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Ozet: Pullulan, kimyasal yap1 olarak baslica a-1,6 glikozidik baglariyla baglanmis maltotrioz Unitelerinden
olusan bir glukandir. Endiistriyel acidan 6neme sahip olan bu homopolisakkarit, polimorfik bir kiif olan
Aureobasidium pullulans tarafindan hiicre dis1 olarak iiretilmektedir. Pullulan biyopolimeri, biyolojik olarak
pargalanabilen, yaga direngli, sicakliktan etkilenmeyen, oksijen gecirmeyen, toksik olmayan yap1 6zellikleri
gostermektedir ve suda c¢Oziinebilmektedir. Pullulan, bu &zelliklerinin sonucunda yenilebilen filmlerin
iiretiminde kullanilmak i¢in olduk¢a uygun bir polisakkarittir. Pullulan yenilebilen filmlerin iiretiminin yam
sira gida, ilag ve kozmetik gibi birgok alanda da kullanilabilmektedir. Bu ¢alismada Aureobasidium pullulans
ve Kluyveromyces marxianus suslarindan pullulan tretimi ve karakterizasyonu gerceklestirilmistir. Bu
amagcla suslarin besiyerinde tiremeleri ve pullulan tiretme yetenekleri ve aktivite gosterdigi optimum sicaklik,
pH, inokulum zamanlari saptanmistir. Pullulan iiretimi ic¢in fermentasyon sartlari optimize edilmistir.
Optimum fermentasyon sartlar iiretim siiresi 3 giin, substrat konsantrasyonu 5 %, pH 7.5 ve iiretim sicaklig
28°C olarak saptanmstir.

Anahtar Kelimeler: Mikrobiyal polisakkarit, pullulan, Aureobasidium pullulans, Kluyveromyces marxianus,
yenilebilir film.

PULLULAN PRODUCTION BY CO-CULTURE METHOD

Abstract: Pullulan is a -glucan consisting mainly of maltotriose units interconnected via — 1,6 linkages.
Pullulan is an extracellular polysaccharide produced by the polymorphic fungus Aureobasidium pullulans. It
can be extruded easily as films that are biodegradable, is resistant to oils and grease, unaffected by
temperature, impermeable to oxygen, nontoxic and therefore edible. Pullulan is a suitable polysaccharide due
to its good-film-forming properties for production of edible protective films. Besides its applications in the
edible film industry, pullulan has numerous applications in food, cosmetics and pharmacological industries.
In this study, pullulan from Aureobasidium pullulans and Kluyveromyces marxianus strains was produced
and characterized. The effect of initial pH, fermentation time, incubation temparature and initial substrate
concentration was investigated. The highest pullulan concentration of 17.32 g/L was obtained for
afermentation of period of 72 h with the initial substrate concentration equivalent to 50 g/L and incubation
temperature at 28°C, pH 7.5

Keywords: Microbial polysaccharides, pullulan, Aureobasidium pullulans, Kluyveromyces marxianus,
edible films.

“Dilara iTIK
dilara2907@hotmail.com



C.B.U. Fen Bil. Dergisi (2012)21 -29, 2012 /Dilara ITIK, Ugur SIDAL

1. GIRIS

Pullulan, kimyasal yap1 olarak baslica a-1,6
glikozidik baglariyla baglanmis maltotrioz
iinitelerinin  yan1 swra az sayida da
maltotetroaz  {initelerinin  bulundugu bir
glukandir (Sekil 1) [1,2].
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Sekil 1. Pullulanm kimyasal yapist [17]

Pullulan, dimorfik  bir  kuf  olan
Aureobasidium pullulans tarafindan hiicre
dist olarak iiretilmektedir [3,4]. Pullulanin
Uretimine etki eden parametreler Gzerine
birgok  calisma  yapilmustir.
sentezinde baslica parametrelerden biri olan
karbon kaynagi olarak, birgok seker

