, Tween 80,
Chaps ve Triton X-100 deterjanlarinin etkisini degerlendirmislerdir. Incelenen
tim deterjanlar 24 saatlik kiiltiire eklendiginde, deterjan igermeyen kontrol ile
karsllastlrlldlglnda son ksantan sakizi konsantrasyonu artmugtir. Triton, deterjan
yoklugunda iretilen sakizdan 1,45 kat fazla iiretime neden olan ¢ok énemli bir
etkiye  sahiptir, Triton kullammi  fermantasyon  siiresince  oksijen
konsantrasyonunun ve fermantasyon brothunun viskozitesinin daha yiiksek
olmasina yol agmigtir. Bir deterjanin, 6rnegin Triton X-100 tin kiigik miktarlarda
eklenmesi ksantan fermantasyonunda fermantasyon maliyetini azaltan ve daha
yiiksek nitelikte bir polimer sentezine izin veren umut verici bir yoldur.

Papoutsopbulou ve ark., [13] lacZ geni, maturation protein ve proteinaz P
genlerini igeren Pur291 ve pNZ521 plazmitlerini, konjugasyon ya da
transformasyon ilé X.campestris’e transfer etmislerdir. Caligilan tiim strainler %50
peyniralt1 suyu i§eren bir ortamda ya da aym ortama %]1,5 laktoz ya da %]1,5
glukoz eklenrﬁis ‘bir ortamda ksantan sakizi dretimi igin gelistirilmistir. Bu
¢alisilan strainler peyniralti suyundan laktozu kullanabilmiglerdir fakat biiytik
miktarda ksantan Saklzl uretimi yapamamuiglardir.

Lopez ve ark., [14] birkag zeytin fabrikasinin atik sularindan X.campestris
ile ksantan ﬁretimini aragtirmiglardir. Maximum ksantan iiretimi tek besin kaynag:
olarak %50 zeytin atik suyu igeren ortamda 4 g/lt olarak elde edilmistir.

Manjula Kao ve ark., [15] X.campestris kiiltirlerinden ksantan sakizinin
verimini, kalitesirjli ve bioreaktor verimliligini arttirmak igin, yeni bir strateji
olarak serbest radﬁkal kullanmiglardir. Ksantan veriminde %210’luk bir artig ve

viskozitede %20 lik bir artig HOCI] (oksidant) uygulamasindan sonuglanmugtir.

Lo



HOCI uygulamasinin bir sonucu olarak ksantan sakizinda asetat kiitle fraksiyonu
%42 azalmig velpiruvat kiitle fraksiyonu %63 artmugtir. HOCI uygulamas: ile
gelisme hizi hemen hemen hig etkilenmemistir.

Papagianﬂi ve ark., [2] kesikli kiltirde, Xanthomonas campestris ATCC
1395 ile, ksantafl uretimi ve gelisme kinetigi Gzerine, galkalama diizeylerinin
etkisini, pH kontrol edilmeden bir laboratuar fermentoriinde ¢aligmislardir.
Ksantanin molékﬂler agirhigini  ve piruvat igerigini  incelemislerdir.
Fermentasyonlar 100-600 rpm calkalama hizlarinda gergeklestirilmis ve hem
piruvat igerigi hem de triiniin ‘molekﬁler agirhig: yaklagik olarak hesaplanmistir.
Artan ¢alkalama hizi daha yiksek diretim orani ve biomas diizeyi ile
sonuglanmustir. Ksantanin kimyasal yapisi ¢alkalama hizi ile etkilenmigtir ¢linki
calkalama hizinin artmas: ile piruvat igerigi artmigtir. Bununla birlikte ¢alkalama
hiz1 100 rpm den 600 rpm’e ¢ikarildiginda ksantamin molekiiler agirhig1 iizerine
onemli olmayan etkiler gézlenmistir.

Yang-Ming Lo ve ark., [16] kesikli, iki fazli kesikli ve beslemeli kesikli
fermentasyonlarmda hiicre gelisimi ve ksantan iretimi {zerine ortamdaki
glukoz/yeast extract oramimin (G/YE) etkilerini galigmiglardir. Genelde, ksantan
triinii ve spesifik iiriin oran1 ortamdaki artan G/YE ile artmug, fakat hiicre miktar:
ve spesifik gelisrﬁe orani artan G/YE kadar azalmigtir. Eksponansiyal geligimin
sonunda baslangicta diigitk bir dizeyden (%2,5 glukoz/%0,3 yeast ekstrakt)
yitksek bir diizeyé (%05,0 glukoz/%0,3 yeast ekstrakt) degisen G/YE ile iki fazh
bir kesikli kiltir fermantasyonu, ksantan iretimi igin tercih edilir bulunmustur.
Iki fazli fermantas{yon tasarimi1 hem hizli hiicre geligimini saglamig hem de yiiksek
bir ksantan verimi ve Giretim oram vermistir.

. Flores ve ark., [17] ksantan sakizinin niteligi ve iiretimi Uizerine ¢dziinmiis
oksijen geriliminin (dissolved oxygen tension=DOT) etkisini %10-100 arasindaki
bir doygunlukta géll§m1§lard1r. DOT ksantan iiretimi igin kiiltiiriin performansinda
onemli bir rol oynamaktadir. Ortalama molekiiler agirlik (MMW) doygun tipteki
DOT ile etkilenir. ‘MMW %40 DOT de bir maksimuma (yaklagik 10.10° kg mol™)
ulagir. Genelde yﬁjksek molekiiler agirliktaki polimerlerin oram artan DOT kadar

artar.
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Moreira ye ark., [18] erik, seftali ve mandalinadan X.campestris pv. pruni
izole etmislerdir. X.campestris pv. pruni’nin 18 yeni straini arasinda bir eleme
yapilmigtir: Sentezlenen biyopolimerlerin geleneksel ortamda (PM II) verimleri,
viskozitesi ve kromotografik modelleri analiz edilmistir. Verimler 2.3-8.3 g/L
arasinda degisiklik gostermistir. %3’ lik (w/v) sulu soliisyonlarin viskoziteleri 25,
45 ve 65°C de, 6, 12, 30 ve 60 rpm’de belirlenmistir. Tam biyopolimerlerin
pseudoplastik davranisa sahip olduklart gorilmigtiir. Biyopolimerlerin kimyasal
bilesimi, verimi ve viskozitesi iizerine fermentasyon zamaninin (24-96 saat) etkisi
belirlenmistir. Fefmentasyonun 24. saatinden sonra elde edilen biyopolimer daha
yuksek viskozite gostermistir fakat daha yiiksek verim 72. saat de elde edilmisgtir.
Tam strainler taréﬁndan tretilen polimerlerin ayni mannoz, ramnoz, glukoz, ve
glukuronik asit bilesimine, fakat farkli konsantrasyonlarda sahip olduklan
gortlmugtir. Bu Qallsmadan verimin viskozite ile iligkili olmadig1 gorilmiistiir.
Yiiksek broth viskozitesi, diigiik kalitedeki polimerin yiiksek konsantrasyonundan
dolay1 olabilmektedir sonucuna varmiglardir.

Stredansky ve ark., [19] Xanthomonas campestris NRRL B-1459,
X.campestris PD 565 ve PD 659 ile ksantan Tretimi igin alternatif bir strateji
olarak, kesiksiz ' fazli fermentasyonu amaglamiglardir. Kullamlan kesiksiz
substratlar, tarim endistrisi atiklari ya da bu yblla tiretilen; O6gutilmis arpa
taneleri, elma ve liziim posasi ve limon kabuklaridir. Bunlar ¢ok diigiik maliyette
elde edilebilen iriinlerdir. Uretim kosullani polimer verimini, 32.9 g/L’den 57.1
g/L’ye ¢ikarmak igin i¢in optimize edilmigtir. Fermentasyon sonrasinda elde
edilen trtnler spektroskopi ile analiz edilmistir ve ticari ksantan ile uyumlu
bir igerik ortaya ¢ikariimigtir.

Letisse ve ark., [9] ksantan sakizi tGretimi igin Xanthomonas campestris
ATCC 13951 ile bir kesikli fermentasyon stratejisi gelistirmiglerdir. Temel ortam
bilesenlerinin tun{fu baslangigta saglanmigtir. Tek seker kaynag olarak sukroz
kullanilmugtir.  Ardisik olarak titketilen azot kaynaklarnin, (soya fasulyesi
hidrolizatlari, amonyum ve nitrat tuzlar) ortamin optimizasyonunu daha fazla
kolaylagtirdig: gé‘)fﬁlmustur. Bu caligmada ksantan sakizinin sukrozdan yeterli

miktarda iiretilebildigi goriilmiistiir. Fermentasyon siiresince mimkiin oldugu
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kadar az ilave Yapllmas1 ve ayni zamanda {riin degeflerine karst ekonomik
onceliklerin goz &nﬁnde tutulmasi gerektigi vurgulanmigtir.

Kumar ve{ ark., [20] taksonomik olarak iligkili olan, bugday ve piring
ekinlerine saldiran, Xanthomonas campestris pv. translucens, Xanthomonas
oryzae pv. oryzaie ve Xanthomonas oryzae pv. oryzicola’nin etki sekillerini
anlamak i¢in, oniarln ekzopolisakkaritlerinin (EPSs) bilesimindeki farkliliklar
incelemiglerdir. 'Bu patojenlerin ¢alkalamal:  kultiirlerindeki maksimum
polisakkarit iiretifni 24-72 saat arasinda gozlenmistir. Xanthomonas campestris
pv. translucens, bugdayin yaprak damarlarinda patojendir ve piringlerde
bakteriyal yamkhk etkeni olan Xanthomonas oryzae pv. oryzae (42.02 pg/ml) ve
piringte bakteriyai yaprak damarlanmasi nedeni olan Xanthomonas oryzae pv.
oryzicola (41.91 ng/ml)’ya kiyasla oldukg¢a yiiksek bir miktarda (46.97ug/ml)
polisakkarit ﬁretmistir. Ug Xanthomonas patovar straininin polisakkaritlerinin
molekiiler arast Hidrojen bag: ile, bir —OH grubuna, metil alkanlarin bir C-H
grubuna, bir aldehit (RCHO) grubuna, bir C=C ya da C=0 grubuna ve bir C-O
grubuna sahip olduklarini infrared (FTIR) spektra one siirmistir. FTIR spektra
aym zamanda, Xanthomonas oryzae pv. oryzae’da bir asit anhidrid grubu,
Xanthomonas campestris pv. translucens’de bir sekonder aromatik ya da alifatik
amin grubu ve Xanthomonas oryzae pv. oryzae ve Xanthomonas oryzae pv.
oryzicola’da bir primer aromatik ya da alifatik amin grubunun varhgimi da
gostermigtir. Niiklear manyetik rezonans (NMR) spektrumu, tiim bakterilerin
polisakkaritlerinde hekzos ya da pentoz’un bir § anomerik karbonu ve hekzos ya
da pentoz’un bir %altsetil amin grubu gibi yapisal olmayan sekerlerin varligim
gostermigtir. NMR spektrumu ayrica tiim strainlerdeki hekzos ya da pentoz’un -
anomerik karbonuhu ve sadece Xanthomonas campestris pv. translucens’deki
sekerin 4 karbonda bir dallandigini; Xanthomonas oryzae pv. oryzae’daki bir
uronik asit molekﬁlﬁnﬁn (asit anhidrit grubu) varhigini, ve Xanthomonas oryzae
pv. oryzicola’ daki Bir deoksi seker olan ramnozun varligini da tammlamugtir.

Yang ve ark., [21] hiicre adsorbsiyonu ile, orilmi cesitli fibroz
materyallere, ksahtan fermentasyon brothundan hiicreleri uzaklagtirmamn
uygulanllabilirligiﬂi calismiglardir. Kesikli fermentasyon suresince ya da

fermentasyon sonrasinda fermentasyon brothunda mevcut olan Xanthomonas
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campestris hﬁcrélerinin adsorbe olmasi ig¢in pamuk ve poliyester liflerin her
ikisininde kullanilabilirligini bulmuslardir. Hemen hemen tiim hiicreler liflere
adsorbe olarak fermentasyon brothundan ayrilmigtir. Pamuga hiicre adsorbsiyonu
poliyester liflerden daha hizli olmustur. Bu adsorbsiyon yontemi gesitli
endistriyel uygulémalar icin yiiksek saflikta, hiicresiz ksantan sakizinin ekonomik
lUretimine 1izin Vermektedir. Fiberlere hiicre adsorbsiyonu, ksantan sakizi
eksikliginde etkili olmamustir.

Garcia-Ochoa ve ark., [22] X.campestris NRRL B-1459 ile, onceden
kullanilan ortam bilesimi ve uygulama kosullan altinda, ksantan tretimi igin
yapisal olmayan kinetik bir model gelistirmeyi amaglamiglardir. Bu calismada
tasarlanmig olan model biomass, karbon ve azot kaynaklari, ksantan ve ¢oziinmiig
oksijen g6z Onine alinarak, bes bilegsenin degisim oranlan ile bes farkli
denklemden olugmustur.

Casas ve ark., [23] ksantan/locust bean gum karigimi soliisyonlarinin
viskozitesi tizerine farkli degigkenlerin etkisini ¢alismiglardir. Ksantan sakizi ve
locust bean gum3 molekiilleri arasindaki etkilesimden dolayi, bu karigimlarda
yiksek viskozitefg('izlenmistir. Bu etkilesim locust bean gum’un omurgasi ile
ksantan sakizinin yan zinciri arasinda meydana gelir. Solusyondaki ksantan
sakizinin konformasyonu ve locust bean gﬁm’uﬁ yapist, solusyon karigimlarinin
son viskozitesi uierinde onemli etki gosterir. En yuksek viskozite, ksantan sakizi
40°C ve locust béan gum 80°C’de eritildiginde ve ksantan/locust oram 2:4 (w/w)
ve toplam 1.5 kg m™ litk bir polisakkarit konsantrasyonu ile elde edilmistir.

Lo ve ark.,j [24] donmug bir hamurdaki ve nigasta jellerindeki donma/erime
dengesi ﬁzerine,j ksantan ve locust bean gum galaktomannamnin etkisini
incelemislerdir. Locust bean gum, galaktoz yan zincirleri ile linear bir mannan
iken, ksantan Helikal bir konformasyona sahip olabilen kompleks bir
polisakkarittir. Ikisinin birlikte jel olusumunu saglayabildikleri ve farkh
mekanizmalar ile buz kristallerini etkileme potansiyeline sahip olduklarim

belirtmislerdir.
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1.4. Xanthomonas campestris

Xanthomonas, Pseudomonaceae ailesinin bir genusudur. Bu genustaki tiim
organizmalar bitki patojenidirler. Fitopatojenik bakteriler arasinda Xanthomonas
genusu 250°den fazla bitki tiriine saldirma yeteneginden dolay1 ¢ok onemlidir [4].

Xanthomohas patovarlar1 bazi tarimsal O6nemi olan lahana, yonca ve
fasulye bitkilerinih biytik bir bolumiinii enfekte eder [20].

Bitki patoj%eni olan Xanthomonas campestris tiirleri, sar1 pigmentli oluglari
ve ekzopolisakkafit (ksantan sakizi) uretmeleri ile, iki ortak 6zellige sahiptirler
[25]. Xarzthonzonds’ln tim tiirlerinde sar1 pigmentler mevcuttur, fakat pigmentler
ozellikle strain degredasyonu olugtugunda yok olabilirler [4].

Patovarlarin ¢oBu enfeksiyon igin, yitksek derecede konukgu spesifikligi
gosterirler. Xanthomonas campestris pv. campestris, tanm diinyasinda agir
kayiplarla sonuc;lfanan, cruciferlerde siyah ¢iriikliige neden olan patojendir.
flaveten, ksantan sakizi tanmda, petrol uretiminde ve besin endistrisinde bir
stabilize edici, yogunlastmm, kalinlagtirici ve suspande edici ajan olarak gesitli
uygulamalara saﬁiptir. Bu nedenle patovar campestris, ksantan sakizinin
endustriyel tiretimi i¢in se¢ilmis olan organizmadir. [25].

Xanthomonas hiicreleri  tek diizgiin c¢ubuklar olarak, 0,4-0,7 pm
genigliginde ve 0,7-1,8 um uzunlugﬁndadlrlar (Sekil 1.2). Hiicreler hareketli,
Gram negatiftir \%e polar bir flagellaya sahiptirler (1,7-3 pum uzunlugunda).
Mikroorganizma i(emiorganotroﬂktir ve son elektron alicisi olarak oksijen
gerektiren zorunhi bir metabolizma ¢egidi ile obligat bir aerobtur. Bakteri
denitriﬁye yapamaé ve katalaz pozitif, oksidaz negatiftir. Koloniler genellikle sar,
diizgiin ve viskozdur. Xanthomonas turleri glukozu okside edebilirler ve glukoz
yikimu igin ilk olarak Entner-Doudoroff yolu kullamlir (ayrica pentoz fosfat yolu
mevcuttur fakat ;total glukozun sadece %8-16’st kullanilarak tiketilir).
Trikarboksilik asit ve glioksilat dongiilerinin her ikisi de mevcuttur [4].

