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OZET

Zymomonas mobilis ile Melastan Levan Polimerinin Uretimi

Kirtel, Onur
Yiiksek Lisans Tezi, Gida Miihendisligi Boliimii
Tez Danigmani: Prof. Dr. Yekta Goksungur

2015, 62 sayfa

Levan, p(2—6) fruktofuranozidik baglar1 ile baglanmis fruktoz
birimlerinden olusan dogal bir homopolisakkarittir ve gida, biyomedikal, kimya
enddistrisi, tip, kozmetik gibi bircok alanda ¢ok genis kullanim potansiyeline
sahiptir. Bu c¢alismada ilk olarak Zymomonas mobilis subsp. mobilis NRRL B-
14023 ile farkli 6n islemlere tabi tutulmus seker pancart1 melasi igeren
fermentasyon ortamlarinda bakterinin levan iiretim performansi incelenmistir.
Melas ornekleri santrifiigal klarifikasyon, siilfiirik asit, potasyum ferrosiyaniir,
trikalsiyum fosfat ve aktif karbon 6n islemleriyle islenmis ve levan iiretimi i¢in en
uygun On islemin santrifiigal klarifikasyon oldugu bulunmustur. %25 sakkaroz
iceren santrifiigal klarifikasyon ile islenmis melasli fermentasyon ortamindan
17.13 g/L levan elde edilmistir. Melasli besiyerinde {iiretilen levanin analizi
sirasinda melastan gelen camursu bir yapmin analizlerde interferansa sebep
oldugu kesfedilmistir. Bu yapinin, seker iiretimi sirasinda Maillard reaksiyonlar1

sonucu olusan melanoidinlerden olustugu diisiiniilmektedir.

Bu calismalarin ardindan, sentetik ortamda kesikli ve siirekli fermentasyon

sistemlerinde serbest ve Ca-aljinatta immobilize edilmis hiicrelerle levan {iretimi
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incelenmistir. Siirekli sistemde levan iiretimi i¢in 740 ml iiretim hacmine sahip
karigtirmali tank tipi bir biyoreaktor imal edilmis ve kullanilmistir. Her iki
tiretimde de sicaklik 28°C ve baslangic pH degeri 5’tir. Kesikli sistemde serbest
hiicrelerle ulasilan levan konsantrasyonunun (21.16 g/L), immobilize hiicrelerle
ulasilan levan konsantrasyonundan (14.05 g/L) daha yiiksek oldugu bulunmustur.
Siirekli sistemde ise 0.12 h™' seyreltme hizinda serbest hiicrelerle 13.6 g/L;
immobilize hiicrelerle ise 18.4 g/L levan iiretildigi belirlenmistir. Maksimum
verimlilik degerlerine hem serbest hiicrelerle (2.058 g/L/h) hem de immobilize

hiicrelerle (3.465 g/L/h) 0.21 h™' seyreltme hizinda ulagilmustir.

Sentetik ortamdan elde edilen levan 6rneginin 1s1l 6zellikleri Fark Tarama
Kalorimetresi ile incelenmis ve ticari levan ile karsilastirilmistir. Yapilan analizler
sonucunda ticari levanin erime noktasinin 202,25 °C ve erime entalpisinin 199,90
J/g oldugu; sentetik ortamda iirettigimiz levanin ise erime noktasinin 190,80 °C

ve erime entalpisinin 81,58 J/g oldugu gozlenmistir.

Anahtar sozciikler: Levan, mikrobiyal polisakkarit, Zymomonas mobilis, melas,

immobilizasyon, karistirmali tank tipi biyoreaktor.
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ABSTRACT

Production of Levan Polymer from Molasses by Zymomonas mobilis

Kirtel, Onur

MSec. in Food Engineering

Supervisor: Prof. Dr. Yekta Goksungur

2015, 62 pages

Levan is a natural homopolysaccharide consisting of fructose units bound
by PB(2—6) fructofuranosydic bonds and it has a wide range of applications in
various industries such as food, biomedical, chemical, medical and cosmetics. In
this work, levan production performance of Zymomonas mobilis subsp. mobilis
NRRL B-14023 cells cultivated in fermentation medium containing beet molasses
pretreated with different methods was assessed at first. Beet molasses was
pretreated with methods such as centrifugal clarification, sulphuric acid,
potassium ferrocyanide, tricalcium phosphate and activated charcoal. Best
pretreatment method was determined as centrifugal clarification, resulting in
17.13 g/L levan with 25% initial sucrose concentration and an initial pH of 5.
During the analysis of levan produced in molasses medium, it was noticed that a
clay-like material originating from molasses was causing interference. It is
speculated that this material could be consisting of melanoidins, formed by

Maillard reactions during sugar production.