Pullulan

A.pullulans tarafindan hiicre gelisimi ve
polisakkarit tiretimi i¢in kullanilabilmektedir.
Bunlardan D-ksilaz, D,L-arabinoz, L-ramnoz,
L-sorboz, D-galaktoz, sakkaroz, maltoz,
sellobioz, trehaloz, laktoz, inllin ve
cOziinebilir nisasta hiicre gelisimi igin
kullanilabilmektedir [5,4,6]. Kluyveromyces
marxianus tarafindan salinan iniilinaz enzimi
ile pargalanan iniilin sogan, sarimsak, pirasa,
hindiba ve enginar gibi birgok sebzede
bulunan bir fruktoz oligomeridir. Lifler
sinifina aittir ve fruktan olarak bilinir. Iniilin,
fruktoz birimlerini kapsayan polimerlerdir ve
tipik olarak bir terminal glukoza sahiptir.
Iniilindeki fruktoz birimleri beta — (2-1)-
glikosidik baglariyla baglanirlar. Oligo ve
polisakkaritlerin karistmindan olusan iniilin
pek cok gida da lifle zenginlestirme,
prebiyotik 6zellik kazandirma, su bazli
gidalarda yag ikamesi olarak
kullanilmaktadir.
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Pullulan biyopolimeri endustriyel ilginin
odaginda  olmustur.  Biyolojik  olarak
parcalanabilir, yaga diren¢li, sicakliktan
etkilenmeyen, oksijen gecirmeyen, toksik
olmayan  yapt  Ozellikleri  gOstermesi
nedeniyle de yenilebilen filmlere kolayca
donistiiriilebilme  6zelligi  gostermektedir.
Pullulanin gida sanayindeki kullanim alanlari
arasinda; gida kaplama ve paketleme maddesi
olarak kullanilmas1 ve diisiikk kalorili gida
formiilasyonlarinda nigasta yerine
kullanilabilmesi sayilabilir. Ayrica, aroma ve
baharatlar icin mikroenkapstule ajan olarak da
kullanilabilmektedir [4,7,8]. Ilag
endistrisinde tabletler i¢in kivam arttirici
ajan ve oksidasyonu onleyici ajan olarak
kullanilmaktadir. Pullulanin toksik olmamasi,
immunojenik  6zelliginin  olmamast  ve
biyolojik  olarak parcalanabilmesi  gibi
ozellikleri nedeniyle tibbi goriintiileme ve
kontrollii ilag salmimi gibi biyomedikal
alaninda da kullanim olanaklar1 vardir.
Pullulanin  bu kadar ¢esitli uygulama
alanlarina sahip olmasinin énemli bir nedeni,
kimyasal olarak  kolaylikla ~ modifiye
edilebilmesi ve fonksiyonel gruplarin ilave
edilebilmesidir [4].

2. MATERYAL VE METOT
2.1. Mikroorganizmalar ve
Kaltarasyon:

Aureobasidium pullulans P56 susu melanin
iretmeyen mutant bir sustur (Sekil 2 a,b).
Mikroorganizma PDA ( Potato Dextrose
Agar) iizerinde +4°C’de saklanmis ve her 3
haftada bir taze ortama ekim yapilarak kiiltiir
yenilenmistir. Taze ortama ekilen
mikroorganizma 28°C de 2 giin boyunca
gelistirilmistir. Oncelikle PDA iizerindeki
mikroorganizma 06ze ile iki ©6ze dolusu
alinarak hazirlanan kiiltiir ortamina asilanmis
ve 200 rpm calkalama hizinda 28°C
sicaklikta 48 saat boyunca
mikroorganizmanin gelistirilmesi
saglanmigtir. Kiltiir ortami kompozisyonu
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(g/ I): sakkaroz 30, (NH,;),.SO4 0.6, maya ekstrat1 0.4, K;HPO, 5, MgS0,.7H,0 0.2, ve NaCl 1

(pH:5.5)dir[9].

pullulans P56 susu

Kluyveromyces marxianus NRRL-Y-1165
susu YM ( Yeast-Malt Agar) Ulzerinde +
4°C’de saklanmus ve her 3 haftada bir taze
ortama ekim yapilarak kiiltiir yenilenmistir.
Taze ortama ekilen mikroorganizma 30°C de
24 saat boyunca gelistirilmistir. Oncelikle
YM agar Uzerindeki mikroorganizma 0ze ile
almarak hazirlanan kiiltiir ortamina agilanmig
ve 200 rpm ¢alkalama hizinda 30°C
sicaklikta 24 saat boyunca
mikroorganizmanin gelistirilmesi
saglanmigtir. Kiltiir ortam1 kompozisyonu
(o/1): sakkaroz 20, NH,CI 1.5, maya ekstrati
5, K;HPO, 5, MgSO,.7H,0 0.65, ve KCI
1.15 (pH: 6.5) “[5] dir.