Xcampesniis genellikle en ¢ok ksantanin endiistriyel dretimi igin
kullamlan mikroorganizmadir. X.campestris standart laboratuvar ortaminda gelisir
ve birkag strain gesidi siirekli ve kesikli kultiiriin her ikisinde de elde edilmektedir.

Ug farklt strain tammlanmustir; L strain (large)-bu strain 4-5 mm ¢apinda mukoid
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parlak sar1 koloniler olusturur. En iyi ksantan tretimini bu saglar ve ksantanin
piruvat igerigi yiksektir. Sm strain (small)2 mm ¢apinda viskoz koyu sari
koloniler olusturur. Hiicrelerin ksantan iiretimi ve piruvat igerigi L straininkinden
daha digiiktir. Vs strain (very small) maksimum 1 mm g¢apinda viskoz olmayan
soluk sar1 renkli kolonilerdir. Bu strain ksantan uretmez[4].

Sm ve Vs strainleri genellikle kiiltir eskidigi ig¢in L straininin
degredasyonu ile olusur. Ksantan sakizi daima L straini kullanilarak iretilir ve
strainin iyi bir sekilde korunmas: gerekir. Mikroorganizmamn kisa ve uzun siire
korunmas: i¢in farkli teknikler asagidaki gibi planlanmustir. Uzun' siire koruma
tiremeyi engellejen bir koruma teknigidir, %10 (v/v) gliserin soliisyonunda
dondurma ve liyofilizasyon kullamlir. Kisa siireli koruma yontemleri birkag
mikrobial gelisime izin verir. Hucreler yatik ve petrilerdeki kat: kompleks
ortamlarda (6rnegin YM agar) 25°C de 18-20 saat gelistirilir. Yatik agar ve
petriler sonra 4°C de korunur. Kiiltiir strain degredasyonunu onlemek igin her 14
giinde taze oﬂamé transfer edilmelidir. Kiltiir muhafazasinin kontrola igin yatik
YM agar 25°C de 3 giin inkiibe edilir; canli hiicreler parlak sar1 ve yuvarlak 4-5

mm ¢apinda koloniler dretir [4].

Sekil 1.2. X. campestris’in elektron mikroskobundaki goriintiisii (x 12 000) [4].




21

1.4.1. Xanthomonas campestris’in Gelisme Ortami

Xcampest%is’in gelisimi  i¢in  kullanilan tiim ortamlar kompleks
ortamlardir. En yéygm olarak YM ortami ve YM-T olarak tanimlanmig YM nin
yart sentetik bir g:ej,sidi kullanilir. Geligim her iki ortamda tamamen aynidir ve elde
edilen maksimum ibiyomas trind her ikisi igin birbirine oldukga yakindir; bununla
birlikte, YM-T de;bulunan iki nitrojen kaynéglndan dolay1 bu ortamda bir dioksik
gelisme modeli elde edilir [4].

1.4.2. Xanthomonas campestris’in Gelisme Sicakhg

Xanthomonas campestris 25 den 30°C ye kadar uzanan farkh sicakliklarda
killtire alinmaktadir, Moraine, ve ark., (1966) 22-35°C arasindaki sicakligin
gelisme ﬁzerindeki etkisini ¢aligmiglardir, kullanilan ortamda optimal gelisme

sicaklig1 28°C olarak belirlenmistir [4].
1.5. Cruciferlerin Siyah Ciiriiklii3ii ya da Siyah Damarlanmas:

Cruciferler%ieki siyah guriiklik ya da siyah damarlanmaya Xanthomonas
campestris pv. c?tmpestris neden olur. Bu hastalik diinyanin her yerinde
mevcuttur. Lahanja familyasinin tim tyelerinde etkilidir ve bazen ekinler
uzerinde siddetli kayiplara neden olur. Hastalik geng yastaki bitkilere ve zellikle
bitkilerin st bélgélerine etki eder, fakat etli koklere sahip salgam ve turp benzeri
konukgularda, kékler de etkilenebilir ve kuru bir kok gelisebilir. Geng fidelerin
enfeksiyonu cuceli;ge, tek yonlii gelisime ve kiigiik yapraklarin dilymesine neden
olur. Ik semptomlfar genellikle biiylikge bir alanda, cogu kez V seklinde, yapragin
diyaframina dogru ilerleyen, yapraklarin kenarlarinda klorotik lekeler olarak
ortaya ¢ikar. Etkilenen alan daha sonra kahverengiye doner ve kurur. Bu siire
igerisinde g(")vdeyei ilerleyen renksiz damarlar buradan diger yapraklara ve koklere
iner ve g¢ikar. Yaéraklar, orta damar vasitasiyla yukari hareket eden bakteriler
tarafindan sistemik olarak istila edildiginde, klorotik bolgeler yapraklar uizerinde

herhangi bir yerde?ortaya cikabilir. Once enfekte olan yapraklar sonra da digerleri
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diiser./ Infekte yapraklarin govdesi ve saplan diganidan saglikli goriiniir fakat
capraz bolgede onlar bakterilerin biraktifi ¢ogunlukla kiigiik sar yaplskamn ve
iletim dokularimin kahverengi yada siyahlasmasma olanak verir. Bazen
bakterilerin en biiyiik oyuklan, 6zde ve korteks de olusur. Lahana ve karnabahar
baslar1, aym sekilde salgam, turp ve digerlerinin etli kokleri de istila edilir ve
renksizlesir. Infekte olan alanlar *sonradén ciirlik¢iil bakteriler ile istila edilir, bu
bakteriler dokulan pargalar ve igreng bir koku ortaya ¢ikar.

Siyah gﬁriikhj’ik bakterileri, bitki atiklarin1 yada tohumlarim kig bitiminde
infekte eder. Eger Bu bakteriler kotiledonlar yada gen¢ yapraklar ile temas eder
yada bulasirsa, bakteriler stomalar, hidatodlar yada yaralar aracilig: ile onlari
infekte eder ve bunlarm vasitasiyla hiicreler arasina yayilirlar. Daha sonra
bakteriler damarlarda ¢opalir ve bitkide bastanbasa yayihr, hatta tohumlara
ulagirlar. Aym zafnanda, bu bolgelerdeki ksilem parcalamir ve bakteriler
parankimay1 g:evrelé,yen hiicreleraras1 bosluklara yayilir. Bu hiicreler kisa siire
icinde parcalanir ve byuklar olusur.

Yaprak infeksiyonlarinda bakteriler, hidatodlar yada yaralar aracilifn ile
yapraklarin yiizeyiné ulagir ve sonra yagmur damlalart ve riizgar ile yayilirlar
Yagmurlu havada, sicak hava infeksiyonu hizlica gelistirir ve gériiniir semptomlar
ortaya ¢ikabilir. |

Siyah gﬁmklhgﬁn kontrolii zordur ve iki yada ii¢ y1l 6nce siyah ¢iiriikliik
olmayan topraga dikilen fidelerin ve bakterisiz tohumun kullanimina baghdir. Bu
yiizden ekin rotasyonu gereklidir. Sicak su ile tohum muamelesi (50°C de 30 dk)
ve son zamanlarda ?tetracycline yada streptomycin antibijotigi %0.5’1ik sodyum
hipoklorit de 30 dk emdirilir ve bunu takiben su ile ¢alkalanir. Bu islem bakteri

igermeyen tohum elde etmeye yardim eder [26].
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2. MATERYAL VE METOD
2.1. MATERYAL
2.1.1. Bakteri Strainleri

Callsmamﬂzda kullanilan test bakterileri ve alindiklarn yerler Cizelge 2.1 de

verilmigtir.

Cizelge 2.1. Bakteri sﬁainleri

ORGANIZMA STRAIN NO KOKENI
Xanthomonas campesll‘is pv.campestris NRRL B-1459 * U.S
Xanthomonas camiestris pv.phaseoli TPPB 5001 ** Turkiye
Xanthomonas axohopoa’is pv.vesicotoria ok U.S
Xanthomonas campestris pv.vesicotoria Rk Turkiye

* :Northern Regional Research Laboratory (NRRL) of the U.S. Department of
Agriculture. |

** :Ankara Zirai Arastlrma Merkezi.

k%% Akdeniz Uni\}ersitesi, Ziraat Fakultesi (Hiiseyin Basim).

***% :Ondokuz Mayis Universiresi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Bolimii.

2.1.2. Toprak Orneklerinin Ainmasi

Eskigehir Hasan Polatkan semti ve Kizilinler Koyl civarinda bulunan
karnabahar, lahana ve turp tarlalarinin degisik bolgelerinden alinan toprak
ornekleri, ayri ayn temiz naylon posetler icinde laboratuvara getirilerek

Xanthomonas campestris deteksiyonu igin incelemeye alinmigtir.
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2.1.3. Crucifer Tojhumlarmm Temin Edilmesi

Czihsmam(zda kullanilan beyaz turp, kirmizi turp, seker pancar1 ve beyaz
lahana tohumlari, 50 g’lik paketler halinde Eskisehir Yunusemre Arcilik ve
Tohumculuktan alljnmlstlr.

2.1.4. Besiyerleri jve Tampon Cozeltiler

2.1.4.1. SX Agar

Coziinir patates nisastast 100g

Beef extradt (Difco) ‘ 10g

Amonyum klorid 50g

Potasyum difosfat 20g

Metil violet B 1 ml (%20 lik etanol iginde
| %11ik)

Metil greeri : 2ml

Siklohekzimid 250 mg

Agar i 150¢g

Distle Su 1000 ml

pH=6.8’¢ ayarlanmigtir. 121°C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril
edilmistir ve daha isonra steril petrilere 15-20° ser ml olacak sekilde dagitiimistir

[27].

2.1.4.2. BSCAA
| Coziniir nigasta ‘ 100g
Glisin ‘ 02g
K;HPO, 10g
KHPO; 10g

MgS0,7H;0 02g



Metil green (%1 sulu) 0.2 ml
Siklohekzimid (100 mg/ml) 2.0 ml
Agar 150¢g
Distile Su 1000 ml

121°C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir ve daha sonra steril

petrilere 15-20° ser ml olacak sekilde dagitiimigtir [28].

2.1.4.3. NSCAA
Nutrient agar (Difco) 230¢g
Cozunir patates nigastas: (Baker) 150g

Distile Su 1000 ml

121°C’de 15 dakika otoklavlandiktan sonra L igin 0.2 ml stok
siklohekzimid solusyonu eklenmigtir. 100 mg/ml stok siklohekzimid solusyonu
hazirlamak i¢in %75 lik metand] yada etanol’un 1.0 ml sinde 1.0 g siklohekzimid
eritilerek hacim distile su ile 10 ml’ye tamamlanmugtir. Filtre sterilizasyonu

gerekli degildir. Daha sonra steril petrilere 15-20°ser ml olacak sekilde

dagitilmigtir [28].

2.1.4.4. FS
Cozinur nigasta 100g
Maya ekstrakt 01g
KzI‘IPO4 0.8 g
KH,PO, 08¢g
MgS0O47H,0 01g
Metil green (%1 sulu) 1.5 ml
Agar 150¢g

Distile Su 1000 ml
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121°C’de :15 dakika otoklavlandiktan sonra L i¢in 0.2 ml stok
siklohekzimid solusyonu ve 1.0 ml stok piridoksin HCl (1 mg/ml) eklenmistir.
Daha sonra steril petrilere 15-20’ser ml olacak sekilde dagitilmistir [28].

2.1.45.YS
Amonyum fosfat (NHsH,PO,) 05g
Potasyum fosfat (K;HPOj) 05¢g
MgS0,47H,0 02¢g
NaCl : 50g
Maya ekstrakt (Difco) 50g
Distile Su 1000 ml

121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir [27].

2.1.4.6. Jelatin Medium

Et ekstrakt 3g
Pepton ‘ S5g
Jelatin | 120 g
Distile Su 1000 ml

121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmigtir [27].
2.1.4.7. Skim Milk

10 g siit tozuna son hacim 100 ml olacak gekilde distile su ilave edilmis ve

110°C’de 20 dakika otoklavlanarak steril edilmistir [29].



2.1.4.8. YMA (Yeast Malt Agar)

Malt ekstrakt
Maya ekstrakt
Dekstroz
Pepton

Agar

Distile Su

27

30g
30g
100 g
50g
200 g
1000 ml

0.4 N KOH ve 1N H,SOy, ile pH 7+0.2’ye ayarlanarak otoklavda 121°C’de

1.1 atmosfer basingta 15 dk siire ile steril edilmistir [3].

2.1.4.9. YM-Broth (Yeast Malt Broth)

Besiyeri YMA’nin igeriklerinden agar hari¢ diger maddelerin tiimii aynidir

[3].
2.1.4.10. YM-T Broth

D-Glukoz

Maya ekstrakt
Malt ekstrakt
Pepton
(NH4):HPO, (AP)
K;HPO,
MgS047H0
Distile Su |

120g
15g
15¢g
25¢g
13g
25¢g
02g
1000 ml

Besiyeri igerikleri suda ¢oziilerek 0.4 N KOH ve 1 N H,SO4 pH 710.2°ye

ayarlanarak otoklavda 121°C’de 1.1 atmosfer basingta 15 dk siire ile steril

edilmistir [3].
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2.1.4.11. Standart Uretim Ortami

D-Glukoz 225¢
K>HPO4 50g
(NH,),HPO; (AP) 25g
MgSO, 7H,0 02¢g
Antifoam (Képﬁk kiricr) 01g
Distile su 1000 ml

Besiyeri pr’51 0.4 N KOH ve 1 N H;SO, pH 7+0.2’ye ayarlanmigtir. Bu
besiyerinin hazulaﬁmasmda sekerin karamellesme reaksiyonunu onlemek igin
glukoz, pH’s1 4.5’¢ ayarlanarak ayri olarak 121°C de 1.1 atm basingta 20 dk siire
ile otoklavda sterilize edilmistir. Azot ve tuzlarin karigimi da ayrn olarak sterilize

edilmistir. Bunlar inokulasyondan 6nce aseptik kosullarda karistirimstir [3].

2.1.4.12. Optimize Edilmis Besi Ortami

Maya ekstrakt 30g
Malt ekstrakt 30g
Pepton 50g
Sukroz 500¢g
CaCO; 05g
K,HPO, 05¢g
MgS047H,0 10g
NaCl 05g
Distile Su 1000 ml

Besiyeri pH’s1 6.0-7.0 ye ayarlanarak 121°C’de 1.1 atm basingta 20 dk

sire ile otoklavda sterilize edilmigtir [8].
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2.1.4.13. LB Medium (Luria-Bertani Medium)

950 ml deiyonize suya;

Bacto-tripton 100g
Bacto-maya ekstrakt 50g
NaCl 100g

eklenerek pH SN NaOH (~0.2 ml) ile 7.0 ye ayarlanmistir. Soliisyonun
hacmi deiyonize su ile 1 L ye tamamlanmustir. 121°C’de 1.1 atm basingta 20 dk

sire ile otoklavda sterilize edilmistir [30].
2.1.4.14. Pulp iceren Fermentasyon Ortami

Meyve pulpu 2600 g de 20 dk santrifiij edilerek siipernatantin gesitli
dilisyonlan (%5, %10, %15, %25, %35, %50) hazirlanmigtir. Her bir dilisyona
%0.5 NH4Cl ve %0.2 maya ekstrakt ilave edilmistir. pH 7’ye ayarlanarak
121°C’de 1.1 atm basingta 20 dk siire ile otoklavda sterilize edilmistir [11].
2.1.4.15.1 N H,SO4 .

2.7 ml H,SO, 100 ml distile su iginde karigtirilmigtir [31].
2.1.4.16. 0.4 N KOH

2.24 gr KOH 100 ml distile su i¢inde ¢ozindirulerek karigtirilmigtir [31].