After that, levan production in synthetic medium by free and immobilized
cells trapped in Ca-alginate in batch and continous fermentation systems was

investigated. Fermentation temperature was 28 °C and initial pH was 5 for both
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systems. A stirred-tank bioreactor with a production volume of 740 ml was
manufactured and used for continous fermentation. In batch fermentation, free
cells showed a better performance in levan production than immobilized cells
(21.16 g/L and 14.05 g/L levan, respectively). In stirred-tank bioreactor, however,
levan produced by immobilized cells (18.4 g/L) exceeded levan concentration
reached by free cells (13.6 g/L) at 0.12 h™' dilution rate. Maximum productivity
values were observed at 0.21 h! dilution rate both for immobilized (3.465 g/L/h)
and free cells (2.058 g/L/h).

Thermal properties of levan produced in synthetic medium were
investigated by Differential Scanning Calorimetry and compared with commercial
levan. Melting point for commercial levan was found to be 202,25 °C and meliting
enthalpy was 199,90 J/g. Levan produced in synthetic medium had a melting point
of 190,80 °C and a melting enthalpy of 81,58 J/g.

Keywords: Levan, microbial polysaccharide, Zymomonas mobilis, molasses,

immobilization, stirred-tank bioreactor.
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1. GIRiS

Levan, B(2—6) fruktofuranozidik baglar ile birbirine baglanmis fruktoz
tinitelerinden olusan dogal bir homopolisakkarittir (Bekers et al., 2005). Bitkisel
ya da bakteriyel kokenli olabilen levan, levansukraz enziminin (EC 2.4.1.10)
transfruktozilasyon aktivitesi ile sakkarozdan sentezlenir (Crittenden and Doelle,
1994). Levan ve iniilin tipi fruktanlar, birgok ot ve tahilda temel depo
karbonhidrat1 olarak bulunurlar (Pollock and Cairns, 1991). Giiniimiizde, sahip
olduklar1 daha yiiksek molekiil agirliklar1 ve dallanma dereceleri pek ¢ok farkli
fonksiyonel 6zellik sagladigr icin bircok uygulamada mikrobiyal levanlar bitkisel
levanlara  tercih  edilmektedir. Levan  irettigi  gozlemlenmis  bazi
mikroorganizmalar Acetobacter xylinum (Ahmed et al., 2014; Srikanth et al.,
2015) Bacillus subtilis (natto) (Shih et al., 2005; Wu et al., 2013), Bacillus
methylotrophicus SK 21.002 (Zhang et al., 2014), Lactobacillus reuteri (Sims et
al., 2011), Halomonas smyrnensis AAD6 (Kazak Sarilmiser vd., 2015; Poli et al.,
2009), Pseudomonas fluoroscens (Freitas et al., 2009) ve Zymomonas mobilis

(Bekers et al., 2002; de Oliveira et al., 2007; Silbir vd., 2014) olarak siralanabilir.

Bu calismada kullanilan mikroorganizma Zymomonas mobilis subsp.
mobilis NRRL B-14023, Gram-negatif ve fakiiltatif anaerobik bir bakteridir.
Z.mobilis, levanin yani sira fruktooligosakkarit, sorbitol, glukonik asit ve etanol
gibi farkli metabolitler de iiretmektedir (Bekers et al., 2000; Doelle and
Greenfield 1985; Viikari, 1984). Glukoz, fruktoz, sakkaroz ve ksilozu Entner-
Doudoroff yol izi ile metabolize edebilen bu bakteri, disaridan aldigi karbon
kaynaklarimin %98’1 ile metabolit iiretirken sadece %?2’sini biyokiitle olusturmak

icin kullanir (de Graaf, 2000; Pentjuss et al., 2013; Sprenger, 1996).

Farkli fonksiyonel ozellikleri sayesinde levan gida, tip, biyomedikal,
kozmetik, kimya ve nanoteknoloji gibi pek ¢ok farkli endiistride kendine kullanim
alan1 bulmus bir biyopolimerdir. Kuru levan tozu kokusuzdur, higroskopik
degildir ve suda yavas ¢Oziiniir. Toksik ya da mutajenik bir etkisi

bulunmamaktadir. Gidalarda emiilgator ve stabilizator olarak kullanilabilmesinin



yani sira film olusturma 6zelligi sayesinde levandan yenebilir gida kaplamalar1 da
iiretilebilmektedir. Iki fazli PEG/levan siv1 sistemleri ile sigir serum albumini, at
kalp miyoglobini ve yumurta albumini gibi biyolojik molekiiller
saflagtirilmaktadir (Chung et al., 1997). Levan bazli yapistiricilar petrokimyasal
yapistiricilara kars1 ciddi bir alternatif olusturmaktadir. iki farkli levan bazl
yapistirict giiniimiizde Montana Biotech SE Inc. tarafindan iiretilmektedir. Levan;
antienflamatuar, anti-AIDS, antitimor ve kolesterol distiriicii 6zelliklere sahip
oldugu i¢in biyomedikal uygulamalarda kendine ¢ok genis bir kullanim alani
bulmustur. Ayrica anti-pithtilasma ve ilag kaplama ajani olarak da kullanilmaktadir

(Srikanth et al., 2015).