Karigik {iretim ortami kompozisyonu ( g/ 1):
inlin 50, (NH,),.SO4 0.6, maya ekstrat1 0.4,
KoHPO, 5, MgS0,.7H,O 0.2, ve NaCl 1 (
pH: 5.5) ‘dir. Hazirlanan sentetik iiretim
ortamina, sivi kiiltlir ortamlarinda gelistirilen
Aureobasidium  pullulans P56 ve
Kluyveromyces marxianus NRRL-Y-1165
mikroorganizmalarindan 1’er ml agilama
yapilmis ve 200 rpm ¢alkalama hizinda
28°C’de 24 saat boyunca
mikroorganizmalarin  birlikte gelistirilmesi
saglanmigtir [5].

2.2. Analitik Metotlar

2.2.1 Kuru Hiicre Agrligi ve Mikrobiyal

Polisakkarit ~ Uretimi:  Fermentasyon
stvisindan alinan 1,5 ml 6rnek 8000g’de 10dk

Sekil 2 a) Aureobasidium pullulans melanin iireten sus b

) Mutant (melanin Gretmeyen) Aureobasidium

santrifiij edilmis ve saf su ile iki defa
yikanmigtir. Yikanan hiicreler (pH: 5.5)
80°C’de sabit tartima gelene kadar
kurutularak kuru hiicre agirlig1 belirlenmistir.
Polisakkarit miktarin1 tayin etmek igin;
biyomas1 ayrilan fermentasyon sivisina
oncelikle polisakkarit c¢okeltilmesi icin iki
hacim etanol ilave edilmistir. + 4°C’de 1 saat
bekletilerek polisakkaritlerin cokmesi
saglanmigtir. Daha sonra Ornek 8000 g’de
10dk santrifiij edilmistir. Ayrilan polisakkarit
kismi 80°C’de sabit tartima gelene kadar
kurutularak mikrobiyal polisakkarit miktari
belirlenmistir [10,11].

2.2.2.  Pullulan  Uretimi:  Uretilen
polisakkarit i¢indeki pullulan miktarmin
belirlenmesi igin ise, elde edilen polisakkarit
0.05M sodyum asetat ( pH: 5.0) ile 10 mg/ml
oraninda ¢oziilmigtiir. 1ml Ornege, 10 pl
pullulanaz ilave edilerek 25°C’de 21 saat
inkiibe edilmistir [12]. indirgen seker analizi
ile glukoz indirgen esdegerleri saptanmis ve
bu bilgi kullanilarak ornekteki gercek
pullulan igerigi belirlenmistir [10,11].

2.2.3 Indirgen Seker: indirgen seker
miktarinin saptanmasi i¢in, uygun oranda
seyreltmeler yapildiktan sonra dinitrosalisilik
asit (DNS) yontemi [13] kullanilmistir. Buna
gore glukoz iceren standart cozeltiler
kullanilmustir ve okumalar
spektrofotometrede 540 nm dalga boyunda
yapilmigtir [10, 11].
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3. ARASTIRMA BULGULARI VE
TARTISMA

Bu c¢alismada Aureobasidium pullulans P56
susu ve Kluyveromyces marxianus NRRL-Y-
1165 suslarinin co-culture ile indlin iceren
ortam kullanilarak pullulan biyopolimerinin
tiretimi hakkinda arastirma yapilmustir.
Maksimum polisakkarit Gretimi 28°C
(Grafik 3) sicaklikta pH 7.5’de (Grafik 2)
elde edilmistir. En iyi iiretim fermentasyonun
iciincii glintinde elde edilmistir. K.marxianus
ve Apullulans ‘i es  zamanl
inokulasyonlarindan elde edilen pullulan
miktarina gore K.marxianus’un gecikmeli
inokulasyonunun pullulan miktarini arttirdig
gorilmiistir. Maksimum polisakkarit ve
pullulan dretimi, A.pullulans’in 10 saatlik
onci kilturasyonundan sonra
K.marxianus’un inokiile edildigi zaman
gerceklesmistir. K.marxianus ve A.pullulans
‘n es zamanli  inokulasyonunda
Kluyveromyces marxianus dominant karakter
gosterip Aureobasidium pullulans’in hiicre
gelisimini engelledigi gorilmiistiir.
Kluyveromyces  marxianus’in  gecikmeli
inokiilasyonu yapildigi zaman
Aureobasidium pullulans populasyonunda ve
polisakkarit  {iretiminde  artis  oldugu
gOriilmiigtir.