2.1.4.17. Steril Yikama Soliisyonu

1 L distile suya 8.5 g NaCl eklenerek 75 ml’si 250 m!’lik erlene konularak
otoklavlanmistir. 2-4°C’de soguduktan sonra, tohumlar eklenmeden hemen 6nce 1

damla Tween-20 eklenmistir [28].
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2.1.4.18. ince Tabaka Kromotografi (ITK) Solusyonu

Triklorometan-metanol-asetik asit-su (40:40:10:10) oraninda karistirilarak

hazirlanmigtir [1 8]. Karigim deney sirasinda taze olarak kullanilmastir.
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2.2. METOD
2.2.1. Topraktan Xanthomonas campestris izolasyonu

Topraktan Xanthomonas campestris izolasyonu amaciyla iglerinde 9.0 ml
steril distile su bulunan 5 adet steril tip hazirlanmigtir. Toprak orneklerinin her
birinden 1 gr (yas agirlik) alinarak 9 ml steril distile su igeren 1. tiipe aktarilmis ve
tiip 3-5 sn vortekste kangtirilmigtir. 10 kez seyrelmig olan bu tiipten steril bir pipet
ucu ile 1 ml alinarak 2. tiipe aktarilmig ve tekrar vortekste kangtirilmigtir. Bu
islemler 5. tiipe kadar tekrarlanarak 107 kez seyreltme islemi yapilmustir. Her bir
tiipten steril bir pipet ucu ile 0.1 ml alinarak SX agar igeren petri yiizeyine
pipetlenmis ve steril bir drigalski spatiilii ile yiizeye yayilmustir. Standart kiiltir
olan Xanthomonas campestris pv. campestris NRRL B-1459 ile de pozitif kontrol
olmas1 amaciyla SX agar Uzerine ¢izgi ekim yapilarak petriler 30°C’de 3 giin
inkibe edilmistir. |

Inkiibasyon siiresi sonunda standart sus ile aym ozellikleri gosteren; 3.
giin; kiigiik transhicent, 4-5 mm nigasta hidroliz zonu ile ¢evrili koloniler, 5. giin;
3 mm g¢apinda, mukoid, konveks, sirkiiler, transluent ve mavi mor merkezli, 8-10
mm nisasté hidroliz zonu ile gevrili koloniler belirlenerek Saﬂa§t1rma yapmak
tzere SX agar lizerine ¢izgi ekim yapilmig daha sonra identifikasyon testleri

yapilmak tuzere stok besiyeri olan YM agara transfer edilmigtir [32].
2.2.2. Crucifer Tohumlarindan Xanthomonas campestris 1zolasyonu

Kirmizi turp, beyaz turp, beyaz lahana ve geker pancari tohumlarindan
Xanthomonas carhpestris izolasyonu igin her bir tohum o6rneginden 1000 adet
(~40 gr) almarak 250 ml’lik steril erlene konmustur. Uzerine 2.1.4.17. de
belirtilen steril yikama solusyonundan 75 ml eklenerek 3-5°C’de calkalayici
tizerinde 1.5 saat bekletilmistir. Steril 3 kat tiilbent bezinden temiz erlene
siiziilmily ve 25 ml steril yikama solusyonu ile ¢alkalanmugtir. 2 adet 50 ml’lik
steril tiiplerde 10.000 rpm’de, 10 dk (2°C) santrifiijlenerek. stipernatantlar
uzaklasgtirilmig ve her bir pellet 3 ml steril %0.85’lik NaCl ile suspande hale
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getirilmistir. Daha sonra ikisi bir araya toplanarak 0.5 ml ve 4.5 ml tuz
solusyonlarinda 1:100 olacak sekilde seyreltilmistir ve 10" ve 1071k
dilisyonlardan NSCAA, BSCAA ve FS iizerine 0.1 ml pipetlenerek drigalski
spattli ile yayilmistir. Petriler 30°C’de inkiibe edilmistir ve 3 gun inkibasyon
stiresi sonunda kontrol strain olan Xanlhomonds campestris pv. campestris NRRL
B-1459 ile ayn1 Ozellikte olan; 1-2 mm g¢apli, sari, agik yesil, mukoid, seffaf]
nigasta hidroliz zonu ile gevrili koloniler belirlenerek ayni besiyeri tizerinde ¢izgi
ekim yapilarak saflagtirma yapilmis ve daha sonra identifikasyon testleri yapilmak

lizere stok besiyeri olan YM agara transfer edilmistir [34].
2.2.3. Identifikasyon Testleri
2.2.3.1. Gram Boyama -

YM agara cizgi ekim yapilarak saflagtirilmig olan kolonilerden, 24 saat lik
aktif kiiltir hazirlamak amaciyla, taze YM agar iceren petrilere ¢izgi ekim
yapilarak 30 °C de inkiibe edilmigtir. Gram boyama iglemi, bu aktif kiltiirler ile
yapilmstir. |

Kat1 besiyerindeki kiltirden o6ze ile yaklagik bir .toplu igne bast
buyikluginde bir ?k1s1m alinarak, lam iizerine konulmus bir damla su igerisinde
emiilsifiye edilip yiizeye 6ze ile yayilmigtir. Lam ilk olarak havada kurutulmus,
sonra bek alevinden 3 kez gegirilerek fiksasyon yapilmis ve sogutulmustur.
Preparat ilk once kristal violet ile 1 dk boyanmis ve fazla boya akitilmistir. Sonra
gram iyodir (lugol) ¢ozeltisiyle boyanarak 1 dk etkiye birakilmustir. Fazla lugol
akitilarak alkol ile 6 sn muamele edilmigtir. Distile su ile alkol yikanarak
. uzaklastirilmig ve son olarak preparat safranin ile 30 sn boyanmustir. Fazla boya
akitilarak suyla yikanmig ve havada iyice kuruduktan sonra immersiyon objektifi
yardimiyla incelenmigtir. Koyu mor (menekse) renkli boyanmis olan
mikroorganizmalar Gram (+), agik pembe renkli boyanmus olanlar ise Gram (-)

olarak degerlendirilmigtir [29].
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2.2.3.2. Ureaz Testi

lg maya ekstrakt kullanilarak hazirlanan YS ortamima %0.0016 (w/v)
kresol red eklenerek 121°C’de 15 dakika otoklavlandiktan sonra filtre ile steril
edilmis tre solusyonundan son konsantrasyon %2 olacak sekilde eklenmis ve
steril tiplere paylastinlmistir. 24 saat lik aktif kiltirden 6ze dolusu kiiltir
asilanarak 27°C de calkalamali etiivde 14 gin inkiibe edilmistir. Kirmizi renk
olusumu ile beliren alkalitedeki artig (yaklagik pH 9.0) iireaz aktivitesinin kanitidir
ve bu sonucu veren mikroorganizmalar iireaz pozitif olarak degerlendirilmistir

[27].
2.2.3.3. 32°C de Biiyiime

YS besiyeri tiplere dagitilarak steril edilmistir. 24 saatlik aktif kiltiir
- ekilerek 32°C de 50-75 rpm de 10-12 giin inkiibe edilmigtir. Biylime gostergesi
spektrofotometrede 550 nm dalga boyunda Olgilerek tespit edilmistir. Sifir’in

tizerindeki absorbans degerleri pozitif olarak degerlendirilmistir [27].

2.2.3.4. Protein Par¢alanmasi

10 g siit tbzuna son hacim 100 ml olacak sekilde distile su eklenmis ve
%0.004 bromcresol pl‘jlrple (w/v) ilave edilerek tiiplere paylastiriimistir. 110°C’de
20 dk steril edilmistir; 24 saat’lik aktif kiiltiirden inokulasyon yapilarak 27°C’de
inkiibasyona blrakllrﬁlstlr. Pozitif sonug¢ olan tuplerde seffaf bir reaksiyon

gbzlenmis ve proteaz pozitif olarak degerlendirilmigtir [27].
2.2.3.5. Asit Uretimi

1 g maya ekstrakt kullanilarak hazirlanan YS besiyerine agar 12 g/L ve
bromcresol purple 0.7 ml/L (%]1.5 alkol solusyonundan) eklenerek pH 6.8’e
ayarlanmig ve 121°C’de 15 dk otoklavda steril edilmistir. Karbon kaynagi %0.5

(v/v) filtre ile steril edilerek eklenmis ve besiyeri steril tiiplere paylastirilmugtir.
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Aktif kultirler ekilerek 2, 4, 7, 21 ve 28 giinliik inkiibasyondan sonra asit tiretimi
i¢in incelenmigtir. Tiplerde sar renk olusumu asit tiretiminin kanitidir ve sonug

pozitif olarak kaydedilmistir [27].
2.2.3.6. Eskulin Hidrolizi

YS brotha. ferric ammonium citrate %0.05 (w/v) ve eskﬁlin %0.1 (w/v)
eklenerek pH 6.8’¢ ayarlanmig ve 121°C’de 15 dk otoklavda steril edilmistir.
Besiyeri steril tupEere paylastirilarak aktif kiilttirler ekilmis ve 28 giin ¢alkalamali
inkiibasyondan sonra koyu kahverengi renk olusumu eskulin kullaniminin isareti
olarak ele alinmigtir. UV 15181 altinda fluoresans goriinmediginde tam bir hidroliz

olmustur ve sonug pozitiftir [27].
2.2.3.7. Jelatini Sivilastirma

Jelatin medium hazirlanarak besiyeri tiplere yaklasik 4-10 ml miktarda
dagitilmigtir. 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmis ve tiipler yana
yatirilmadan hemen sogutulmugtur. Inokulasyona kadar tiipler sogukta
tutulmugtur. Aktif kiiltiirlerden tiiplere transfer ignesi ile ekim yapilarak 28°C’de
inkiibasyona birakilmigtir. 3, 7, 14, ve 21 giin sonra tipler 30 dk 4°C’de
tutulmugtur Tiip yana yatirildiginda ortam kolayca akiyorsa jelatin hidroliz

edilmis demektir ve sonug pozitif olarak degerlendirilmistir [27].
2.2.4. Ksantan Sakizinin Fermentasyonla Uretimi

Fermentasyon denemelerinde, Xanthomonas campestris pv. campestris
NRRL B-1459 standart susu ve Tiirkiye’deki ¢esitli bitkilerden izole edilen
Xanthomonas campestris pv. phaseoli TPPB 5001, Xanthomonas campestris pv.
vesicotoria ve Amerikan dolmalik biberinden izole edilmis olan Xanthomonas
axonopodis pv. vesicotoria suslan kullanilmgtir.

Fermentasyon denemelerine gegmeden once stok besiyeri olan YMA’da

bulunan mikroorganizmalar, 6nce YM agara sonra YM brotha transfer edilerek



aktive edilmigtir. Aktif mikroorganizmalar daha sonra YM-T ortamina aktarilarak

inokulum hazirlanmig ve daha sonra fermentasyon sathasina gegilmistir.
2.2.4.1. On Inokulum Hazirlanmas:

-80°C’deki stok kiiltiirler, YM agara transfer edilerek 28°C de 3 giin
inkiibe edilmistir. Bu taze kiilttrler YM brothlarin agilanmasinda kullamlmagtir.

Hazirlanan taze kiiltirler iginde 14 ml YM broth olan test tiibiine bir 6ze
dolusu transfer edilerek, 28°C de 100 dev/dk’da 24 saat inkiibe edilmistir. Boylece

hem 6n inokulum hazirlanmig hem de kultiirler aktive edilmistir [3].
2.2.4.2. inokulum Hazirlanmas:

Hazirlanan 14 ml’lik 6n inokulum, i¢inde 100 ml YM-T broth bulunan 250
ml hacimli erlenlere aseptik kosullar altinda inokule edildikten sonra, 28°C de 200
dev/dk’da 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda olugan inokulum,
fermentasyon ortaminin asilanmasinda kullamimigtir. Burada belirtilen 6n

inokulum ve inokulum hacmi 1 L’lik fermentasyon ortamu igindir [3].
2.2.4.3. Fermentasyon

Fermentasyonlar ¢alkalamali erlenlerde veya 2.5 L hacimli fermentorde
(New Brunswick Scientific, Bioflo 3000) gergeklestirilmigtir. Fermentordeki
iiretimler i¢in kullanilan hacimler 2 L’ye gore ayarlanmistir. Fermentasyonlar

28°C, 250 rpm ve 72 saat siire ile gergeklestirilmistir.
2.2.4.3.1. Standart Uretim Ortamindaki Fermentasyonlar

Xanthomonas campestris pv. campestris NRRL B-1459 ve Xanthomonas
campestris pv. phaseoli TPPB 5001 suglari ile standart Giretim ortamu kullanilarak
yapilan fermentasyon, glukoz ile erlende ve fermentorde, sukroz ile sadece

erlende denenmistir. * Standart (retim ortamu 2.1.4.11.°de belirtildigi gibi
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hazirlanmistir. Bu ortamda kullamlan glukozun miktar1 22.5 g/L, sukrozun miktan
ise 50 g/L’dir.

Hem erlenlerde hem de fermentorde standart tiretim ortam: hazirlandiktan
sonra otoklavlanarak steril edilmig ve her iki kiiltir i§in ayr1 ayrt hazirlanmig olan
%10 (v/v) oramindaki inokulumlar ile aseptik kosullar altinda asilanmistir. 28°C
de 250 dev/dk’da 72 saat inkiibasyondan sonra ortam, analiz edilinceye kadar

+4°C de saklanmustir [3].
2.2.4.3.2. Optimize Edilmis Besiyerindeki Fermentasyonlar

Xanthomonas campestris pv. campestris NRRL B-1459 straini ile optimize
edilmis besiyeri kullanilarak yapilan fermentasyon, hem glukoz hem de sukroz
kullamlarak sadece erlenlerde denemistir. Bu ortamda kullanilan glukozun miktar
20 gr/lt, sukrozun miktart ise 50 g/L’dir.

2.14.12°de igerigi verilen optimize edilmig besiyeri, - erlenlerde
hazirlandiktan sonra 6toklavlanarak sterilize edilmis ve %10 (v/v) oraninda, ayri
ayr:1 hazirlanan inokulumlar aseptik kosullar altinda fermentasyon ortamma
agtlanmugtir. 2.2.4.1.’de verilen 6n inokulum asamasi burada inokulum basamagi
olarak kullamlmugtir. 28°C de 250 dev/dk’da 72 saat inkiibasyondan sonra ortam,

analiz edilinceye kadar +4°C de saklanmugtir [8].
2.2.4.3.3. Degisik Substrat Ortamlarinda Ksantan Sakizi Uretimi
2.2.4.3.3.1. Peynir Alt1 Suyundan Ksantan Sakizi Uretimi

Calismamzda kullanilan peynir alti suyu, Bilecik’teki bir mandiradan
temin edilmistir. Peynir alt1 suyunun laktoz igerigi Bilecik Meslek Yiiksek Okulu,
Gida Teknolojisi Boliimii’nde, tespit edilmis (Mesut Kaplan, kisisel iletigim) ve
bu substrat ¢alismamizda Xanthomonas campestris pv. campestris NRRL B-1459
ve Xanthomonas campestris pv. phaseoli TPPB 5001 suslari ile ksantan Gretimi

icin denenmisgtir.
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Peynir alti suyu fermentasyona alinmadan once, igerdigi proteinlerden
arindirilmak amactyla bir 6n iglemden gegirilmistir [3]. Bunun igin, peynir alti
suyu 121°C de 15 :dk stire ile otoklavlanmig daha sonra filtre kagid: ile siiziilerek
berraklastlrllmlstlr.! Yaklagsik %S5 laktoz igerdigi tespit edilmis olan bu berrak
¢Ozeltinin %2.25 ‘glukozu verecek olan miktar, standart iretim ortamindaki
glukoz yerine karbon kaynagi olarak kullanilmistir. Bu sekilde hazirlanmis olan
fermentasyon ortamina 2.2.4.2°de belirtildigi sekilde hazirlanan %10 (v/v)
oraninda inokulumlar, ayri ayri, aseptik kosullar altinda asilanmistir. 28°C, 250
rpm de72 saat’lik fermentasyon basamagindan sonra, 2.2.5.de belirtildigi sekilde
hiicreler ortamdan uzaklastlrlhp, presipitasyon yapildiktan sonra kurutma islemi

yapilmis ve elde edilen iiriinler tartilarak % verim degerleri hesaplanmigtir
2.2.4.3.3.2. Kayis1 Pulp’undan Erlende Ksantan Sakizi Uretimi

Callsmamlzda kullanilan kayisi pulpu Tirker Kimya’dan temin edilmigtir.
Seker igerigi, Bilecik Meslek Yiiksek Okulu, Gida Teknolojisi Bélimii’nde, tespit
edilmis (Mesut Kaplan, kigisel iletisim) ve bu substrat caligmamizda
Xanthomonas campestris pv. campestris NRRL B-1459 ve Xanthomonas
campestris pv. phaseoli TPPB 5001 strainleri ile ksantan tiretimi igin denenmistir.