Biyoteknolojik proseslerde besiyeri maliyeti toplam maliyetin %30 ila
%50’sini olusturmaktadir. Bu sebeple biyoteknolojik iiretimlerde ucuz karbon
kaynaklarimin kullanimi endiistriyel anlamda biiyilk 6nem tagimaktadir. Bu
sebeple calismamizin bir kisminda fermentasyon ortaminda sakkaroz kaynagi
olarak seker pancar1 melast kullanilmistir. Melas, seker iiretiminin kristalizasyon
asamasinda teknolojik imkanlarla daha fazla seker kristalinin elde edilemeyecegi
noktada ¢ikan bir yan iirlindiir. Seker pancar1t melast %48-56 sakkaroz igerdigi ve
temini kolay bir yan iiriin oldugu i¢in biyoteknolojik iiretimlerde en ¢ok tercih
edilen karbon kaynaklarindan biridir. Ancak melasta mikrobiyal gelisimi inhibe
edebilecek diizeyde agir metal ve antimikrobiyal 6zellige sahip renk maddeleri
bulundugundan, fermentasyon oncesi melasin genellikle cesitli klarifikasyon

islemlerine tabi tutulmasi gerekir.

Immobilizasyon, canli hiicrelerin ya da aktif haldeki enzimlerin bir destek
maddesi icerisinde ya da iizerinde tutuklanmasi islemine verilen addir. immobilize
hiicrelerin biyoteknolojik iiretimlerde tekrar tekrar kullanilabilme, siirekli
sistemde hiicre kaybini 6nleme ve hiicre stabilitesini arttirma gibi avantajlari
mevcuttur. Calismamizin asamalarindan birinde Z.mobilis hiicreleri Ca-aljinat

boncuklarda immobilize edilerek levan iiretim performanslari degerlendirilmistir.

Bu calismanin ilk agsamasinda seker pancari melasina uygulanan farkl
klarifikasyon islemlerinin levan iiretimine etkisi incelenmistir. Ardindan sentetik

ortamda kesikli ve siirekli fermentasyon sistemlerinde serbest ve immobilize



hiicrelerin levan tiretim performanslar1 degerlendirilmistir. Son olarak, iiretilen
levan kismen saflagtirllmis ve Fark Tarama Kalorimetresi araciligiyla 1sil
Ozellikleri ticari levan ile karsilastirilmistir. Yapilan calismalarla Z.mobilis ile
levan iiretiminde ucuz bir karbon kaynagimin kullanilma olasiliklar1 arastirilmis,
ayrica laboratuvar Olceginde karistirmali tank tipi bir biyoreaktor ile siirekli
sistemde yiiksek verimlilikte levan {iretilebilecegi ve bu biyoreaktoriin 6lgek

bliylitme ¢alismalar i¢in ileriki ¢aligmalarda kullanilabilecegi gosterilmistir.



2. LITERATUR OZETI

2.1. Levanin Yapisi ve Ozellikleri

Levan, fruktozun dogal bir homopolimeridir. B(2—6) baglar1 ile birbirine
baglanmis fruktoz molekiillerinden olusan bir zincir seklindedir. Zincirin
dallanma noktalarin1 ise B(2—1) baglar1 olusturur. Zincirin basinda sakkaroz
molekiilinden gelen bir D-glukoz molekiilii bulunmaktadir (Srikanth, et al.,

2015). Sekil 2.1°de levanin molekiiler yapis1 goriilebilir.

B-(2,6) B-(2,6)
—CH, 0. O0-CH, ~0<_ O-FH, ~O<_ ©O-
Ho%H HOCH: HOCHZOH

OH OH || OH

—CH, 0 CB-@n

"O%CH oH

OH

Sekil 2.1 Levanin molekiiler yapisi. f(2—6) baglarindan olusan fruktan omurgasi ve

B(2—1) noktasinda olusan dallanma goriilmektedir (Srikanth et al., 2015).

Levan dogada bitkilerde ya da bakteriler tarafindan hiicre disina
sentezlenmis halde bulunabilir. Bitkisel levanlarin molekiil agirliklar1 genellikle
2000 ila 33,000 Da arasinda iken bakteriyel levanlarin molekiil agirliklar1 2 ila
100 milyon Da arasinda degismekte ve polisakkarit zinciri boyunca pek cok
noktada dallanma gostermektedirler (Bekers et al., 2002). Levanin molekiil
agirhigr ve dallanma derecesi hem levanmi iireten mikroorganizmaya hem de

fermentasyon sartlarina gore farklilik gostermektedir (Wu et al., 2013). Molekiil



agirhigr ve dallanma derecesindeki bu farkliliklar levanin fonksiyonel 6zellikleri

tizerinde biiyiik etkiye sahiptir.