Tablo 1. Gecikmeli inokulasyon saatlerinin
pullulan Gretimine etkisi

Inokulum Uretilen Uretilen | Olusan
saatleri polisakkarit | pullulan | biyomas
(30°C, miktari (g/1) | miktar miktari
1gin, pH (mg/ml) | (g/l)
7.5)

Es zamanlh 2.78 0.74 131

8 3.40 0.93 0.83

9 4.22 1.07 0.97
10 5.65 1.26 1.36
11 5.33 1.19 1.24
12 5.18 1.10 1.11
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3.1. Inkiibasyon Siirelerinin
Polisakkarit ve Pullulan Uretimine
Etkisi

Aureobasidium pullulans P56 ve
Kluyveromyces marxianus NRRL-Y-1165
suslarmin karsik kiltiirleri ile indlin iceren
ortamdan pullulan Gretiminde optimum
inkiibasyon  siiresinin ~ bulunmasi  i¢in
calkalamali inkiibatorde pH 7.5 ve 30°C
sicaklikta 6 giin boyunca denemeler
yapilmustir.

Deneysel verilerimiz Grafik 1’de verilmistir.
Goriildigi gibi en fazla polisakkarit (28.23
g/l) degeri ile maksimum biomas olugumu
(9.29 g/l) 5.giinde ve maksimum pullulan
(15.51 g/1) tiretimi 3.giinde elde edilmistir.
Vijayendra ve arkadaslar1 (2001) optimal
pullulan iretiminin 72. saatte oldugunu
belirtmislerdir. Roukas ve Liakopoulou-
Kyriakides (1999) optimum polisakkarit
tiretiminin 120. saatte
belirtmislerdir [14, 15].
Goksungur ve arkadaglar1 (2003) tarafindan
Aureobasidium pullulans P56 susu ile
calkalamali inkiibatér kullanarak sentetik
ortamda Uretilen maksimum polisakkarit
Uretimi 6.gunde 21.6 g/l, maksimum pullulan
tretimi 5.glinde 16 g/l ve maksimum biomas
olusumu ise 6.glinde 9 g/l olarak elde
edilmistir [14, 15].

Farkli fermentasyon periyod zamanlarinin
¢ikmasinin sebebi; farkli tiir tipleri, farkli
fermentasyon ortam igerigi, farkli kiiltiir
kosullarinin ~ kullanilmasindan  dolayidir.

oldugunu

Biomas deney periyodunun sonlarmna dogru
artis gostermistir.
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Grafik 1. Inkiibasyon siirelerinin polisakkarit ve pullulan iiretimine etkisi

3.2. Farkh Sicaklik Degerlerinin
Polisakkarit ve Pullulan Uretimine
Etkisi

Aureobasidium pullulans P56 ve
Kluyveromyces marxianus NRRL-Y-1165
suslarinin karigik kiiltiirleri ile intilin igeren
ortamdan pullulan Gretiminde optimum
sicaklik degerinin bulunmasi igin galkalamali
inkubatérde 3giin, % 5 indlin iceren sentetik
ortam ile pH 7,5 da sicaklik 26°C, 28°C,
30°C, 32°C ve 35°C baslangi¢ degerlerinde
denemeler yapilmstir.

Farkli  baslangi¢  sicaklik  degerlerinin
pullulan iiretimine etkisi incelendiginde
optimum degerin 28°C oldugu belirlenmistir.
Sicaklik biyomas
miktarlarinda artis goriilmiistiir. Deneysel
verilerimiz Grafik 2’de verilmistir.
Gorildiigii gibi en fazla polisakkarit (26.39
g/l) degeri 30°C sicaklikta ve maksimum
pullulan (17.31 g/l) tiretimi 28°C sicaklikta
elde edilmistir.