Ksantan uiretimi igin ilk olarak stok besiyerindeki Xanthomonas campestris
NRRL B-1459 ve Xanthomonas campestris TPPB 5001 suslari, YMA besiyerine
ekilmis ve 28°C de 24 saat inkiibe edilerek aktive edilmigtir. Daha sonra,
inokulum ortami hazirlamak amaciyla 100 ml LB broth hazirlanarak, aktiflesmis
kiiltiirlerden bir 6ze dolusu ayri ayri, LB broth’a transfer edilmis ve 28°C de 24
saat inkiibe edilmistir. Bu kilturlerin 10 ml’si, 500 ml’lik erlenlerdeki, %5, %10,
%15, %25, %35, %50’lik dilusyonlardaki, 2.1.4.14’de belirtildigi sekilde
hazirlanmig olan pulp igeren fermentasyon ortamlarinin 100 ml’sine aktarilmigtir
[11]. 28°C de, 250 rpm de 72 saatlik fermentasyon basamagindan sonra, islemler
2.2.5.de belirtildigi sekilde tekrarlanmigtir. Her iki sug tarafindan, elde edilen

triinler kurutularak % verim hesaplanmstir.
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2.2.43.3.3. Seftali Pulp’undan Erlende ve Fermentorde Ksantan Sakizi

Uretimi

Caligmamizda kullanilan seftali pulpu Aroma Meyve Suyu ve Konsantre
Fabrikasi’ndan temiﬂ edilmigtir. Seker icerigi, Bilecik Meslek Yiiksek Okulu, |
Gida Teknolojisi Bolumii’nde, tespit edilmis (Mesut Kaplan, kisisel iletisim) ve
bu substrat ¢aliymamizda Xanthomonas campestris pv. campestris NRRL B-1459
ve Xanthomonas campestris pv. phaseoli TPPB 5001 suglan ile ksantan lretimi
i¢in denenmigtir.

Xanthomonas campestris pv. campéstris NRRL B-1459 ve Xanthomonas
campestris pv. phaseoli TPPB 5001 strainleri ile sadece %35’lik ve %50’lik
dilusyonlardaki seftali pulpu igeren fermentasyon ortamlari denemistir. %35°lik
fermentasyon ortamu her iki sus ile ayn ayn sadece erlenlerde, %50’lik
fermentasyon ortami ise hem erlenlerde hem de fermentorde gergeklestirilmigtir.
Aktiflestirme ve inokulasyon basamaklari kayisi pulpu ile yapilan iglemlerin
aymisidir. Fermentordeki denemeler igin, hacimler 2 1t’lik besi ortammna gore
ayarlanmigtir [11]. 28°C de, 250 rpm de 72 saatlik fermentasyon basamagindan
sonra, iglemler 2.2.5.”de belirtildigi sekilde tekrarlanmistir. Her iki sus tarafindan

erlende ve fermentorde elde edilen triinler kurutularak % verim hesaplanmigtir.
2.2.4.3.3.4. Seker Pancar1 Melasi’ndan Ksantan Sakizi Uretimi

Caligmamizda kullanilan melas Eskigehir Seker Fabrikasi’ndan temin
edilmigtir. Melasin igerigi Bilecik Meslek Yiiksek Okulu, Gida Teknolojisi
Boliimii’nde, tespit edilmis (Mesut Kaplan, kisisel iletisim) ve Cizelge 2.2.de

verilmistir.
Cizelge 2.2. Melas’in igerigi

Kuru madde (%) 78.4
Polarizasyon (%) ‘ 455
Seker (%) 58.0
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Rutubet dizeyi (%) 21.07

Kl miktar1 (%) 8.58

Refraktometre indisi: 1.4875

Kirilma indisi: (Brix) 78.85

2.2.4.3.3.5. islenmis Melas’tan Erlende ve Fermentorde Ksantan Sakiza
Uretimi

Melas, ic;erdigi bazi kolloidal bilesikler ve agir metalleri (Cu, Fe, Pb, v.b.)
uzaklagtirmak amac1yia on iglemden gegirilmistir. Bunun igin, 170 g melas 300 ml
distile su iginde k’ar1§:t1r111p cozundirilerek, {izerine 50 ml distile suda ¢6ziinen
0.30 g potasyum ferriéiyanat ¢ozeltisi konulmustur. Tam ¢ozelti distile su ile 500
ml’ye tamamlanip 5 g diatome toprafi yerine, 5 g perlit ilave edilerek iyice
kargtirmagtir [3]. Bir gece +4°C’de tutulan melas ¢ozeltisi, bu siire sonunda filtre
kagidindan gegirilerek siiziilmigtir. Boylece istenmeyen bazi bilesiklerden
anindirilmig ve oldukga berraklagmig bir melas ¢ozeltisi elde edilmistir.

Bu ¢ozeltiden %2.25 glukozu verecek sekilde hesaplanarak alinan miktar,
Xanthomonas campe;vtris pv. campestris NRRL B-1459 ve Xanthomonas
campestris pv. phaseoli TPPB 5001 ile ksantan sakiz1 tiretmek amaciyla, standart
uretim ortamindaki glukoz yerine kullanilmistir. Hem erlende hem de fermentérde
hazirlanan bu fermentasyon ortamlarina %10 (v/v) oraminda inokulumlar, ayn
ayri, aseptik kosullar altinda agilanmugtir. 28°C, 250 rpm’de 72 saat’lik
fermentasyon basamaglndan sonra, 2.2.5.”de belirtildigi sekilde hiicreler ortamdan
uzaklagtirilip, presipitagyon yapildiktan sonra kurutma iglemi yapilmis ve % verim

degerleri hesaplanmugtir.

2.2.4.3.3.6. Islenmemis Melas’tan Erlende ve Fermentorde Ksantan Sakizi

Uretimi

Melas on islemden gecirilmeden, %2.25 glukozu verecek sekilde
hesaplanmig, erlende ve fermentorde bulunan standart Uretim ortamina ilave

edilerek ksantan iiretimi igin arastirilmigtir. Bu amagla 2.2.4.2.°de belirtildigi
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sekilde Xanthomonas campestris pv. campestris NRRL B-1459 ve Xanthomonas
campestris pv. phaseoli TPPB 5001 suslar ile inokulumlar ayri ayn hazirlanarak
%10 (v/v) oraninda fermentasyon ortamlarina aktarilmis ve 28°C, 250 rpmi’de 72
saat fermentasyona birakilmigtir. 28°C, 250 rpm de 72 saatlik fermentasyon
basamagindan soﬁra, islemler 2.2.5.’de anlatildig: gibi tekrarlanmistir. Her iki sug
tarafindan, erlende ve fermentorde elde edilen trunler kurutularak % verim

hesaplanmugtir.

2.2.4.3.3.7. Erlende ve Fermentorde, Islenmemis Melas Ile Ksantan Sakizi
Uretimi’ne Triton X-100’iin Etkisi

Xanthomonas campestris pv. campestris NRRL B-1459, Xanthomonas
campestris pv. phaseoli TPPB 5001, Xanthomonas axonopodis pv. vesicotoria ve
Xanthomonas —campestris pv. vesicotoria suglart ile, islenmemis melas
kullanilarak, ksantan tiretimine Triton X-1007n etkisi denenmistir. Xanthomonas
campestris pv. campestris NRRL B-1459 ve Xanthomonas campestris pv.
phaseoli TPPB 5001 suglari ile ksantan tiretimi, hem erlende hem de fermentorde,
Xanthomonas axonopodis pv. vesicotoria ve Xanthomonas campesiris pv.
vesicotoria suglar ile ksantan tiretimi ise sadece erlende ¢aligiimigtir.

Fermentasyon ortami, iglenmemis melasin %2.25 glukozu verecek sekilde
alinan miktari, erlendeki ve fermentordeki standart iiretim ortamina ilave edilip,
otoklavda steril edilerek hazirlanmustir. 2.2.4.2.”de belirtildigi sekilde inokulumlar
ayr ayr hazirlanarak, %10 (v/v) oraminda fermentasyon ortamina aktarilmigtir.
Galindo.E ve ark. [12] yapmis olduklari ¢aligmada belirtildigi sekilde 11t’lik
fermentasyon ortami icin 0.5 gr Triton X-100, 5 ml distile su iginde kangtirilarak
otoklavda steril edilmistir. Titon X-100 fermentasyonun 25-30. saatleri arasinda
damla damla fermentasyon ortamina aktarilmigtir. 28°C de, 250 rpm de 72 saatlik
fermentasyon basamagindan sonra islemler 2.2.5.°de belirtildigi sekilde
tekrarlanmigtir. Bu 4 sug tarafindan elde edilen uriinler tartilip %verim

hesaplanmugtir.
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2.2.5. Fermentasyon Sonrasi Yapilan Islemler
2.2.5.1. Fermeﬁtasyon Sivisinda Viskozite Ol¢iimleri

Mikroorganizma tarafindan iiretilen polisakkaritin viskozite Olglimleri
fermentasyon sivisinda gercgeklestirilmigtir. Viskozite Ol¢timleri i¢in Haake
viscotester VT02 modelinde viskozimetre kullamlmistir. Olglimler oda
sicakliginda, 62.5 dk™ rotor mzinda, iiretici firmamn énerdigi sekilde yapilmistir.
Viskozimetre ol¢limii igin, Olglim cihazi yere paralel sekilde sabitlenmistir.
Fermentasyon sivisinin 150 ml’ si 6l¢iim kiivetine aktarilmig, 3 numarali prob
kullanilarak elde edilen degerier d.Pas olarak kaydedilmigstir. Asagida verilen
birimler iiretici firma kitapgigindan alinmastir.

1 dPas (deci Pascalsecond) = 1P (Poise)

1 dPas (deci Pascalsecond) = 100 mPas

1 mPas (mili Pascalsecond) = 1 cP (centi Poise)

2.25.2. Fermentasyon Sivistndan Hiicrelerin ve Diger Atklarin

Uzaklastlrllmabl

Fermentasyon tamamlandiktan sonra, fermentasyon ortami, Kurt [3]’un
yonteminde oldugu gibi 1 saat +4°C de 20.000 rpm’de santrifiij edilerek bakteri
hiicreleri dibe ¢oktiiriilmiistiir. Ksantan biyopolimerini igeren siipernatant kismi

dikkatli bir sekilde erlene dokiilerek daha ileri analizler i¢in saklanmigtir.
2.2.5.3. Ksantan Sakizim Coktiirme ve Ayirma islemleri

Bu islem Kurt [3]’un yéntemine gdre yapilmustir. Santrifij ile ayrilan
siipernatant kisim %1°lik ¢ozelti olustunﬁak tizere KCl ile karistirnlmigtir. KCl ile
kompleks olugturan biyopolimer daha sonra %96°lik etil alkol ile (1:3 oraninda;
siipernatant:etil alkol) siirekli ¢alkalanarak ¢Sktiiriilmiistiir. Cokelti santrifiij ile
10.000 dev/dk’da 10 dakika santrifiijlenerek ayrilmistir. Bu basamaktan sonra elde

edilen iirlin kurutulmak {izere cam kap i¢ine alinmigtir.
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2.2.5.4. Kurutma

Fermentasyon sivisindan aynilmis olan ksantan sakizi (K'tuzu halinde)
Kurt [3]’'un yonteminde oldugu gibi bir gece oda sicakliginda tutulmustur.
Kurutulan ornekler hassas terazide tartilarak % verim hesaplanmistir. % verim
degeri, 100 ml’lik fermentasyon ortamindan elde edilen ksantan sakizinin g olarak

miktart (g/100 ml), séklinde saptanmigtir
2.2.6. Ksantan Saluzimn Kromotografik Analizi

Bu calismada Xanthomonas campestris pv. campestris NRRL B-1459,
Xanthomonas campestris pv. phaseoli TPPB 5001, Xanthomonas axonopodis pv.
vesicotoria ve Xanthomonas campestris pv. vesicotoria suslar ile, iglenmemis
melas ve Triton X-100 kullanilarak elde edilmis olan ksantan sakizlan
kromotografik yontem ile incelenmigtir.

Islemler Moreira ve ark., [18] kullandiklar: yontem degisiklige ugratilarak
gergeklestirilmistir. Bu amagla mikserde oOgiitiillerek toz haline getirilmis olan
ksantan sakizini saﬂéstlrmak i¢in polisakkaritlerin %2 (w/v) sulu solusyonlar1 72
saat sire ile ultra saf su i¢inde diyaliz edilmistir. Daha sonra 50°C’dé kurutularak
toz haline getirilmis olan biyopolimerlerin 0.05 g’m1 0.5 ml 2N HCl ile 20 dk
kaynatilarak hidroliz edilmigtir Hidroliz iglemi ticari ksantan igin de ayni sekilde
yapilmigtir. Kaynatma igleminden sonra 6rnekler 0.5 ml 2N NaOH ile muamele
edilerek notrlestirilmistir. Pozitif kontrol olarak glukoz, glukuronik asit ve ramnoz
monomerleri kullanmilmigtir. Bu monomerlerden 0.2 g alinarak 0.5 ml distile suda
¢o6zindirilmistiir. Negatif kontrol olarak hidroliz edilmemis ticari ksantan (0.05
gr’'m1 0.5 ml distile ;su icinde ¢oziindirilmis) kullamilmistir. Hidroliz edilmis
arnekler, pozitif ve negatif kontroller ince tabaka kromotografisi (ITK) iizerine 2
ul olacak sekilde sﬁotlanmlstlr. Spotlar kuruduktan sonra kromotografi plag:
triklorometan-metanol-asetik asit-su (40:40:10:10) iginde 1 saat bekletilerek
ornekler yuratilmiigtir. Daha sonra kromotografi plagna silfirik anisaldehit

pisskiirtiilerek 100°C’de 5 dk 1sitilmug ve spotlar gorsel hale getirilmigtir.
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3. BULGULAR
3.1. Topraktan Xanthomonas campestris izolasyonu Sonuclar:

Toprak 6meklerinden yapilan izolasyon iglemlerinden sonra 23 izolatin SX
agar Uzerinde standart strain olan Xanthomonas campestris pv. campestris NRRL
B-1459 ile benzer koloni ¢zellikleri olan, 3. giin; kiigiik translucent, 4-5 mm
nigasta hidroliz zénu ile ¢evrili koloniler, 5. giin; 3 mm ¢apinda, mukoid, konveks,
sirkiiler, translucent ve mavi mor merkezli, 8-10 mm nigasta hidroliz zonu ile
cevrili koloniler olusturdugu tespit edilmistir. Bu koloniler TP1 den TP23’e kadar
isimlendirilmistir (Cizelge 3.1). Bu 23 izolat SX agar Uzerinde saflagtirilarak,
daha sonra identifikasyon testlerine alinmak iizere %15°lik gliserol igeren
ependorf tiplerinde -80°C’de ve stok besiyeri olan YMA iizerinde +4°C’de

saklanmustir.
3.2. Crucifer Toljlumlarmdan Xanthomonas campestris Izolasyonu Sonuglar

22.2’de belirtildigi sekilde yapilan tohum izolasyonlari sonucunda 9
izolatin segici besiyerleri oian NSCAA, BSCAA ve FS lizerinde, standart sus olan
Xanthomonas campestris pv. campestris NRRL B-1459 ile benzer koloni
ozellikleri (1-2 min caply, sari, agik yesil mukoid, seffaf, nisasta hidroliz zonu ile
gevrili) gosterdigi tespit edilmistir. Bu 9 izolat BT1, BT2, BT3, BT4 (beyaz turp
izolatlar1), KT1, KTZ (kirmiz1 turp izolatlarr), LH1, LH2, LH3 (beyaz lahana
izolatlar) olarak isimlendirilmistir (Cizelge 3.1). Seker pancari tohumundan tipik
Xanthomonas campestris benzeri koloni izole edilememistir. Bu izolatlar da
toprak izolatlari iie aynmi sekilde identifikasyon testlerine alinmak tlizere %15’lik
gliserol igeren ‘epe:ndorf tiiplerinde -80°C’de ve stok besiyeri olan YMA iizerinde

+4°C’de saklanmgtir.
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33. Topraktén ve  Crucifer  Tohumlarmdan Izole  Edilen

Mikroorganizmailarm Identifikasyon Testleri Sonuglar

Topraktan elde edilen 23 izolat ve tohumdan elde edilen 9 izolat, pozitif
kontrol olan Xanthomonas campestris pv. campestris NRRL B-1459 ile birlikte

identifikasyon testlerine alinmistir. Sonuglar Cizelge 3.1°de verilmistir.