Mikrobiyal levan ¢ogunlukla bakteriler tarafindan hiicre disina sentezlenmis
sekilde iretilir. Cizelge 2.1°de levan {ireten bazi mikroorganizmalar

goriilmektedir.

Cizelge 2.1 Levan iireten mikroorganizmalar (Srikanth et al,. 2015)

Mikroorganizma Karbon Kaynag

Aerobacter sp.

Acetobacter xylinum Sakkaroz

Arthrobacter ureafaciens Sakkaroz

Bacillus subtilis Sakkaroz

Bacillus subtilis (natto) Sakkaroz

Bacillus licheniformis Sakkaroz

Bacillus methylotrophicus Sakkaroz

Erwinia herbicola Sakkaroz

Geobacillus stearothermophilus Sakkaroz, fruktoz, glukoz, rafinoz, gliserol
Gluconacetobacter diazotrophicus Sakkaroz

Halomonas sp. Sakkaroz, seker pancar1 melasi, nisasta melasi
Lactobacillus reuteri Sakkaroz

Lactobacillus sanfranciscensis

Leuconostoc mesenteroides

Microbacterium laevaniformans Hurma surubu ve sakkaroz
Paenibacillus polymyxa Sakkaroz
Pseudomonas fluorescencs Sakkaroz
Saccharomyces cerevisiae Sakkaroz
Serratia levanicum Sakkaroz

Streptococcus salivarius
Streptococcus mutans
Xanthophyllomyces dendrorhous Sakkaroz

Zymomonas mobilis Sakkaroz, seker pancar1 melasi, kamis melast




Levan, levansukraz enziminin transfruktozilasyon aktivitesi ile sakkarozdan
sentezlenir. Levansukraz baslangigta periplazmda birikir ve burada son
konformasyonunu aldiktan sonra hiicre disina salgilanir. Bakterilerde genel
olarak iki farkli levansukraz sentez mekanizmasi mevcuttur. Bunlardan ilki,
Bacillus sp. gibi Gram-pozitif bakterilerde goriilen iki agamali sentezdir; protein
katlanmasinin ardindan sinyal peptiti enzimden kesilir. Dis ortamda bulunan
demir, kalsiyum iyonlar1 ya da pH degisimi gibi etkenler levansukrazin hiicre
disina salgilanmasi icin gereken sinyali tamamlar (Herndndez et al., 1999;
Vandamme et al., 2002). Z.mobilis, Erwinia amylovora, Rahnella aquatilis,
Pseudomonas syringae gibi Gram-negatif bakterilerde ise levansukraz sentezi bir

sinyal peptitinden bagimsiz bir yol izi ile ger¢eklesir (Ben Ammar et al., 2002).

Literatiirde levansukraz enziminin karakterizasyonu ile ilgili yapilmis pek
cok calisma mevcut olsa da Worldwide Protein Data Bank (PDB)’te ii¢ boyutlu
kristal yapist ¢ozilmiis yalnizca 16 adet levansukraz girdisi bulunmaktadir.
Bunlardan Gluconacetobacter diazotrophicus SRT4’e ait levansukrazin fic

boyutlu yapist Sekil 2.2°de goriilebilir (Martinez-Fleites et al., 2005).

Sekil 2.2 G.diazotrophicus SRT4 levansukrazinin ii¢ boyutlu dimerik kristal
yapist (PDB  id: 1WI18). Gosterim icin PyMOL yazilim
kullanilmistir (Martinez-Fleitez et al., 2005).



Levan, B(2—6) baglar1 sayesinde hem suda hem yagda c¢oziinebilir.
Amfifilik karaktere sahip olmasi, levanin sulu ¢ozeltilerinde nano boyutta
parcaciklar halinde bulunmasii saglar. Levan; metanol, etanol, izopropanol,
aseton, toluen, polietilen glikol, kerosen vb. bircok organik solventte ¢oziinmez
durumdadir. Bir¢ok polimerin aksine levan, suda sismez. Dallanmis yapisi levanin
kohezif kuvvetine katkida bulunurken icerdigi yliksek sayida hidroksil grubu
bircok farkli yiizey ile adhesif baglar olusturmasini saglar (Ullrich, 2009).
Levanin biyo-bozunur yapida olmasi ve yiliksek cekme ve kayma gerilimi
sayesinde levan bazli yapistiricilar petrokimyasal yapistiricilara karsi ciddi bir
alternatif olusturmus durumdadir (Barone and Medynets, 2007). Diger bir¢ok
yiiksek molekiil agirlikli molekiiliin aksine levan diisiik bir i¢ viskoziteye sahiptir.
Bu 6zelligi sayesinde levan, kapsiil yapimi ve kaplanmasi gibi bircok farmasotik

uygulamada yer almaktadir.