Ueda ve digerleri (1963) pullulan iretiminin
25°C’de  30°C’dekinden daha  yuksek
oldugunu ifade etmislerdir [16].

degerleri  arttikga

gL 30

25
20

N

. T~

—e—pullulan (g/L)
——polisakkarit (g/L)

biomas (g/L)

SICAKLIK

Grafik 2. Farkli sicaklik degerlerinin polisakkarit ve pullulan tretimine etkisi

McNeil ve Kiristiansen (1990) kesikli ve
calismada
24°C’de

stirekli
optimum

yontemlerle yaptiklari
pullulan  dretimini

gerceklestirmiglerdir [14, 15]. West ve Reed-
Hammer (1993) karbon kaynagi olarak musir
surubu ya da sakkarozu kullandiklarinda her

25



C.B.U. Fen Bil. Dergisi (2012)21 -29, 2012 /Dilara ITIK, Ugur SIDAL

iki substratla da pullulan Gretimi igin
optimum sicaklik degerinin 26°C oldugunu
ve pullulan {retiminin en diisiik oldugu
sicaklik degerlerinde biyomas miktarlarmin
en yilksek oldugunu belirtmiglerdir [7].
McNeil ve Kristiansen (1990) Aureobasidium
pullulans ile pullulan dretimi icin en énemli
faktorlerden  birinin  sicaklik  oldugunu
bildirmistir. En yiliksek pullulan iiretiminin
26°C’de gergeklestigini  gozlemlemislerdir
[14, 15]. Pullulanin yiiksek sicakliklara karsi
hassasiyet gosterdigini bildirmislerdir [16].

3.3. Farkh pH Degerlerinin
Polisakkarit ve Pullulan Uretimine
Etkisi

Aureobasidium pullulans P56 ve
Kluyveromyces marxianus NRRL-Y-1165
suslarinin kargik kiiltiirleri ile iniilin igeren
ortamdan pullulan dretiminde optimum
pH’nin bulunmasi i¢in calkalamal
inkUbatérde 3 giin, % 5 indlin iceren sentetik
ortam ile 28°C sicaklikta pH 4,5; 5.5; 6,5; 7,5
ve 8,5 baslangic degerlerinde denemeler
yapilmigtir.  Clinkii  pH; fermentasyon
ortamini, mikroorganizmalarin morfolojisini,
hiicre gelisimini ve pullulan tiretimini etkiler.
Farkli baslangic pH degerlerinin pullulan
iretimine etkisi incelendiginde optimum
degerin pH 7.5 oldugu belirlenmistir. Asidik
pH (2.5-5.5) degerlerinde polisakkarit ve
pullulan miktar1 diiserken, biyomas miktari
artar; artan pH’larda (6.5-8.5) ise polisakkarit
ve pullulan GUretimi ylUksek ve biyomas
miktar1 ise diisliktiir. Deneysel verilerimiz
Grafik 3’de verilmistir. Gorildigii gibi en
fazla polisakkarit (24.12 g/I) ve pullulan
(17.31 g/l) iiretimleri pH 7.5 degerinde elde
edilmistir. pH 4.5, 5.5, 6.5 ve 8.5 degerleri
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sirasiyla 9.3, 159, 21.7 ve 22.09 g/l
polisakkarit ve sirasiyla 2.7, 7.83, 12.98 ve
15.02 g/l pullulan elde edilmistir.