Cizelge 3.1. Toprak ve Tohumdan Elde Edilen {zolatlarin Identifikasyon Testi Sonuglar
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*{dentifikasyon testlerinde standart olarak Xanthomonas campestris pv. campestris NRRL B-1459 straini kullamlmstir.

r
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Tohum ve topraktan izole edilen bakterilerin, yapilan bu identifikasyon
testleri sonucunda, 32°C’de geligme, eskulin hidrolizi, jelatini sivilagtirma, proteaz
aktivitesi, glukoz, arabinoz, sukroz, fruktoz, trehaloz ve sellobioz’dan asit {iretimi
testlerinde, standart Xanthomonas campestris pv. campestris NRRL B-1459 gibi
pozitif, gram boyama ve lreaz aktivitesi testlerinde ise negatif sonug veren 6
izolatin, Xanthomonas campestris olabilecegi sonucuna varilmigtir. Bunlardan 2
tanesi topraktan (TP7, TP21), 3 tanesi beyaz turptan (BT1, BT2, BT3), ve 1 tanesi
de beyaz lahanadan (LH1), izole edilen kiiltiirlerdir. |

3.4. Fermentasyon Sivisinda Viskozite Olgiimleri Sonuglan

Oda sicakhiginda, Haake viscotester VI02 modelindeki viskozimetre ile,
62.5 dk! rotor hizinda, 3 numarali prob kullanilarak yapilan viskozite dlgiimleri,
sadece standart Gretim ortaminda glukoz ve sukroz ile ve iglenmemis melas ile
yapilan fermentasyon sivilarinda olgiilebilmistir. Diger fermentasyon sivilarinin
viskozitesi, viskozimetrenin 6lgiim araligina girmediginden dolay1 yapilamamigtir.

Elde edilen sonuglar Cizelge 3.2.a ve 3.2.b’de verilmistir.

Gizelge 3.2.a. Standart Uretim Ortaminda, Glukoz ve Sukroz Ile Yapilan Fermentasyon Sivisinda
Olgiilen Viskozite Sonuglan (d.Pas)

Standart Uretim Ortamu

Mikroorganizma

Glukoz (Erlen) Glukoz (Fermentor) Sukroz (Erlen)

Xanthomonas campestris pv.

campestris NRRL B-1459

5.0 d.Pas 5.3 d.Pas 4.0 d.Pas

Standart tretim ortaminda glukoz ve sukroz ile yapilan fermentasyonlarda

sadece Xanthomonas campestris pv. campestris NRRL B-1459 straini ile
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viskozite ol¢limii yapilabilmigtir. En yuksek viskozite degeri, fermentorde glukoz

ile yapilan fermentasyon sivisinda elde edilmistir.

Cizelge 3.2.b. Standart Uretim Ortamunda Melas ile Yapilan Fermentasyon Sivisinda Olgiilen
Viskozite Sonug¢lari (d.Pas)

Standart Uretim Ortamt
: ) . , Islenmemis Islenmemis
) . Islenmemis melas | Islenmemis melas
Mikroorganizma melas+Triton X- | melas+Triton X-
(Erlen) (Fermentor)
100 (Erlen) 100 (Fermentor)
Xanthomonas
campestris
) 0.8 d.Pas 0.8 d.Pas 0.9 d.Pas 0.9 d.Pas
pv.campestris
NRRL B-1459
Xanthomonas
campestris pv. * * 0.7 d.Pas *
vesicolforia
Xanthomonas
axonopodis pv. * * 0.65 d.Pas *
vesicotoria

*: Bu fermentasyonlar yapilmadigi icin viskozite Slgiilememistir.

Xanthomonas campestris pv. campestris NRRL B-1459 straini ile Cizelge

3.2.b’ de gosterilen tim ortamlarda fermentasyonlar yapilmistir ve bu ortamlarda
oOlgiilen viskozite degerleri yaklagik bulunmustur.

Xanthomonas campestris pv. vesicotoria ve Xanthomonas axonopodis pv.
vesicoforia suglan ile, sadece erlende, iglenmemis melas ve Triton X-100
h kullamlarak fermentasyon yapilmistir. Bu ortamdaki fermentasyon sivilarinda
olgiilen viskozite degeri, Xanthomonas campestris pv. campestris NRRL B-1459

susu ile elde edilen viskozite degerinden daha digstktiir.
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3.5. Standart Uretim Ortamindaki Fermentasyon Sonuclar

Xanthomonas campestris pv. campestris NRRL B-1459 ve Xanthomonas
campesiris pv. phaseoli TPPB 5001 suslart ile, standart Giretim ortami kullamlarak
yapilan fermentasyonlar, glukoz ile hem erlende hem de fermentorde, sukroz ile
sadece erlende denenmigtir. 72 saatlik fermentasyon sonrasinda elde edilen
urtinler (Sekil 3.1.a ve 3.1.b) tartilarak % verim hesaplanmis ve sonuglar Cizelge

3.3.ave 3.3.b’de gosterilmistir.

Cizelge 3.3.a Standart Uretim Ortaminda Glukoz ile Yapilan Fermentasyon Sonuglari

% verim (gr/100 ml)
Mikroorganizma Karbon Kaynag
Erlen Fermentor
Xanthomonas campestris pv.campestris
‘ Glukoz (22.5 g/L) 2.08 3.02
NRRL B-1459
Xanthomonas campestris pv.phaseoli
Glukoz (22.5 g/L) 0.69 073 ..
TPPB 5001

Cizelge 3.3.b Standart Uretim Ortaminda Sukroz ile Yapilan Fermentasyon Sonuglart

% verim (gr/100 ml)
Mikroorganizma Karbon Kaynagi Exl
rlen
Xanthomonas campestfis pv.campestris
Sukroz (50 g/L) 1.36
NRRL B-1459
Xanthomonas campestris pv.phaseoli
Sukroz (50 g/L) 0.40
TPPB 5001

Cizelge 3.3.a. ve 3.3.b.’de, standart Uretim ortaminda Xanthomonas
campestris pv. campestris NRRL B-1459’un, Xanthomonas campestris pv.
phaseoli TPPB 5001°den daha verimli bir sug oldugu ve bu ortamda kullanilan
glukoz’un (22.5 g/L), sukroz’dan (50 g/L) daha fazla verim artisina neden oldugu
gorulmektedir. Ayrica Cizelge 3.3.a’da, her iki strain ile glukoz kullamlarak
yapilan fermenfasyon denemelerinde fermentordeki verimlerin, erlendekilerden

daha yiiksek oldugu goriilmektedir.
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3.6. Optimize Edilmis Besiyerindeki Fermentasyon Sonuclan

Ksantan dretimi i¢in 2.1.4.12°de igerigi verilen optimize edilmis-
besiyerindeki feﬁmentasyon Xanthomonas campestris pv. campestris NRRL B-
1459 ile glukoz ve sukroz kullamilarak gergeklestirilmistir. 72 saat’lik
fermentasyon somasmda'yapllan islemler, 2.2.5’de belirtildigi sekilde aynen

tekrarlanmustir. Elde edilen sonuglar Cizelge 3.4.”de gosterilmistir.

Cizelge 3.4. Optimize Edilmis Besiyerindeki Fermentasyon Sonuglan

Mikroorganizma Karbon Kaynag % verim (gr/100ml)
Xanthomonas campestris pv.campestris
‘ Glukoz (20 g/L) 0.68
NRRL B-1459
Xanthomonas campestris pv.campestris
Sukroz (50 g/L) 0.62

NRRL B-1459

Cizelge 33.4.’de, Xanthomonas campestris pv. campestris NRRL B-
1459°un optimizeiedilmis besi ortaminda glukoz (20 g/L) ile, sukroz’dan (50 g/L)
daha fazla verim sagladif1 gortilmektedir.

Bu sonuglardan ksantan sakizi iiretimi amaciyla, standart iiretim ortaminin,
optimize edilmis besi ortamindan daha verimli oldugu ve standart iiretim
ortaminda sukroz yerine glukoz kullamldiginda verimin daha fazla oldugu

saptanmugtir.

3.7. Degisik Substrat Ortamlarindaki Fermentasyon Sonug¢lar

3.7.1. Peynir Alti Suyu’ndan Fermentasyon ile Elde Edilen Sonu¢lar
2.2.4.3.3.1.°de belirtildigi sekilde Xanthomonas campestris pv. campestris

NRRL B-1459 ve Xanthomonas campestris pv. phaseoli TPPB 5001 strainleri ile

peynir alt1 suyu kullanilarak yapilan 72 saat’lik fermentasyonlarda, her iki strain

ile de bu ortamda ksantan viretimi gergeklesmedigi saptanmugtir.



3.7.2. Seftali ve Kayis1 Pulpundan Fermentasyon ile Elde Edilen Sonuglar

Xanthomonas campestris pv. campestris NRRL B-1459 ve Xanthomonas
campestris pv. phaseoli TPPB 5001 suglar1 ile ksantan tretimi igin, kayisi
pulpunun %S5, %10, %15, %25, %35, %50’lik dilusyonlart ile hazirlanan
fermentasyon ortamlari, sadece erlenlerde ¢aligilmugtir.

Bu suslar ile ksantan Uiretimi igin, seftali pulpunun sadece %35 ve %50’lik
dilusyonlar1 ile hazirlanan fermentasyon ortamlari, hem erlende hem de
fermentorde caligilmigtir. 72 saat’lik fermentasyon basamagindan sonra elde
edilen sonuglar Cizelge3.5.a ve 3.5.b’ de gosterilmistir. Sekil 3.2.a. Xanthomonas
campestris pv. campestris NRRL B-1459 ile geftali pulpu, b. kayist pulpu, c.
glukoz ile elde edilmis olan ogutilmiis ksantan sakizlari, Sekil 3.2.d’de ise ticari

ksantan sakizi gosterilmigtir.

Cizelge 3.5.a Kayist Pulpu ile Erlende Elde Edilen Fermentasyon Sonucundaki % Verimler
(gr/100 mi). o

%>5’lik %10’1uk %]15°lik %25’lik %35°lik %50’lik
Mikroorganizma kayst kayisi kayisi kayisi kay1si . kayis1
pulpu pulpu pulpu pulpu pulpu pulpu

Xanthomonas

campestris
0.09 0.16 0.22 0.38 0.51 0.70

pv.campestris
NRRL B-1459

Xanthomonas
campestris
pv.phaseoli TPPB
5001

0.08 0.15 0.17 0.31 0.46 0.48

Cizelge 3.5.a.’da her iki sus ile de, erlende elde edilen ksantan veriminin
%5’lik dilusyondan, %50’lik dilusyona dogru arttif1 ve Xanthomonas campestris
pv. campestris NRRL B-1459’un bu fermentasyon ortamlarinda, Xanthomonas
campestris pv. phaseoli TPPB 5001’den daha verimli bir strain oldugu

gorilmektedir.
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Cizelge 3.5.b Seftali Pulpu ile Erlende ve Fermentérde Elde Edilen Fermentasyon Sonucundaki %
Verimier (gr/100 ml).

%50°lik seftali pulpu
%35’lik geftali
Mikroorganizma
pulpu (Erlen)
(Erlen) (Fermentor)
Xanthomonas campestris
: 0.53 0.74 0.79
pv.campestris NRRL B-1459
Xanthomonas campestris pv.phaseoli
0.48 0.56 0.60
TPPB 5001

Cizelge 3.5.b.’de her iki sus ile de, erlendeki %50’lik dilusyonda,
erlendeki %35°lik dilusyondan daha fazla ksantan verimi saglandigi ve her iki
susun fermentdrdeki %50’lik dilusyonda, erlendeki %50’lik dilusyondan daha
verimli oldugu saptanmugtr.

Ayrnica hem kayisi hem de seftali pulpu ortaminda, Xanthomonas
campestris pv. campestris NRRL B-1459’un Xanthomonas campestris pv.

phaseoli TPPB 5001°den daha verimli bir ‘sus oldugu saptanmustir.
3.7.3. Melas’tan Fermentasyon ile Elde Edilen Sonuglar

Ksantan sakizi liretimi amaciyla Xanthomonas campestris pv. campestris
NRRL B-1459 ve Xanthomonas campestris pv. phaseoli TPPB 5001 suslan ile,
islenmis ve iglenmemis melas kullanilarak, hem erlende hem de fermentorde

yapilan 72 saat’lik fermentasyon sonuglari (Sekil 3.3.a ve Sekil 3.3.b) Cizelge
3.6.’da gosterilmistir.



Cizelge 3.6. Islenmis ve Islenmemis Melas ile Elde Edilen Fermentasyon Sonucundaki %
Verimler

Islenmis Melas (Y%overim;gr/100 Islenmemis Melas
ml) (Yoverim;gr/100 ml)
Mikroorganizma
Erlen Fermentot Erlen Fermentor
Xanthomonas campestris
0.73 0.78 1.66 1.78
pv.campestris NRRL B-1459
Xanthomonas campestris
0.35 0.40 0.60 0.68
pv.phaseoli TPPB 5001

Cizelge 3.6.’da, Xanthomonas campestris pv. campestris NRRL B-
1459’un her iki fermentasyon ortaminda da Xanthomonas campestris pv. phaseoli
TPPB 5001°den daha verimli bir sus oldugu ve islenmemis melas ile elde edilen
fermentasyon sonuglarinin, igenmis melas ile eldé edilen sonuglardan daha ytiksek
oldugu gorilmektedir. Ayrica her iki ortamda da fermentorden elde edilen

sonuglar erlende elde edilen sonuglardan daha verimli olmustur.

3.7.4. Erlende ve Fermentirde, Islenmemis Melas Ile Ksantan Sakizi

Uretimi’ne Triton X-100 Hlavesinin Sonuglart

Xanthomonas campestris pv. campestris NRRL B-1459 ve Xanthomonas
campestris pv. phaseoli TPPB 5001 suslan ile hem erlende hem de fermentdrde,
Xanthomonas axonopodis pv. vesicotoria ve Xanthomonas campestris pv.
vesicotoria suglar ile sadece erlende, islenmemis melas ve Triton X-100
kullanilarak yapilmis olan 72 saat’lik fermentasyon basamagindan sonra elde

edilen verimler Cizelge 3.7.’de gosterilmistir.
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Cizelge 3.7.islemnerfﬁ$ Melas ve Triton X-100 Ile Elde Edilen %Verimler (gr/100 ml)

Islenmemis melas +Triton X-100 (Y%verim;gr/100
- . ml)
Mikroorganizma
Erlen Fermentor
Xanthomonas campestris pv.campestris NRRL
1.76 1.82
B-1459
Xanthomonas campestris pv.phaseoli TPPB
0.64 0.69
5001

Xanthomonas axonopodis pv. vesicotoria 0.85 *
Xanthomonas campestris pv. vesicotoria 1.05 *

*: Bu fermentasyonlar yapiimamisgtir.

Cizelge 3.7.°de islenmemis melas ve Triton X-100 ile yapilan
fermentasyonlarda, en verimli susun Xanthomonas campesiris pv. campestris
NRRL B-1459 ve swrastyla Xanthomonas campestris pv. vesicotoria,
Xanthomonas axonopodis pv. vesicotoria, Xanthomonas campestris pv. phaseoli

TPPB 5001 oldugu goriilmektedir.
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Sekil 3.1.a) Xanthomonas campestris pv. campestris NRRL B-1459 susu ile, standart iiretim
ortamunda glukoz ‘dan, b) Sukroz’dan elde edilmis ksantan sakizlarimn goriintiisii.
2) b)

Sekil 3.2.2) Xanthomonas campestris pv. campestris NRRL B-1459 susu ile,seftali pulpundan b)
Kayis1 pulpundan, ¢) Glukoz'dan elde edilmig olan &giitiilmils ksantan sakizlan, d) Ticari
ksantan’in goriintiisii

a) b)

Xanthpisomas o mpes fris pv.c ijl Xanthomonas campestris pv.campestris
NKRI. B.1459 5 NERI B-1459
Seftal pulpu | Kﬂ.\’_lSl plpu
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Sekil 3.3.a) Xanthomonas campestris pv. campestris NRRL B-1459 standart susu ile islenmis
melas b) Islenmemis melas ile elde edilen ksantan sakizlarnin goriintiisii.
a) b)
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3.8. Ksantan Sakizimin Kromotografik Analiz Sonuclan

Sekil 3.4.°de Xanthomonas campestris pv. campestris NRRL B-1459,
Xanthomonas campestris pv. phaseoli TPPB 5001, Xanthomonas axonopodis pv.
vesicotoria ve Xanthomonas campestris pv. vesicotoria suslan ile, islenmemis
melas ve Triton X-100 kullanilarak elde edilmis olan ksantan sakizlarinin
icerikleri ince tabaka kromotografisi kullanilarak gésterilmigtir.