Levan toksik degildir. Kokusuzdur. Istya olduk¢a dayaniklidir. Oda
sicakliginda sivi kiiltiir icerisinde 120 saat boyunca bozunmadan kaldigi
gbzlenmistir. Yiiksek sicakliklarda ise bozunma derecesi pH ile ters orantilidir;
yani asit hidrolizi levan i¢in temel bozunma faktoriidiir (Bekers et al., 2005).
Mayalar tarafindan sentezlenen invertazlar ya da amilazlar levani hidrolize

edemezler.

Gida endiistrisinde kullanilan levanlar genellikle Streptococcus salivarius,
Streptococcus mutans, Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F, Lactobacillus
reuteri LB121 gibi laktik asit bakterileri tarafindan iiretilmektedir (Srikanth et al.,
2015). Gidalarda emiilgatdr, stabilizator ve kivam arttiricr olarak kullanilmasinin
yani1 sira kolesterol diisiiriicli etki de gostermektedir. Asit hidrolizi sonucu kiigiik
fruktooligosakkaritler agiga ¢ikardigi ve endojen Bifidobacteria’nin ¢ogalmasini
tesvik ederek kolonik mikrobiotayr diizenledigi icin levan prebiyotik etki
gostermektedir (Huang et al., 2013). Normalde nétr bir tada sahip olan levanin
enzimatik ve kimyasal hidrolitik trilinleri gida endiistrisinde tatlandiric1 ya da

diyet lifi olarak kullanilma potansiyeline sahiptir.

Fruktofuranozil birimleri arasindaki ¢apraz baglar degistirilerek elde edilen

levan tiirevleri, birgok biyomedikal uygulamada kullanilmaktadir. Deri dokusuna



uygulanan levanin dokuda interferon iiretimini arttirarak anti-enflamatuvar etki
gosterdigi gdzlenmistir. irite olmus cilde uygulanan levanin ayrica yumusatici etki
gosterdigi de goriilmistiir. Hiicre yenileme 6zelliklerinin yani sira levanin
enfeksiyon ve nekrozu onleme yetenegi de vardir (Rairakhwada et al., 2007).
Tiimorlt hiicrelerin hiicre zar1 gegirgenliklerini arttirip sitotoksik ajanlara karsi
daha duyarli hale gelmelerini saglayarak tiimér inhibisyonu saglar.
Microbacterium levaninin antikanser Ozelliginin dallanma derecesi ile birlikte
arttig1 goriilmistiir. Levanin diizenli tiiketimi diski pH’sin1 diisiirmekte, beta
glukoronidaz aktivitesini yiikseltmekte, bagirsaktaki Bifidobacteria sayisini
arttirtp kisa zincirli yag asitlerinin olusumunu desteklemektedir. Dolayisiyla
kolonda laktik asit bakterilerinin gelisimini desteklemekte ve kolonu
karsinojenlerden korumaktadir (Basit and Ibekwe, 2007). Makrofajlar ile B ve T-
hiicreleri iizerinde immiin-diizenleyici etki gosteren levan, bazi timor hiicrelerini
de oldiirmektedir (Robertson et al., 1977; Mathé et al., 1969). Z.mobilis kaynakli
levan, kozmetik endiistrisinde cilt nemlendirme ozelligi  sebebiyle

kullanilmaktadir.

Farmasotik endiistrisinde levan emiilgator ve enkapsiile edici ajan olarak
kullanilmaktadir. Ayrica ilag tabletlerinde ve kaplamalarinda renk ve tat
diizenleyici etkileri sebebiyle tercih edilmektedir. Diyabetli si¢anlarda igme
suyuna eklenen levanin plazmada glukoz seviyesini kayda deger derecede
disiirdiigi ve glikojen seviyesini yiikselttigi goriilmiistiir (Dahech et al., 2011).
Levan uygulamasinin ayn1 zamanda karaciger, bobrek, pankreas ve kalpte
stiperoksit dismutaz ve Kkatalaz aktivitelerini ylikselttigine dair c¢aligmalar
mevcuttur. Levan diyet ile uygulanmasi sonucunda plazmada antioksidan enzim
aktiviteleri yiikselmekte ve toplam kolesterol, trigliserit ve LDL-kolesterol
seviyeleri diismektedir (Belghith et al., 2012). Asetillenmis, fosforlanmis ya da
bezillenmis levan tlirevleri daha yiiksek indirgen aktivite gostermekte ve siiper

oksit ve hidroksil radikallerini daha etkili tutmaktadir (Liu et al., 2012).