Cately (1979) pH 1.5’dan 6.5’a kadar
Olctimler yapmistir. pH 1.5 ile 3.5 arasi en
diisiik pullulan sentezi olurken en yiiksek
biomasin pH 2.5°da elde edildigini
bulmuslardir [18, 15]. Maksimum pullulan
degerini ise pH 5.5°da elde etmislerdir [1].
Lee & Yoo (1993) en yiksek pullulan
tiretimini pH 6.0° da elde etmistir. Lacroix ve
digerleri (1985) sentetik ortamda
Aureobasidium pullulans 140B  ve
Aureobasidium pullulans 2552 susu ile
optimum baslangic pH degerinin 5.5
oldugunu bildirmislerdir. Ayrica
Aureobasidium pullulans’in asidik pH degeri
olan pH 2.0’de ¢ok iyi bir sekilde
gelisebildigini, ancak bu durumda pullulan
sentezleyemedigini belirtmislerdir [14].
Goksungur ve digerleri (2003) sentetik
ortamda Aureobasidium pullulans P56 ile
optimum baslangic pH degerinin 7.5
oldugunu bildirmislerdir. Cheng, Demirci &
Catchmark (2010) en yiksek pullulan
tretimini pH 5.0’ da elde etmistir [10,14,15].
Tim bu sonuglar goz Oniine alindiginda,
calkalamal kiiltiirde Aureobasidium
pullulans P56 ve Kluyveromyces marxianus
NRRL-Y-1165 suslarmin karisik kiiltiird ile
% 5 seker iceren sentetik ortamin
kullanilmasiyla (pH= 7.5) pullulan iretimi
konusunda  basarili  bir sonu¢ elde
edilebilecegi ortaya ¢ikmaktadir. Pullulan
iiretiminin arttirilmasi igin cesitli
parametreler  (liretimi  arttirict  besin
elementlerinin ilavesi, azot konsantrasyonu
vb.) lizerinde caligsmalar yapilmasi gerektigi
kanisina varilabilir.
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Grafik 3. Farkli pH degerlerinin polisakkarit ve pullulan Uretimine etkisi

3.4. Substrat Konsantrasyonunun
Polisakkarit ve Pullulan Uretimine
Etkisi

Aureobasidium pullulans P56 ve
Kluyveromyces marxianus NRRL-Y-1165
suglarmin kargik kiiltiirleri ile indlin iceren
ortamdan pullulan GOretiminde optimum
substrat konsantrasyon degerinin bulunmasi
icin calkalamali inkiibatérde 3giin, pH 7.5 ile
28°C sicaklikta 28 g/1, 49 g/l ve 68 g/l iniilin

iceren Dbaglangic degerlerinde denemeler
yapilmistir.
Artan substrat konsantrasyonunun pullulan

tiretimini inhibe edici etkisi vardir. Tabloda
goriildiigii gibi en iyi sonug % 5 seker igeren
ortamdan elde edilirken; seker
konsantrasyonu arttikca ( % 7°de) pullulan
tiretiminin engellendigi ortaya c¢ikmaktadir.
Yapilan deneylerin sonucu Tablo 2’de

verilmistir.

Tablo 2. Farkli substrat konsantrasyonlarinin
polisakkarit ve pullulan tretimine etkisi

Substrat
konsantrasyonu
Uretilen
polisakkarit
miktar1 (g/L)
Uretilen pullulan
miktar1 (g/L)

% 3 %5 %7

16.02 | 24.12 20.34

9.52 17.32 4.93

Schuster ve digerleri (1993) tarafindan
Aureobasidium  pullulans P56 susu ile
calkalamali inkiibatérde % 5 seker iceren
sentetik ortam kullanarak 0.19 g/I/h hacimsel
verimlilik degeri elde edilmistir [14, 15].

Goksungur ve arkadaglar1 (2003) tarafindan
Aureobasidium pullulans P56 susu ile % 3, %
5, % 7 seker igceren sentetik ortamlardan
tretilen pullulan miktarlar1  (¢alkalamali
inkiibator, 28°C, pH 7.5) ile
caligmada; maksimum pullulan tiretimi % 5

yapilan

seker iceren ortamda 5.giinde 16.7 g/l olarak
gerceklestigini  gormiiglerdir. % 3 seker
iceren ortamda iiretilen pullulan miktar1 ise
ortamdaki sekerin tamaminin tiiketilmesiyle
belli bir seviyede kaldigini ve 5.glinde 9.2 g/l
pullulan iiretildigini tespit etmislerdir. % 7
seker iceren ortamda Tretilen polisakkarit
miktarlar1  birbirine  yakin
gerceklesmesine  karsin, bu

iiretilen pullulan degerleri birbirinden ¢ok

seviyede
ortamlarda

farkli miktarlarda oldugunu bulmuslardir. Bu
durum belli bir seviyeye kadar substrat
konsantrasyonunun  artmasiyla  pullulan
tUretiminin arttigini, daha sonraki seviyelerde
ise substrat inhibasyonu nedeniyle pullulan
tiretimin azaldigini gostermektedir. Chul Shin
ve digerleri (1987) da benzer sekilde yiiksek
baglangig
pullulan iiretiminin
stirmiislerdir [1, 15].