1). Ramnoz, 2). Glukuronik asit, 3). Glukoz, 4) ve 9). Ticari ksantan, 5).
Xanthomonas campestris pv. campestris NRRL B-1459 standart susu ile elde
edilmis ksantan, 6). Xanthomonas campestris pv. phaseoli TPPB 5001 susu ile
elde edilmis ksantan, 7). Xanthomonas campestris pv. vesicotoria susu ile elde
edilmis ksantan, 8). Xanthomonas axonopodis pv. vesicotoria susu ile elde edilmis
ksantan, 10). Hidroliz edilmemis ticari ksantan.
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Bu sonuglara gore tim strainlerden elde edilen ksantan sakizlari ve ticari
ksantan. sakizinin glukoz igerdigi, fakat net bir glukuronik asit varliginin tespit
edilemedigi gorilmistir. Arka arkaya yapilan denemelerden sonra kromotografi
plag1 iizerinde glukozun mavi-siyah, glukuronik asitin kirmizi-kahverengi ve

ramnozun ise sari-turuncu renk olusturdugu dogrulanmistir.



4. TARTISMA ve SONUC

Ksantan saklzl Xanthomonas genusu bakterileri tarafindan iiretilen, egsiz
ozelliklere sahip, ticari anlamda dretilen ilk mikrobiyal polisakkarittir. Ksantan
sakizina besinsel ve besinsel olmayan endiistri sektorlerinde ilgi giderek
artmaktadir [7]. Bu nedenle ¢alismamizda ilk olarak, gesitli toprak ve tohum
orneklerinden Xanthomonas campestris’in izolasyonunu ve bu izolatlarin ksantan
sakizi wretimindeki verimliliklerini cesitli substratlar kullanarak saptamayi
amagladik. Bu basarhaktan sonra ¢aligmamiza, standart sus olan Xanthomonas
campestris pv. campestris NRRL B-1459 ve Turkiye’deki fasulye bitkilerinden
izole edilen Xanthomonas campestris pv. phaseoli TPPB 5001, domates
bitkisinden izole edilen Xanthomonas campestris pv. vesicotoria ve Amerikan
dolmalik biberinden izole edilen Xanthomonas axonopodis pv. vesicotoria tirleri
ile devam ederek, gesitli  substratlar kullanarak ksantan sakizi iretimini, bu
substratlarin verimi ne sekilde etkiledigini ve bu suglarin verimliligini saptamaya
caligtik. ‘

Schaad ve ark., [32] topraktan Xanthomonas campestris izolasyonu igin
~ segici bir ortam olarak SX agar kullanmislardir. Cogu Xanthomonas campestris
kolonisi, 30 °C’ de 3 giin inkiibasyondan sonra 4-5 mm g¢apinda, parlak bir nigasta
hidroliz zonu ile c¢evrelenmis transluent koloniler olarak goriilmigtir. 5 giin
boyunca, 3 mm ¢apinda, mukoid, parlak, konveks, yuvarlak ve mavimsi-mor
merkezli transluent koloniler olusmu$ ve kolonilerin nisasta par¢alanma zonu 8-10
mm capinda olmustur. Xanthomonas campestris’in izolasyonu ve populasyon
tespiti igin toprak ortaminda, SX agar diger test edilmis ortamlarin birkagina iistiin
gelmistir. SX agar uizerinde sadece 1:10 dilue edilmi pek gok toprak basariyla
denenmistir. Ciinkii toprak bakterilerinin buyiik bir kismu gelisememistir. Ayrica
SX agar tizerinde toprak bakteri kolonilerinin %80-90’1 2 mm den kiigiik ¢apta
kalmigtir ve sadece %10’ u nigasta hidrolizi yapmustir. SX agarin ek bir avantajy,
sar1 pigmentli bakterilerin gogunun, ki bu bakteriler diger ortamlar ilizerinde
Xanthomonaslar ile kolayca karngtirilabilmektedir, eliminasyonunu saglamustir.
Bunun yaninda SX agarin Xanthomonas campestris izolasyonu igin dezavantajlar

da olmustur. SX agar topraga eklenmis olan Xanthomonas campestris
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populasyonunun sadece %10’unu belirlemistir. Ayrica SX agar lizerinde birkag
saf kiiltir izolatinin gelisiminde ¢esitlilik olmustur; verim %13-63 arasinda
degisiklik géstérmistir. Yinede patojen toprak izolasyonlan igin SX agar, test
edilen diger birkag ortama tistiin gelmistir.

Randhawa ve ark., [33] crucifer tohumlarindan Xanthomonas campestris
izolasyonu i¢in segici bir ortam olarak NSCA (nutrient nisasta cycloheximide
agar) kullanmuslardir. Cesitli crucifer tohumlarindan elde edilen Xanthomonas
can=zpe.§tris kolonilerinin sayisinin, ¢oguniukla NSCA plaklari lizerinde var olan
saprofitik ve antagonistik bakterilerin sayisna bagh oldugu saptanmigtir.
Xanthomonas campestris Kolonileri, yikanan tohumda antagonistik bakteriler
mevcut oldugunda %50’den daha az oranda elde edilmistir. NSCA besi ortamina
10 pg/ml nitrofurantoin ve 0.5 pg/ml vancomycin (NSCAA) veya 2 pg/ml
nitrofurantoin ve 0.1 pg/ml vancomycin (BSCAA) eklenmesi, yikanan crucifer
tohumlarindan elde edilen saprofitik ve antagonistik bakterilerin gelisimini 6nemli
6lgiide diigiirmustiir. NSCAA yada BSCAA iizerinde Xanthomonas campestris,
yikanan tohumun 1:10 dilusyonlan ile yada dilue edilmeden elde edilmigtir. Oysa
NSCA ﬁzerinde‘ saprofitik ve/yada antagonistik bakterileri azaltmak igin 1:100
oranindaki dilusyohlar gerekli olmustur.

Bizim c¢alismamizda, topraktan Xanthomonas campestris izolasyonu
amaciyla SX agar, crucifer tohumlarindan Xanthomonas campestris izolasyonu
amacityla NSCAA, BSCAA, FS besiyerleri kullanilmistir. SX agar besiyerinde
segici Ozellik gosteren, nisasta hidroliz zonu ile ¢evrili, mavi-mor merkezli,
mukoid, parlak, konveks, yuvarlak koloniler, diger besiyerlerinde seg¢ici 6zellik
gosteren 1-2 mm g:apll; sar1, agtk yesil mukoid, seffaf, nisasta hidroliz zonu ile
cevrili koloniler tespit edilmigstir. Ancak toprak ve tohum O6meklerinden elde
edilen 32 izolatin, 12 adet identifikasyon testlefi sonucunda, bu testlerin
Xanthomonas éampestris pv. campestris izolasyonu igin yeterli olmadigi
goriilmiistiir. Ayrica izolasyon amaciyla kullanilan segici ortamlardaki koloniler,
saflagtirma amaciyla YM agar iizerine transfer edildiginde bu besiyerinde
Xanthomonas campestris kolonilerinin 6zelligi olan, sar1 renkli goriintiiniin
yaniltici olabilecegi anlasilmistir. Bu nedenle tam bir identifikasyon yapilabilmesi

igin tarlada, patojenite testlerinin yapilmasinin gerekli oldugu goriilmiistiir.
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Aragtirmacilar ¢esitli yillarda, ksantan sakizi tretimi ile ilgili yaptiklari
fermentasyon galigmalarinda, hiicre biiyiimesi ve ksantan verimini etkileyen
faktorleri incelemiglerdir.

Gupte ve ark., [8] Xanthomonas campestris’den ksantan sakizi iiretimi igin
temel bir ortam deneyerek formiile etmislerdir (optimize edilmis ortam). Bu
ortamda Xanthomonas campestris ICa 125 straini ile maksimum EPS (ekzoselular
polisakkarit) verimi elde etmek i¢in ortam bilegenlerinin konsantrasyonlan ile,
diger gelisme parametreleri degistirilfnistir. Fermentasyon ortaminda 50 g/L
sukroz kullamldxémda maksimum EPS sentezi 4 g/l (%0.4) elde edilmigtir.
Glukoz ve laktoz’un her ikisi ig¢in 20 g/L kullamldiginda bu sekerler igin
maksimum EPS sentezi saglanmigtir; glukoz igin 3.1 g/L (%0.31) ve laktoz igin
2.9 g/L (%0.29) dir. Fermentasyon ortaminda azot kaynagi olarak yeast ekstrakt 3
g/L ve pepton 5 g/L, inorganik tuz olarak 0,5 g/L. CaCOs 1 g/l MgS04.7H,0, 0.5
g/L NaCl, 0.5 g/. K;HPO, kullanildiginda maksimum EPS konsantrasyonunu
saglamigtir Bu ogtamda Xanthomonas campestris 1Ca 125 straini ile yapilan
fermentasyonlardd maksimum EPS verimi, %10 oraninda inokulum kullanilarak
saglanmigtir.

Abd El—SaIam ve ark., [7] belirttigine gbére Rogovin ve ark (1961) glukoz
%1 oraninda kullamldiginda glukoz’'un %90’inin polisakkarit olarak geri
kazamldigini ileri siirmiiglerdir. Bununla birlikte glukoz konsantrasyonu arttiginda
biyoproses verimi goze garpar sekilde azalmigtir. Diger taraftan Xanthomonas
campestris ATCC B951 ile ¢aligan Funahashi ve ark (1987) en verimli ksantan
tiretimi igin glukoz konsantrasyonunun 30 ve 40 g/L oldugunu belirtmiglerdir. Bu
aragtirmacilar gelisimin ve ksantan tretiminin durmasini 6nlemek igin, belirtilen
en 1iyi konsantrasyondaki glukoz’'un araliklarla eklenmesi ile glukoz
konsantrasyonunu kontrol etmeyi onermislerdir.

Bizim ¢alismamizda Xanthomonas campestris pv. campestris NRRL B-
1459 ile glukoz (20 g/L) ve sukroz (50 g/L) kullanilarak, optimize edilmis besi
ortaminda %10 inokulum orami ile PH:7°de ve 28°C’de fermentasyonlar
yapilmugtir. Glukoz ile elde edilen biyopolimer verimi 6.8 g/L (%0.68), sukroz ile
elde edilen biyopolimer verimi ise 6.2 g/L (%0.62) dir. Xanthomonas campestris

ICa 125 straini ile elde edilen sonuglarin tersine, ¢aliymamizda Xanthomonas



campestris pv. campestris NRRL B-1459 ile optimize edilmis fermentasyon
ortaminda glukoz’dan, sukroz’a kiyasla daha fazla verim saglanmigtir.

Cahsmamlzda; diger bir fermentasyon ortami olarak, Kurt [3] tarafindan
yapilan ¢alismada kullanilan standart tiretim ortami kullamlmigtir (D-Glukoz 22.5
g, KoHPO4 5.0 g, (NH4):HPO4 2.5 g, MgS047H,0 .0.2 g, Antifoam (Slikon) 0.1
g, Distile su 1000 ml). Bu ortamdaki karbon ve azot kaynaklarinin ve inorganik
tuzlarin oram optimize edilmis ortamdan farklidir. Kurt [3] tarafindan
Xanthomonas campestris pv. campestris NRRL B-1459 susu ile standart iiretim
ortaminda 22.5 g/L glukoz ve 2.5 g/L (NH4),HPO, kullanilarak, erlende yapilan
fermentasyon sonucunda, 1 kg fermentasyon brothunda %13.3’lik bir verim elde
etmisglerdir. Bizim calismamizda ise Xanthomonas campestris pv. campestris
NRRL B-1459 susu ile ayn1 kogullar altinda elde edilen verim 20.8 g/L (%2.08)
dir ve daha dugiik bif verim elde edilmigtir. Fakat bu ortamda glukoz ile elde
ettigimiz verim 20.8 g/L. (%2.08), optimize edilmis ortamda glukoz ile elde
ettigimiz verimden 6.8 g/ (%0.68) daha yiiksek oldugundan dolay1, ¢aligmamizin
bundan sonraki basamaklarinda standart Giretim ortami kullamlmustir.

Ksantan sakizi Uretimi tzerine sicakligin etkisi birgok kisi tarafindan
aligilmigtir. Garcia-Ochoa ve ark., [4] belirttigine gore Moraine ve Rogovin
(1966) optimal tretim sicakhiginin 28°C oldugunu gostermiglerdir. Cadmus ve
ark., (1978) daha yiiksek bir kiiltiir sicakliinda ksantan tiretiminin arttigini fakat
piruvat igeriginin ise distigini belirtmiglerdir. Thonart ve ark (1985)
galismalarinda, ksantan sakizi Uretimi igin optimum bir yontemin sicakliginin 33
°C oldugunu kaydetmislerdir. Shu ve Yang (1990) yiiksek bir ksantan verimi igin
sicakligin 31 ve 33 °C oldugunu fakat 27-31 °C’deki kiltiriin daha yiiksek bir
piruvat igerigine sahip sakiz trettigini ileri sirmiislerdir. Shu ve Yang (1990) ek
olarak ksantan iiretimi igin optimal sicakligin, kullanilan iiretim ortami tizerine
bagli oldugunu dogrulamiglardir. Garcia-Ochoa ve ark (1997) sicakligin etkisiyle
ilgili yaptiklan gahsniada, kullandiklar1 ortam igin optimal iiretim sicakliZinin
28°C oldugunu, fakaﬁ 31°C’deki retim performansimn ¢ok farkli olmadigini
gostermiglerdir. Bizim ¢aligmamiz boyunca fermentasyon ig¢in kullandigimiz

sicaklik 28 °C’dir.
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Arastirmacilarin ¢ogu, Xanthomonas campestris’in gelisimi ig¢in n6tral PH
degerinin optimum oldugu konusunda anlagmislardir. Ksantan iiretimi boyunca,
ksantan’daki asidik gruplar nedeniyle PH, notral degerden yaklasik S’
diismektedir. Baz1 aragtirmacilar bu islem i¢in PH kontroliiniin gerekli olmadigim
belirtmislerdir faikat digerleri KOH, NaOH, ve NH4OH gibi alkaliler ile kontrol
edilmesi gerektiéini onermiglerdir [4].

' Garcia-Oéhoa ve ark., [22] PH kontroliiniin hiicre gelisimini arttirdigini,
fakat ksantan iiretimi iizerinde etkili olmadigim gostermislerdir. PH kontrol
edildiginde, ksantan tiretimi durgun faza ulasildiginda durmustur ve bu etki PH
kontrolii i¢in kullanilan alkaliye bagl olmamigtir. PH kontrol edilmedigi zaman
sakiz iiretimi, gelisimin durgun fazi boyunca siirmiistiir. Bizim c¢aligmamizda
erlende yapilan fermentasyonlarda PH kontrol edilmemistir. Fermentérde yapilan
fermentasyonlarda ise, PH 04 N KOH ile kontrol edilmistir. Yapilan
fermentasyonlarda, fermentérde elde edilen ksantan verimleri erlendekilerden
daha yiiksek olmustur.

Ksantan Sak121 tiretimi i¢in ¢esitli tipte bioreaktérler kullamilmaktadir fakat
en fazla c;alkalafnah tanklar kullanilmaktadir. Calkalamali reaktorlerde oksijen
transfer oranmi, hava akim orami ve c¢alkalama hizi tarafindan etkilenir. Bazi
yazarlar sabit bir hiz kullanmiglardir fakat digerleri, fermentasyon siiresi boyunca
hizi degistirmislerdir. Hiz plam kullamldlglhda, farkli yazarlar farkli durumlan
izlemistir [4].

Garcia-Ochoa ve ark., [4] daha 6nce yaptiklant ¢aligmada belirttiklerine
gore fermentasyon siiresince sabit bir akim orami kullanmislardir (1 L/L dk) ve
kiiltiir perfonnah51 tizerine galkalama hizinin etkisini incelemislerdir. Calkalama
hiz1 500 rpm’in altinda sabit oldugunda, ksantan {iretimi broth viskozitesinin
artmast ile smirlanan oksijen transferinden dolayi azalmistir. Calkalama hiz1 500
rpm’in {izerinde sabit tutuldugunda da, mekanik karigtirmanin siddetinden dolays,
hiicreler kétii yonde etkilendikleri i(;in. ksantan Uretimi zayif olmustur. Bu
problem ile ilgili olarak calkalama hizi, fermentasyonun bagslangicinda, diisiik
degerlerden (200-300 rpm) daha sonra yiiksek degerlere degistirilmistir. Asin

kanigtirmanin - benzer etkileri diger fermentasyonlann birgogu igin de

kaydedilmistir.
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Papagianni ve ark., [2] kesikli kiiltirde Xanthomonas campestris ATCC
1395 ile ksantan iiretimini PH kontrol edilmeden bir laboratuar fermentdriinde
calismislardir. Calkalama hiz1 100 rpm’den 600 rpm’e gikarildiginda daha yiiksek
biyomas ve daha fazla iiriin elde edilmistir. Calkalama hizinin artmasi ile
ksantanin piruvat igerigi artmis, bununla birlikte ksantanin molekiiler agirhigt
{izerinde dnemli bir etki gézlenmemistir.