2.2. Zymomonas mobilis

Bu c¢alismada kullanilan mikroorganizma olan Zymomonas mobilis subsp.
mobilis NRRL B-14023, fakiiltatif anaerobik, Gram-negatif ve ¢ubuk seklinde bir
bakteridir (Sekil 2.3). Sakkaroz iceren besiyerlerinde oncelikli olarak levan iiretse
de, bu bakteri Entner-Doudoroff metabolik yol izini kullandigindan glukoz veya
fruktozdan etanol de iiretmektedir. Tiikettigi 1 mol glukoz karsiliginda sadece 1
mol ATP elde etse de ¢ok yiiksek glikoliz hizi sayesinde 0.25 h™' kadar yiiksek
bliylime hizlarina ulagabilmektedir. Mikroaerobik kosullarda da biiyliyebiliyor
olmasi, aerobik Gluconobacter ve Acetobacter ile olan akrabalifina isaret

etmektedir.

Bu bakteri ilk olarak agav gibi sekerce =zengin bitki saplarinin
fermentasyonu sirasinda kesfedilmistir. Glukoz varliginda teorik verim degerinin
%97-98°1 kadar ytiksek verimlerde etanol liretmekte ve ¢ok diisiikk miktarlarda yan
irtin olusturmaktadir. Mayalara kiyasla etanol verimliligi 3-5 kat daha yiiksektir;
seker toleransi 400 g/L’ye, etanol direnci ise %12-13’e kadar ¢ikmaktadir. Ancak
substrat spektrumu glukoz, fruktoz ve sakkaroz ile kisithdir. Gilinlimiizde
lignoseliilozik materyalden etanol iiretimini arttirmak i¢in ksilozu metabolize
edebilen Z.mobilis suslar1 gelistirilmistir. Ksilozdan teorik etanol veriminin
%86’s1 kadar etanol iiretebilen suslar mevcuttur. Bakterinin glukoz ve fruktozu
metabolize etme yolu neredeyse birbirinin aynisi olsa da, fruktoz varliginda
bakterinin biiylimesi yavaslamakta, biyokiitle miktar1 azalmakta ve etanol verimi
teorik degerin %90’ 1na diismektedir. Bunun sebebinin fruktoz varliginda olusan

gliserol ve dihidroksi aseton gibi yan triinler oldugu diistiniilmektedir.

Z.mobilis, ¢ok yiiksek bir glikoliz hizina sahiptir. 900 pmol min™' (g kuru
agirlik)”! kadar yiiksek glukoz alim hizlarina ulastigi gozlenmistir. Ancak glikoliz
hizi, glukozun hiicre i¢ine alim hizindan diisiik oldugundan hiicre i¢inde glukoz
birikmektedir. Ayrica sakkaroz hidroliz hiz1 da glikoliz hizin1 ge¢mektedir.
Biriken glukoz, levansukraz enzimi iizerinde inhibe edici etki gosterdiginden
nispeten daha diisiik sakkaroz hidroliz hizinda levan iiretimi daha yiiksek
olmaktadir. Sakkaroz hidroliz hizi fermentasyon sicakligina, sakkaroz

konsantrasyonuna ve pH’ya baglidir. Z.mobilis’in %46 (w/v)’ya ulasan baslangi¢
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sakkaroz konsantrasyonlarinda gelisip aktif sekilde fermentasyona devam
edebildigi bilinmektedir. Baglangi¢ sakkaroz konsantrasyonunun yiikseltilmesi
fermentasyon siiresini arttirmasina ragmen toplam biyokiitle miktarinda 6nemli

bir degisim gozlenmez (Bekers et al., 2000; Doelle and Greenfield, 1985).

Sekil 2.3 Zymomonas mobilis 'in taramal1 elektron mikroskobu goriintiileri

(Anonymous,2012a; Anonymous 2012b).

2.3 Seker Pancar1 Melasi

Melas, seker iiretiminin kristalizasyon asamasinda agiga c¢ikan bir yan
iriindiir. Kolay temin edilmesi, ucuz olmasi ve yiiksek konsantrasyonda (%48-56)
sakkaroz icermesi sebebiyle biyoteknolojik tiretimler i¢in popiiler bir ucuz karbon
kaynagidir. Seker pancart melasinin yiliksek sakkaroz konsantrasyonuna kargilik
diisiik indirgen seker igerigine (%]1’in altinda) sahip olmasi, Z.mobilis ile levan
iiretimi i¢in uygun bir besiyeri olabilecegine isaret etmektedir. Su ve sakkarozun
yani sira melasta proteinler, vitaminler, amino asitler, organik asitler ve demir,
cinko, bakir, manganaz, magnezyum, kalsiyum gibi metaller de bulunmaktadir
(Roukas, 1998). Melasa koyu kirmizimsi kahve rengini veren bilesenler ise
polifenoller, melanoidinler, heksozlarin alkali bozunma iirlinleri ve karameller
olarak siralanabilir (Arimi et al., 2014). Hem agir metaller hem de renk
bilesenlerinden bazilar1 fermentasyon sirasinda mikrobiyal gelisimi inhibe
etmekte, ortam pH’sii etkilemekte ve bazi enzimleri inaktive etmektedir. Bu