sakkaroz  konsantrasyonlarinda

engellendigini  One
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Bazi fermentasyonlarda polisakkarit
konsatrasyonunun maksimuma ulastiktan
sonra azaldig1 goézlemlenmektedir. % 5 seker
iceren ortamda pullulan miktar1 5.glinde
maksimuma ulagmis ve 6.giinde azalmstir.
West ve Strohfus (1996) tarafindan
fermentasyonun son asamalarinda
mikroorganizma tarafindan endojen
glukoamilaz A enzimin salgilandigi 6ne
stirilmistir [14]. Bu enzim  (retilen
polisakkaritleri oldugu kadar pullulan1 da
parcalayabilme 6zelligine sahiptir.

Farkli substrat konsantrasyonlarinin pullulan
tretimi iizerindeki etkisi melasli ortam
kullanilarak incelendiginde, % 5 baslangg
seker konsantrasyonuna sahip ortam en iyi
sonucu vermistir [19, 20, 21]. Roukas (1998)
siilfiirik asit ile muamele edilmis melash
ortamda en iyi polisakkarit Uretiminin % 7
baslangi¢ substrat konsantrasyonu ile elde
edildigini ileri stirmustiir [22, 20].

4. SONUC

Sonug olarak, endustriyel bir polisakkarit
olan pullulan biyopolimeri, biyolojik olarak
parcalanabilen, yaga direngli, sicakliktan
etkilenmeyen, oksijen gecirmeyen, toksik
olmayan yap1 o6zellikleri gdstermesi ve suda
¢ozlnebilmesi nedeniyle yenilebilen filmlerin
tretiminde kullanilmak i¢in uygun bir
polisakkarittir. Ayrica, pullulan yenilebilen
filmlerin iiretiminin yan sira ilag, kozmetik
gibi pek cok sanayi alaninda
kullanilabilmektedir.  Giiniimiizde  bir¢ok
endiistriyel kullanim alanmi  bulmus olan
pullulanin, yapilan ¢aligmalarin 15181nda
kullanim alanlarmin gelecekte daha da
artacag agiktir.

Pullulan’in 6zelliklerini goéz Oniinde alarak
kullanim  alanlarint1  genigletmek  igin
arastirma yapilmahdir. Ayrica faydali ve
zararli yanlar1 belirlenerek, insan saglig
acisindan etkisi incelenebilir. Su zamana
kadar pullulan {iretimindeki tiim g¢aligmalar

funguslar {izerinde yapilmigtir. Bakteriler
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tarafindan pullulan sentezi yapilip

yapilmayacagl yeni bir arastirma konusu
olabilir.

Kaynaklar

[1] Seviour, R. J., Stasinopoulos, S. J., Auer, D. P.
F. and Gibbs, P. A., 1992. Production of pullulan
and other exopolysaccharides by filamentous
fungi. Critical Reviews in Biotechnology, 12 (3):
279-329.

[2] Auer, D. P. F., and Seviour, R. J., 1990.
Influence of varying nitrogen sources on
polysaccharide production by Aureobasidium
pullulans in batch culture. Applied Microbiology
and Biotecnology, 32: 637-644.

[3] Chi, Z. And Zhao, S., 2003. Optimization of
medium and cultivation conditions for pullulan
production by a new pullulan producing yeast.
Enzyme and Microbial Biotecnology, 33: 206-
211.

[4] Dagbagl S., Giiveng U., Goksungur Y., 2008.
Mikrobiyal bir polisakkarit: pullulan. Akademik
Gida, 6(3): 42-48.

[5] Chul Shin, Y., Kim, Y. H., Lee, H. S., Cho, S.
J. and Byun, S. M., 1989. Production of
exopolysaccharide pullulan from inulin by a
mixed culture of Aureobasidium pullulans and
Kluyveromyces fragilis. Biotechnology and
Bioengineering, 33: 129-133.