Flores ve ark., [17]’mn belirttigine gore Peters ve ark (1989) ksantan
{iretimi sirasinda c¢alkalama hizinin artmast ile ortalama molekiiler agirligin
arttigini kaydetmislerdir.

Bizim ¢alismamizda inokulum safhasinda 100-200 dev/dk, fermentasyon
safhasinda ise 250 dev/dk c¢alkalama hizlann kullanilmistir. Fermentdrde elde
edilen verimlerin erlende elde edilen verimlerden daha yiiksek olmasi,
fermentasyon stvisinin daha yliksek kangtirilmasi ve erlendekilerden farkl olarak,
siirekli bir gekilde verilen steril hava akimi nedeniyle oldugu diisiiniilmiistiir ve
sonug¢larimiz literatiirlerle uygunluk géstermistir.

Ksantan fermentasyonu ig¢in inokulum hazirlanirken mikroorganizma,
kompleks katt bir kiiltiir ortamindan (genellikle YM agar) kii¢iik hacimli (5 yada 7
ml) kompleks sivi bir ortama (genellikle YM) transfer edilir fakat inkiibasyon,
ksantan iiretimini nemli bir sekilde 6nlemek igin 7 saat veya daha kisa olarak
stnirlanir. Bu kiiltir, aynm1 inorganik tuzlar igeren 40-100 ml’lik bir ortama
transfer edilir. Fermentordeki tiretim igin inokulum hacmi, toplam brothun %5-
10’u kadardir [4].

Gupte ve ark., [8] yaptiklan galismada, fermentasyon ortamina agilanan
inokulum biiyiikliigiiniin, biyopolimer verimi iizerindeki etkisini incelemislerdir.
%1‘, %2, %5, %10, %20’lik inokulumlan1 ele almisglar ve en yiiksek polimer
verimini %10’luk inokulum ile elde etmislerdir. Bizim yaptifimiz ¢alismalarda da
inokulum ortamui olarak YM-T ve %10 oraninda kullanilmustir.

Abd El-Salam ve ark., [7] ksantan sakizi tretimi icin Xanthomonas
campestris E-NRC-3 ile geker kamisi melasi kullanmiglardir. Ksantan verimi
lizerine seker konsantrasyonunun, farkli azot kaynaklan ilavesinin ve

havalandirma oraninin etkisini incelemislerdir. Optimum kosullar ortamdaki %25
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seker, 2.4 g amonyum klorid (NH4Cl), hava/ortam orani 3:2 ve 30°C’de 72 saat
inkiibasyon ile elde etmiglerdir.

Yang-Ming Lo ve ark., [16] yaptiklart ¢aligmada, degisik sekillerde
uygulanan kesikli, iki fazli kesikli ve fed-batch fermentasyonlarinda ksantan
verimi ve hiicre geligimi iizerine, ortamdaki glukoz/yeast ekstrakt oranimn (G/YE)
etkilerini galigmiglardir. Genelde ksantan verimi, ortamdaki artan G/YE ile artmig
fakat hiicre miktan lve spesifik gelisim oram artan G/YE kadar azalmistir.
Eksponansiyal gelisimin sonunda baglangigta disiikk bir diizeyden (%2.5
glukoz/%0.3 yeast ekstrakt), yiksek bir diizeye (%65.0 glukoz/%0.3 yeast ekstrakt)
degisen G/YE ile iki fazli kesikli fermentasyon, ksantan iretimi i¢in tercih
edilmistir. Iki fazli fermentasyon tasarimi hem hizli hiicre geligimini saglamig hem
de yitksek bir ksantan triinii ortaya ¢ikarmugstir. Buna zit olarak sabit faz siiresince
fermentore glukoz’unz araliklarla eklenmesi ile fed-batch fermentasyon, ksantan
tiretimi i¢in uygun gorilmemistir.

Bizim caligmamizdaki 72 saat’lik kesikli fermentasyon ortamlarinda
kullanilan glukoz’un miktan 22.5 g/L’dir Azot kaynag1 olarak standart Gretim
ortaminda 2.5 g/ (NH4),HPO,, optimize edilmis ortamda ise 3g/L malt ekstrakt
ve 5 g/L. pepton kullanilmigtir. Standart iiretim ortaminda elde edilen verim
optimize edilmis ortama gore daha fazla olmusgtur.

Abd El—Salam‘ ve ark., [7] belirttiklerine gore Xanthomonas campestris
NRRL B-1459 ile ¢alijan Qadeer ve Baing (1989) (NH,)HPO,’iin diger
amonyum tuzlarindan daha verimli bir azot kaynagi oldugunu ileri siirmisglerdir.
Buna dayanarak standart iiretim ortaminda elde edilen verimin optimize edilmig
ortamda elde edilen verimden yiiksek olmasi, kullanilan azot kaynaginin
Xanthomonas campestris pv. campestris NRRL B-1459 igin daha fazla verim
artisina neden oldugunu diigindirmustir.

Garcia-Ochoa . ve ark., [4] ksantan solusyonunun viskozitesinin,
viskozitenin olgildigi sicaklifa ve ksantamn eridigi sicaklifa bagh oldugunu,
viskozitenin, sicakligin artmast ile azaldigim ve bu davramgin 10 ve 80°C arasinda
tamamen tersine oldugunu belirtmiglerdir. Solusyon viskozitesinin ayni zamanda
polimerin erime sicakligina da bagl oldugunu; 40°C’ye kadar artan erime

sicakligmma baglt olarak viskozitenin azaldigim ve 40 ve 60°C arasinda
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viskozitenin sicakligin artmasi ile arttifim, 60°C’nin iizerindeki sicakliklar igin
artan sicakliga bagli olarak azaldigim belirtmislerdir. Bu davranig ksantan
molekiiliiniin konformasyonel degisimi ile iliskilendirilmistir. Konformasyon,
diizenli bir dumfndan (diisiik erime sicaklig1) diizensiz bir duruma (yliksek erime
sicakligi) d6nﬁ§mﬁ$tﬁr. Doniisme sicakliginin  tuz konsantrasyonuna bagli,
polimer konsantﬁasyonundan bagimsiz oldugu kaydedilmistir.

Ksantan solusyonlarinin viskozitesinin polimer konsantrasyonunun artmasi
ile kuvvetli bir sekilde arttifn belirtilmis ve bu davranis, molekiiller arasi
etkilesimle iligkilendirilmistir. Solusyondaki tuzlarin varhigimun ksantan
viskozitesini etkiledigini, diisiik polimer konsantrasyonunda solusyona az bir
miktar tuz eklendiginde viskozitenin az bir miktar arttig1 kaydedilmis ve bu etki
molekiiller arasi etkinin azalmasindan kaynaklanan molekiiler boyutlardaki
indirgenme 1le iligkilendirilmigtir. Yiiksek ksantan konsantrasyonunda yada ¢ok
miktarda tuz eklendiginde viskozite artisinin muhtemelen polimer molekiilleri
arasindaki etkilesimin artmasindan dolayr oldugu kanisina vanlmigtir. Ksantan
solusyonunun viskozitesinin tuz konsantrasyonu %0.1 (w/v) oranini astig1 zaman,
tuz konsantrasydnundan bagimsiz oldugu kaydedilmistir [4].

Ksantan Solusyonlanmn viskozitesi, PH’nin 1-13 arasinda degismesinden
etkilenmemigtir. PH 9 yada daha yiiksek bir degerde, ksantamin yavas yavas
deasetile oldugu, ksantan 3 den daha diisiik bir PH da iken piruvik asit asetil
gruplari kayboldugu ve deasetilasyon yada depiruvilasyonun her ikisininde
ksantan solusyohunun viskozitesi lizerindeki etkisinin ¢ok az oldugu belirtilmistir.
Deasetile yada depiruvile olmus ksantanin orijinal ksantana benzer reolojik
ozellikler gosterdigi kaydedilmistir [4].

Fermentasyon broth’unun viskozitesi, ksantan iiretiminin bir indikatorii
olarak yaygin sekilde kullamlsa da viskozitenin, iiretilen polimerin kalitesini
yansitmadigi, yiiksek broth viskozitesinin, diigilk kalitedeki polimerin yiiksek
konsantrasyonundan kaynaklaniyor olabiiecegi, diger taraftan konsantre edilmis
ksantan solusydnlarmm viskozitesinin yeni polimerleri karakterize etmek igin
yaygin sekilde kullanildigi fakat polimer molekiiliiniin bliyiikligii yada sekli
hakkinda net bilgi vermedigi belirtilmigtir. Diigiik konsantrasyonlu
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solusyonlardaki yﬁksek viskozitenin, bir biyopolimerin endiistriyel kullaniminin
belirlenmesinde kolay bir 6lgek oldugu belirtilmigtir [18].

Ksantan sakizi igeren fermentasyon ortamlarinda viskozite gesitli
arastincilar tarafindan incelenmigtir.

Gupte ve ark., [8] yaptiklan ¢ahgmada fermentasyon sivilarn
viskozitelerini Hake Viskometer kullanarak %1’lik biyopolimer solusyonu ile 30
+ 2 °C de 6lgmiislerdir. Olgiilen viskozite degerleri ile polimer verimleri arasinda
linear bir iliskinin oldugu goriilmiistiir.

Moreira ve ark., [18] yaptiklar1 ¢alismada her bir strainden elde edilen
biyopolimerlerin %3 (w/v) oranindaki sulu soliisyonlarinin viskozitelerini ve ticari
ksantanin viskozitelerini 6, 12, 30 ve 60 rpm’de ve 25, 45, ve 65°C’de bir
Brookfield model LV viskozimetre ile Slgmiiglerdir. Bu sonuglara gére, devir
sayisinin artmasi ile 6lgiilen viskozite degerinde bir azalma olmustur. Bazi
strainlerden elde edilen polimerin viskozitesinde sicaklifin artmasi ile viskozite
degerinde azalma, bazi strainlerden elde edilen polimerin viskozitesinde ise
sicakligin artmasi ile viskozite degerinde artma olmugtur.

Bizim ¢a11$mam1zda fermentasyon sivilarinin  viskoziteleri oda
sicakliginda, Haake viscotester VT02 modelindeki viskozimetre ile, 62.5 dk
rotor hizinda, 3 humarall prob kullanilarak yapilmistir. Viskozite sadece standart
{iretim ortaminda glukoz ve sukroz ile ve islenmemis melas ile yapilan
fermentasyon brothlarnda Olgiilebilmigtir. Diger fermentasyon brothlarinin
viskozitesi, viskozimetrenin 6l¢iim aralifina girmediginden dolay1 yapilamamugtir.
Elde edilen sonuglara gore polimer veriminin artmasi ile viskozite degerinde
artma olmustur fakat bu bize elde edilen polimerin kalitesi hakkinda bir fikir
vermemektedir. Bunun i¢in, daha ileri analiz olarak HPLC kullanilmasi gereklidir.
Elde edilen viskozite degerlerinin literatiirler arasinda degisiklik géstermesinin,
fermentasyonda kullanilan strainlerin, viskozimetrenin, 6l¢iim sicakliginin, PH’1n
ve viskozimetrénin devir sayisimin (rpm) farkli olmasindan kaynaklandig
diistiniilmektedir,

Cesitli anthomonas tiirleri ile, ksantan biyosentezi i¢in kullamlan verimli
substratlann aféhglm genisletme yoniinde g¢aligmalar yapilmaktadlr. Bizim

calismamizda ksantan sakizi tiretimi amaciyla denenmis substratlardan birisi de
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siit endiistrisi at1ig1 olan PAS (peynir alt1 suyu) dir. Peynir alt1 suyu, peynir veya
kazein iiretimi sirasinda siitiin renin, 1s1 veya asitle pihtilastiriimasi sonucu elde
edilmektedir. Baslica karbon kaynagi maddesi laktozdur [33].

.Bizim g:iahsmamlzda PAS, karbon kaynagi olarak standart {iretim
ortamindaki %2.25 glukoz’a esit miktarda kullanilmigtir.

Peynir alti suyu kullamlarak yapilan 72 saat’lik fermentasyonlarda,
Xanthomonas campestris pv. campestris NRRL B-1459 ve Xanthomonas
campestris pv. phaseoli TPPB 5001 suglan ile bu ortamda ksantan iiretimi
gerceklesmedigi saptanmgtir.

Xanthomonas campestris pv. campestris’in [-galaktosidaz aktivitesinin
diisiik diizeyde olmasindan dolay, bir karbon kaynag: olarak laktoz’u verimli bir
sekilde kullanamayacag bu nedenle PAS’in ksantan iiretimi ig¢in uygun bir karbon
kaynag1 olmadigi belirtilmistir [5].

Bizim calismamizda da PAS ile ksantan sakizi elde edilememesi bu
bilgileri dogrulamaktadir.

Becker ve ark., [5]’'min belirttiklerine gére Fu ve Tseng (1990)
Xanthomonas campestris pv campestris’e P-galaktosidaz kodlayan geni tagiyan
bir plazmiti yerlestirmislerdir. Ortaya ¢ikan yeni strain PAS iceren ortamda
ksantan tretimi: yapabilmistir fakat plazmit 6zel bir zorlama olmadan kararl
kalamamustir.

Papoutsopoulou ve ark., [13] lacZ geni, maturation protein ve proteinaz P
genlerini  iceren Pur291 ve pNZ521 plazmitlerini, konjugasyon yada
transformasyon ile X.campestris’ e transfer etmislerdir. Caligilan tiim strainler
%50 peyniralti suyu igeren bir ortamda yada ayni ortama %1,5 laktoz yada %1,5
glukoz eklenmis bir ortamda ksantan sakizi iiretimi i¢in gelistirilmistir. Caligilan
bu strainler peyniralt: suyundan laktozu kullanabilmislerdir fakat biiyiik miktarda
ksantan sakizi tiretimi yapamamuslardir.

Bu sonuglardan ksantan sakizi ﬁretimi icin PAS’in etkili bir substrat
olmadig: gérﬁlmﬁstﬁr.

Papi ve ark., [11] Xcampestris ATCC 13951’in gelisimi ve ksantan
iiretimi i¢in ge$ifli diliisyonlardaki (%10, %25, %35, %50, %75) seftali broth’unu

denemislerdir. Bu diliisyonlar hem islenerek saf hale getirilen hemde islenmemis
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seftali brothu ile hazirlanmistir. Oncelikle X.campestris kolonileri LB broth’a
(Luria Bertani) %0.2 glukoz eklenmis ortamda gelistirilerek inokulum
hazirlanmigtir. Daha sonra hem saflagtinlmis hem de saflagtinlmamig seftali
pulp’unun ¢esitli dilusyonlarina %0.5 NH4Cl ve saflagtirilmig pulp igin %0.2,
saflagtiriilmamig pulp i¢in %1 yeast ekstrakt ilave edilerek otoklavda steril
edilmigtir. Bu sekilde hazirlanmis olan fermentasyon ortamlarina %10 oraninda
inokulumlar transfer edilmis ve 28°C’de ¢alkalayarak inkiibe edilmistir. Bir
substrat olarak saflagtinlmamig seftali brothu kullanildiginda sadece %20’ye
kadar olan konsantrasyonlarda strain gelisimi go6zlenmigtir. Daha yiiksek
konsantrasyonlarda bakteri gelisimi muhtemelen pektin, seluloz ve hicre
gelisimini etkileyen diger makromolekiillerin konsantrasyonlarindan dolay1 inhibe
edilmigtir. Saf seftali broth’unun Xanthomonas campestris’in gelisimi ve ksantan
tiretimi i¢in ¢ok iyi bir substrat oldugu bulunmustur. En yiiksek ksantan verimi %
50’lik saf geftali brothu ile elde edilmigtir (~2.25 g/100 ml). %75’lik seftali
. brothunda daha diigitk gelisme olmasinin nedeni muhtemelen ortam PH ‘inin 5.5’e
diigmesinden dolay1 olmustur.