sebeplerle melasin biyoteknolojik tiretimlerde kullanilmadan 6nce genellikle bazi
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kimyasal on iglemlerden gegirilerek igerisindeki agir metallerin ve renk
bilesenlerinin uzaklastirilmas1t amaglanir. Melasa uygulanan kimyasal ©6n
islemlerden en c¢ok kullanilanlar siilfiirik asit uygulamasi, trikalsiyum fosfat
uygulamasi, potasyum ferrosiyanit uygulamasi ve aktif karbon uygulamasi olarak

siralanabilir (Kiigiikasik vd., 2011; Roukas, 1998).

Paenibacillus polymyxa NRRL-18475 ile melastan levan iiretiminin
incelendigi bir ¢alismada (Han and Watson, 1992) 6n islemden gecirilmemis
pancar melasindan fermentasyon sonunda 3.6 g/L levan elde edilmisken jel
filtrasyon kolonlarindan gecirilen pancar melasindan 36.0-38.0 g/L levan
tretilmistir. Ayrica jel filtrasyon kolonlarindan gegirilmis melastan iiretilen
levan, islenmemis melastan elde edilen levanin aksine tipik beyaz, diizgiin,

yapigkan yapiy1 géstermistir.

Aureobasidium pullulans P56 ile pancar melasindan ve sentetik
besiyerinden pullulan iiretilen bir ¢alismada ise (Goksungur vd., 2004) sentetik
besiyerinden 21.6 g/L pullulan elde edilirken siilfiirik asit ve aktif karbon ile

islenmis melastan 35.0 g/L pullulan iiretilmistir.

Halomonas smyrnensis AAD6’nin pancar melasindan levan iiretimini
inceleyen bir calismada (Kiiciikasik vd., 2011) ise bakterinin 30 g/L. baslangi¢
seker konsantrasyonuna sahip melaslardan sadece santrifiigal klarifikasyon ve pH
ayarlamasi yapilanlarda 3.49 g/L; sirasiyla trikalsiyum fosfat-siilfiirik asit-aktif

karbon ile 6n isleme tabi tutulan melasta ise 7,56 g/L levan iirettigi goriilmiistiir.

Diinya genelinde biyoteknolojik iiretimlerde seker pancart melasinin yani
sira seker kamist melasi da siklikla kullanilmaktadir. Ancak seker pancari
melasinin kimyasal bilesimi, seker kamisi melasininkinden oldukga farklidir
(Cizelge 2.2). Bu farkliliklarin en Onemlisi, pancar melasinin indirgen seker
(fruktoz ve glukoz) icerigi %1’in altinda iken seker kamist melasinda %12-35
oraninda indirgen seker goriilmesidir. Pancar melasindaki a-amino asit miktari,
seker kamis1 melasininkinin yaklasik sekiz katidir. Pancar melasindaki amino
asitler hem pancar hiicrelerinin igeriginden hem de sekerin saflastirilmasi

sirasinda uygulanan alkali hidroliz asamasinda proteinlerin bozunmasindan
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gelmektedir. Seker kamisi melasinda sitrik asit ve pr-malik asit miktarlar1 pancar
melasinin 10 katindan fazla iken pr-laktik asit miktar1 pancar melasinda yaklagik
4 kat daha fazladir. Pancar melasinda ayn1 zamanda seker kamisi melasindan %40
daha fazla asetik asite rastlanmistir. Na miktar1 pancar melasinda yaklasik 10 kat
daha fazla iken Ca, Mg ve P miktarlar1 seker kamisi melasina gore ¢ok daha

disuktiir (Nakata et al., 2014).

Calismalarimizda kullanilan seker pancar1 melasi, Pakmaya A.S. Kemalpasa

fabrikasindan temin edilmistir.

2.4. Immobilizasyon

Immobilizasyon, biyoteknolojik bir {iretim yapmak amaciyla canli hiicre
veya aktif enzimlerin bir destek maddesinin i¢inde ya da iizerinde tutuklanmasi
islemidir. Immobilize edilen hiicre ya da enzim, fermentasyon ortamindan
fiziksel olarak ayrilmakta ancak ortamla aralarinda substrat ve {iriin aligverisi

devam etmektedir.

Immobilize hiicreler tekrar tekrar kullanilabilir, aktiviteleri stabile edilmis
olur, siirekli fermentasyon sistemleri i¢cin uygundur, yiiksek hacimsel verimlilik

saglarlar ve fermentasyon ortamindan kolaylikla ayrilabilirler.