[6] Lacroix, C., LeDuy, A., Noel, G. and Choplin,
L., 1985. Effect of pH on the batch fermentation
of pullulan from sucrose medium. Biotechnology
and Bioengineerin, 27: 202-207.

[7] Israilides, C., Scanlon, B. Smith, A., Harding,
S. E. and Jumel, K., 1994. Characterization of
pullulans produced from agro-industrial wastes.
Carbohydrate Polymers, 25: 203-2009.

[8] Israilides, C., Smith, A., Harthill, J. E.,
Barnett, C., Bambalov, G., Scanlon, B., 1998..
Pullulan content of the ethanol precipitate from
fermented  agro-industrial ~ wastes.  Applied
Microbiology and Biotechnology, 49: 613-617.

[9] Youssef, F., Roukas, T. and Biliaderis, C. G.,
1999. Pullulan production by a non-pigmented
strain of Aureobasidium pullulans using batch and
fed-batch culture. Process Biochemistry, 34: 355-
366.

[10] Goksungur Y., Ucan A. & Guveng U., 2004.
Production of pullulan from beet molasses and
synthetic medium by Aureobasidium pullulans.
Turkish Journal of Biology, 28: 23-30.



Co-Culture Yontemi Ile Pullulan Eldesi

[11] Goksungur Y., Dagbagh S., Ugan A. &
Giveng U., 2005. Optimization of pullulan
production  from  synthetic medium by
Aureobasidium pullulans in a stirred tank reactor
by response surface methodology. Journal
Chemical Technology and Biotechnology, 80:
819-827.

[12] Leathers, T. D., Nofsinger, G. W., Kurtzman,
C. G. and Bothast, R. S., 1998. Pullulan
production by color varient strains of
Aureobasidium pullulans. Journal of Industrial
Microbiology, 3: 231-239.

[13]Miller, G. L., 1959. Use of DNS reagent for
determination of reducing sugar. Analytical
Chemistry, 31: 426-428.

[14] Shengyun, W., Chen, H., Jin, Z., Tong, Q.,
2010. Effect of two-stage temperature on pullulan
production by Aureobasidium pullulans. World
Journal Microbiology and Biotechnology, 26:
737-741.

[15] Urkat, Zz., 2007. Kalsiyum aljinatta
immobilize edilmis Aureobasidium pullulans P56
hiicreleri ile pullulan Gretiminin optimizasyonu.
Yiiksek Lisans Tezi, E.U. Fen Bilimleri Enstitiis
(yayinlanmamus).

[16] Ucan, A., 2003. Sentetik Ortam ve Melastan
Aureobasidium pullulans ile Pullulan Uretimi.
Yiiksek Lisans Tezi, E.U. Fen Bilimleri Enstitiisii
(yaymlanmamus).

Gelis Tarihi:11.03.2013

[17] Urkiit, Z., Dagbagh, S., Goksungur, Y.,
2007. Optimization of pullulan production using
caalginate-immobilized Aureobasidium pullulans
by response surface methodology. Journal of
Chemical Technology and Biotechnology, 82:
837-846.

[18] Catley, B. J., 1980. The extracellular
polysaccharide pullulan, produced by
Aureobasidium pullulans: A relationship between
elaboration rate and morphology. Journal of
General Microbiology, 120: 265-268.

[19] Roukas, T., 1998. Pretreatment of beet
molasses to increase pullulan production. Process
Biochemistry, 33(8): 805-810.

[20] Roukas, T., 1999 a. Pullulan production from
deproteinized whey by Aureobasidium pullulans.
Journal of Industrial Microbiology and
Biotechnology, 22: 617-621.

[21] Roukas, T., 1999 b. Pullulan production from
brewery wastes by Aureobasidium pullulans.
Worl Journal of Industrial Microbiology and
Biotechnology, 15: 447-450.

[22] Reed-Hammer, B. and West, T. P., 1994.
Effect of complex nitrogen sources on pullulan
production relative to carbon source. Microbios,
80: 83-90.

Kabul Tarihi:01.05.2013

29



30

C.B.U. Fen Bil. Dergisi (2012)21 -29, 2012 /Dilara ITIK, Ugur SIDAL