Bizim ¢alismamizda Xanthomonas campestris pv. campestris NRRL B-
1459 ve Xanthomonas campestris pv. phaseoli TPPB 5001 suslan ile ksantan
sakizi tiretimi amaciyla geftali ve kayisi pulplarin: saflastirip kayis: pulpu ile %S5,
%10, %15, %25, %35, %50’lik dilusyonlarda fermentasyon ortamlan erlende,
seftali pulpu ile %35%’1ik fermentasyon ortami erlende, %50’lik dilusyonlardaki
fermentasyon ortamlar1 ise hem erlende hem de fermentérde hazirlanmistir.
Calismamizdaki fermentasyon ortamlarinin PH’s1 Papi ve ark [11] dan farkh
olarak 1 N H;SO4 ve 0.4 N KOH ile 7°ye ayarlanmigtir. 28°C’de 250 rpm’de 72
saat’lik fermentasyon basamagindan sonra elde edilen uriinler kurutulup
tartildiginda onlarin ¢aligmasina paralel olarak en yuksek verim %50’lik kayist ve
seftali pulpu ile elde edilmistir. Fakat bizim caliyjmamizda elde edilen verimler
daha dusiiktiir. Seftali pulp’u ile elde edilen verimler kayist pulp’u ile elde edilen
verimlerden daha fazla olsa da birbirine yakin degerler elde edilmigtir. Bunun
nedeni, seftali pulp’unun seker igeriginin, kayisi pulp’unun seker iceriginden daha

fazla olmas: ile iliskiléndirilmistir.
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Manjula Rao ve ark., [15] X.campestris kiiltiirlerinden ksantan sakizinin
verimini, kalitesini ve bioreaktér verimliligini arttirmak igin, yeni bir strateji
olarak serbest radikal kullanmuslardir. Ksantan veriminde %210 luk bir artis ve
viskozitede %20 lik bir artis HOCI1 (oksidant) uygulamasindan sonuglanmugtir.
HOCI uygulamasinn bir sonucu olarak ksantan sakizinda acetate kiitle fraksiyonu
%42 azalmuis ve piruvat kiitle fraksiyonu %63 artmistir. HOCI uygulamas ile
gelisme hizi hemen hemen hig etkilenmemistir. HOC] uygulanmis hiicrelerden
elde edilen ksantan sakizinin viskozitesi 4.2 cP dir. Buda yabanil tip hiicrelerden
elde edilen 3.5 cP den %20 daha fazla oldugunu gostermistir. Ksantan sakizinin
viskozitesinin acetat kiitle yiizdesi ile azaldig1 ve piruvat kiitle yiizdesi ile arttig
bilinmektedir ve ¢alismada élde edilen degerlerin buna uydugu belirtilmistir.

Yoo ve ark., [10] Xanthomonas campestris NRRL B-1459 ile ksantan
sakizi {iretimi icin, ek bir substrat olarak atik seker pancart pulp’unun
kullamilabilirligini incelemiglerdir. Bu ¢alisma, atik seker pancan pulpunun
eklenmesinden &6nceki inkiibasyon peryodu, inkiibasyon sicakligi ve iliskili
sicakliklar {izerine odaklanmugtir. Ksantan sakizi iiretimi ve seker pancar
pulp’unun degredasyonundaki optimal kogullan belirlemek i¢in, inkiibasyon ve
iligkili parametreler degistirilmistir. Bu ¢aligmada mikroorganizma sukroz agar
iceren petrilerde saklanmugtir. Kiiltiirler iki hafta araliklarla transfer edilrrii$tir.
Petriler oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Kiiltiirler YM broth‘da 48 saat
28°C de 200 rpm’de aktive edilmistir. Daha sonra aktive edilen kiiltiir tiretim
ortami olan, sukroz agar daki agar hari¢ ayni ortama, transfer edilmistir. Kiilttirler
28 yada 32°C de, 250 rpm’de inkiibe edilmistir. inkﬁbasyon peryodu seker pancari
pulp’unun eklenmesinden 6nceki - {iretim ortaminda, hiicre gelisimini saglayan
zaman olarak tamimlanmigtir, farkli calkalamali kiltiirlerde 1-5 giin arasinda
degisiklik gostermistir. Inkiibasyondan sonra her bir calkalamali kiiltiire steril
seker pancart pulp’undan (yas agirlik 50 gr, kuru aguhk 7.47 gr) eklenmistir.
Calkalamali kiiltiirler 28 yada 32°C de, 250 rpm’de seker pariéan pulp’u ile
iligkilendirilmigtir. Bu iligki siiresi farkli galkalamali kiiltiirler igin 1-5 giin
arasinda degistirilmigtir. Ksantan sakizi firetimi, seker pancan pulp’u ilave edilmis
ortamda, ilave edilmemis ortama gore daha fazla olmustur. Buna bagh olarak,

ksantan sakizi iiretimi i¢in seker pancar1 pulp’u kullaniminin, besinsel olmayan
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tiretim sektoril igin, maliyete etkili ilave bir substrat potansiyeline sahip oldugu
ortaya c;lkanlmls:tlr.

Calismamizda ksantan sakizi iiretimi amaciyla bir substrat olarak Eskigehir
Seker Fabrikasi’ndan alinmis seker pancar1 melasi kullanilmigtir.

Melas seker endiistrisinin bir yan iiriinii olarak elde edilmektedir. Sekerin
kristal hale gelmesi igin yapilan birgok iglemden sonra geriye kalan kivamli, koyu
renkli yapiskan maddedir. Seker kamuisindan ve seker pancarindan elde edilen
melas olmak iizere iki tip melas vardir. Melas etanol, asetik asit, sitrik asit gibi
dnemli bir¢ok m{etabolitin eldesinde hammadde olarak kullanilmaktadir. Ortalama
%50 sukroz, %30 diger maddeler, %20 su igerir. Melas sadece seker agisindan
degil, gerek organik ve inorganik maddeler ve gerek vitaminler agisindan da
zengin bir ortam olarak degerlendirilmektedir [33].

Caligmamizda melas hem saflagtirilarak (islenmis) hem de saflagtinlmadan
(islenmemis) kuilamlml$tlr. Her iki sekilde de melas fermentasyon ortamina
%2.25 glukoz’u verecek oranda katilmistir. Fermentasyonlar Xanthomonas
campestris pv. campestris NRRL B-1459 ve Xanthomonas campestris pv.
phaseoli TPPB 5001 suslan ile hem erlende hem de fermentérde yapilmistir. 72
saatlik fermentasyon basamagindan sonra islenmemis melas ile elde edilen
ksantan verimi, islenmis melas ile elde edilen ksantan veriminden daha fazla
olmustur. Ayrica fermentérde, erlendekilerden daha fazla verim elde edilmigtir ve
Xanthomonas campestris pv. campestris NRRL B-1459 susunun, melas ile
ksantan sakizi lretiminde Xanthomonas campestris pv. phaseoli TPPB 5001
susundan daha verimli oldugu goriilmiistiir. Islenmemis melas ile daha fazla verim
alinmasinin nedeni olarak, melas’in bilesimindeki kolloidal bilesiklerin ksantan
sakizi Uretimini tesvik ettigini diigiindiirmektedir. Ciinkii melas saflagtirilirken bu
molekiillerden anndinlmistir ve daha diigiik ksantan verimi elde edilmigtir. Fakat
islenmemis melas ile elde edilen ksantan sakizinin besinsel sektérde kullanilmasi,
igerdigi koloidal bilesikler yiiziinden sakincali olabilecegi i¢in toksisite testlerinin
yapilmas1 gerekmektedir. Islenmemis melas ile elde edilen ksantan sakizinin
besinsel olmayan endiistri sekt6riinde kullamlmasinin daha uygun oldugu
diisiintilmistir. Islenmemis melas kullanarak Xanthomonas campestris pv.

campestris NRRL B-1459 susu ile fermentérde elde edilen ksantan veriminin 1.78
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g/L (%0.178), yine ayn1 sug ile saf glukoz kullanarak erlende elde edilen ksantan
verimine 2.08 g/L (%0.208) yaklasik bir degerde oldugu gorilmistir. Bu
sonuglara dayanarak melasin ksantan sakizi tiretiminde maliyete etkili verimli bir
substrat olarak kullantlabilecegi sonucuna varilmigtir.

Galindo ve ark., [12] ksantan fermentasyonu iizerine Tween 40, Tween 80,
Chaps ve Triton X-100 deterjanlarimin etkisini galismiglardir. Incelenen tiim
deterjanlar 24 saatlik kiilLure eklendiginde, deterjan igermeyen kontrol ile
kargilastirildiginda final ksantan sakizi konsantrasyonu artmigtir. Triton, deterjan
yoklugunda tretilen sakizdan 1,45 kat fazla verim artigina neden olmugtur. Triton
kullanimi fermantasyon siiresince oksijen konsantrasyonunun ve fermantasyon
broth’unun viskozitesinin daha yiiksek olmasina yol agmustir.

Bizim c¢alismamizda da, islenmemis melas ile ksantan sakizi lretimine
Triton X-lOO’ﬁnf etkisi ¢aligtlmigtir. Deneyler Xanthomonas campestris pv.
campestris NRRL B-1459 ve Xanthomonas campestris pv.phaseoli TPPB 5001
suglar1 ile hem erlende hem de fermentorde, Xanthomonas axonopodis pv.
vesicotoria ve Xanthomonas campestris pv. vesicotoria suslan ile sadece erlende
yapilmistir. Islenmemis melas igeren fermentasyon ortamlarina fermentasyonun
25-30. saatleri arasinda 0.5 g/L Triton X-100 damla damla ortama ilave edilmigtir.
Fermentasyon sonrasihda elde edilen trunler kurutulup tartllalglnda en yiiksek
verim Xanthomonas campestris NRRL B-1459 [erlende 17.6 g/ (%1.76),
fermentérde 18.2 g/l (%1.82)] ve swasiyla Xanthomonas campestris pv.
vesicotoria 10.5 g/L (%1.05), Xanthomonas axonopodis pv. vesicotoria 8.5 g/L
(%0.85) ve Xanthomonas campestris TPPB 5001 [erlende 6.4 g/ (%0.64),
fermentorde 6.9 g/ (%0.69)] suslar1 ile elde edilmistir. Bu Triton X-100
eklenmemis melasdan elde edilen ksantan verimleri ile karsilagtirnldiginda
Galindo ve ark., [12]’mn yaptiklani ¢aligmadaki gibi Triton X-100’Gn ksantan
sakizi tiretimine olumlu yonde etki ettiini gostermigtir.

Abd El-Salam ve ark., [7] lahanadan Xanthomonas campestris E-NRC-3
izole ederek seker kamig: melasi ile ksantan sakizi tiretimini galigmiglardir. Sakiz
tiretimi i¢in gelisme kosullarimin optimizasyonunu aragtirmmsglardir. En yiiksek

verim, melasin %25’lik konsantrasyonu ile L’de 600 mg NH4Cl kullamldiginda,
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hava/ortam oram 3:2 oldugunda, 450 rpm’de ve 3 giin inkiibasyon periyodu ile
saglanmigtir. Elde edilen polimer verimi 70.5 g/L (%7.05). dir.

Stredansky; ve ark., [19] Xanthomonas campestris NRRL B-1459,
X.campestris PD 565 ve PD 659 ile ksantan tretimi igin 6giitilmiis arpa taneleri,
elma ve uzim posast ve limon kabuklarini kullanmuglardir. Fermentasyon
sonrasinda 57.1 g/L (%5.71) polimer verimi elde etmigler ve ticari ksantan ile
uyumlu bir iiriin ortaya ¢ikarmislardir.

Ksantan sakizi uUretimi amaciyla bizim ¢aliymamizda kullanilan
substratlara ek olafak ileriki ¢aligmalarda Stre Stredansky ve ark., [19] ve Abd El-
Salam ve ark., [7)nin kullandiklari substratlarin denenebilecegi goriigiine
varilmgtir.

Garcia-Ochoa ve ark., [4] ksantan sakizinin 2,8:2,0:2,0 molar oraninda
(Sekil 1) iki glukbz, iki mannoz ve bir glukuronik asit iiniteleri ile olusturulan
tekrarlayan pentasakkarit initeleri igeren bir heteropolisakkarit oldugunu
belirtmiglerdir. ‘

Moreira ve ark., [18] Xanthomonas campestris pv.pruni’nin 18 yeni
straininden elde e&ikleri ksantan sakizlarinin kimyasal bilegimlerini belirlemek
i¢in ince tabaka kromotografi yontemini kullanmiglardir. Kromotografi
sonuglarina goére tiim strainlerden elde edilen ksantanlarin mannoz, glukoz ve
glukuronik aside sahip olduklari kaydedilmistir. Bu aragtirmacilarin belirttiklerine
gore Sloneker ve Jeanes (1962) ksantamn D-glukoz, D-mannoz, D-glukuronik asit
ve. asetik, piruvik %asit parcgalarindan olustugunu gostermislerdir. Bununla birlikte
Sutherland (1983); birgok ¢aligmada farkli Xanthomonas strainleri ve farkli kilLir
kogullar ile farkli iigerikli polimerlerin iiretilebilecegini gostermistir.

Moreira ve ark., [18] ksantan yapisindaki farkhiliklarin temel olarak
piruvat ve asetat konsahtrasyonlarmdaki bir degisimden dolay1 oldugunu aym
zamanda karbonhidrat bilesimindeki gesitlilikten de olabilecegini belirtmislerdir.
Bu aragtirmacilarin  belirttigine gore Sutherlend (1981) pek ¢ok durumda,
monosakkaritler ﬁasxndaki oranin korundugunu (1:1) fakat farkh tirlerden elde
edilen strainler ve mutantlar arasinda kiigik degisikliklerin meydana

gelebilecegini kaydetmistir.
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Moreira ve ark., [18] belirttiklerine gore Lawson ve Symes (1977)
Xanthomonas campestris pv. juglandis tarafindan iretilen ramnoz igeren diyaliz
edilemeyen bir polimer bulmuslardir. Xanthomonas campestris pv. pruni ve
Xanthomonas campestris pv. juglandis’in ¢ok benzer olduklarimt fakat
Xanthomonas campeStris pv. campestris ile benzer olmadigim belirtmigleridir.
Xanthomonas campestris pv. juglandis ve Xanthomonas campestris pv. pruni
tarafindan tretilen polimerlerdeki ramnozun varliginin genetik benzerligi ifade
edebilecegini belirtmiglerdir.

Bizim ¢alismamizda da Xanthomonas campestris pv. campestris NRRL B-
1459, Xanthomonas' campestris pv. phaseoli TPPB 5001, Xanthomonas
axonopodis pv. vesicotoria ve Xanthomonas campestris pv. vesicotoria suglarn ile,
islenmemis melas ve Triton X-100 kullanilarak elde edilmis olan ksantan
sakizlarinin igerigi kromotografik yontem ile incelenmistir. Sonuglara gore tiim
strainlerden elde edilen polimerlerin glukoza sahip olduklari gorilmiistiir. Fakat
glukuronik asit al. Ginitesi net bir sekilde belirlenememigtir. Bunun nedeni olarak
biyopolimerlerin tam olarak hidroliz edilememesi olabilir. Elimizde D-mannoz
olmadigr i¢in bu monomer deneylerimizde pozitif kontrol olarak
kullanilamamasgtir. .

Tim bu sonuglar ksantan sakizi uretimi amaciyla, en verimli susun
Xanthomonas campestris pv. campestris NRRL B-1459 oldugunu ve melasin
ksantan tretiminde, kullamlan diger substratlara oranla etkili bir substrat olarak
kullanilabilecegini gostermistir. Ayrica Turkiye’deki cesitli hastalikli bitkilerden
“1zole edilen Xanthomonas campestris pv. vesicotoria ve Xanthomonas campestris
pv. phaseoli TPPB 5001 strainleri ve Amerikan dolmalik biberinden izole edilen
Xanthomonas axonopodis pv. vesicotoria suglarinin ksantan tretiminde standart
sus olan Xanthomonas campestris pv. campestris NRRL B-1459’a alternatif
olarak kullamlabilecegi belirlenmigtir.

Calismamizin ilk basamagi olan tohum ve toprak orneklerinden
Xanthomonas campestris izolasyonu agamasinda, ticari olarak satilan tohum
ornekleri kullamlmistir. Dolayisiyla bu tohumlar, biiyiik olasilikla saglikls
olacagindan hastalik etmeni olan Xanthomonas campestris tasimast olasilig: da

azdir. Izolasyon amaciyla kullanmig oldugumuz toprak omnekleri herhangi bir
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hastalik belirtisi ia$1mayan crucifer bitkilerinin bulundugu tarlalardan alinmistir.
Bu nedenle ¢alismamizda basarnihi bir Xanthomonas campestris izolasyonu
yapilamamigtir. Basarlh bir Xanthomonas campestris izolasyonu igin bu kriterler
goz oOniinde bulundurulmali; toprak ©mekleri hastalikli crucifer bitkilerinin
koklerinden alinmali ve bu hastalikli bitkilere ait tohum 6rnekleri kullanilmalidir.
Daha ileriki g¢aligmalarda ksantan sakizi sentez basamaklarindaki
enzimlerin, aktivitelerini arttiran ve azaltan faktdrlerin belirlenerek daha verimli

ve kaliteli ksantan sakiz1 iiretimi yoluna gidilmelidir.
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