Immobilizasyon teknikleri genel olarak adsorpsiyon, kovalent baglama ve

polimerik bir dayanak maddesine hapsetme olarak tige ayrilabilir.

Adosrpsiyon yonteminde enzimler, kati-sivi ara yiizeyinde Van der Waals
kuvvetleri, iyonik baglar ya da hidrofobik etkilesimlerle tutunurlar. Teknik agidan
oldukca basit olsa da bu yontemde enzim ya da hiicrelerin yiizeye zayif sekilde
tutunmas1 ve birim destek maddesi basina az miktarda enzim ya da hiicrenin

adsorbe edilebilmesi gibi dezavantajlar1 vardir.

Kovalent baglama yonteminde ise kimyasal bir baglanma séz konusudur,

bunun i¢in destek materyali farkli yontemlerle aktive edilir. Ancak bu teknikle
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enzim immobilizasyonu olduk¢a zordur ve enzim aktivitesinde ciddi kayiplar

goriilebilir.

Cizelge 2.2 50 g/L toplam seker icerecek sekilde seyreltilmis pancar melasi ve seker kamisi

melasinin karsilastirmali kimyasal bilesimleri (Nakata et al., 2014).

Pancar melasi Seker kamisi melasi
Seker (g/L) Fruktoz 0 12
Glukoz 0 9
Sakkaroz 50 29
Toplam 50 50
Amino asit (mg/L)
o-Amino asit Alanin 195 25
Arjinin 13 0
Asparajin + aspartik asit 310 122
Sistein 0 0
Glutamin + glutamik asit 327 5
Glisin 68 2
Histidin 0 0
Izolésin 209 13
Losin 181 6
Lisin 98 29
Metiyonin 0 0
Fenilalanin 47 1
Prolin 0 0
Serin 104 7
Treonin 49 8
Triptofan 0 0
Tirozin 176 7
Valin 140 24
Toplam 1916 248
Diger amino asitler y-Aminobiitirik asit (GABA) 259 7
Betain 3717 0
Piroglutamik asit (PCA) 1354 166
Toplam 5329 173
Organik asit (mg/L)  Asetik asit 574 411
Sitrik asit 49 660
DL-Laktik asit 2904 729
DL-Malik asit 144 1781
Toplam 3944 3832
Mineral (mg/L) Ca 4 458
K 2303 2033
Mg 3 159
Na 811 81
P 10 57

Toplam 3131 2788
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Polimerik dayanak maddesinde hapsetme yonteminde hiicreler jel yapisinda
bir polimer matriksinin i¢cinde hapsedilir. Bu amagcla en ¢ok kullanilan polimerler
kalsiyum aljinat, k-karragenan ve agardir. Bu polimerler kolay hazirlanabildikleri,
toksik olmadiklar1 ve kolay kullanilabildikleri i¢in tercih edilmektedir.
Immobilizasyon, enzim ya da hiicrenin bir monomer ¢ézeltisiyle karistirildiktan
sonra kimyasal bir reaksiyon ya da sicaklik degisimiyle polimerizasyonuna, bir
membranin ardinda tutuklanmasina ya da daha 6nce hazirlanmis bir polimerin
jellesmesi ile gerceklesir. Ca-aljinatta immobilizasyon islemi, hiicre slispansiyonu
ile karigtirtlmis sodyum aljinatin kalsiyum klorlir ¢6zeltisine damla damla

eklenmesi ile kisa bir siirede kolayca gerceklestirilmektedir.

Immobilize Zmobilis hiicrelerinin kesikli sistemde levan ve etanol iiretim
performanslarinin incelendigi bir caligmada (Bekers et al., 2001), hiicreler
paslanmaz ¢elik tellerden olusan kiirelere, Al,O; graniillerine ve Ca-aljinat
boncuklara immobilize edilmistir. Z.mobilis hiicrelerinin hiicre zarlarinin negatif
yiiklii olmas1 sayesinde pozitif yiiklii Al,O3 graniillerinindeki deliklere ve porlara
etkili sekilde tutunabildikleri ve birka¢ fermentasyon dongiisiinden sonra
graniillerin levan ile kaplandig1 goézlenmistir. Birka¢ fermentasyon dongiisiiniin
ardindan Ca-aljinat boncuklarin dagilmaya basladigi gozlense de en yiiksek
ortalama levan konsantrasyonuna (13.6 g/L) Ca-aljinat boncuklarla yapilan
iiretimde ulasilmistir. Bu ¢alismada serbest hiicrelerin hem etanol hem de levan
iretimi konusunda daha etkili olduklar1 bildirilmis olsa da, siirekli sistemde
immobilize hiicrelerle yapacagimiz liretimde serbest hiicrelere gére daha yiiksek

levan konsantrasyonlarina ulasilabilecegi diistiniilmektedir.

Dolgulu kolon biyoreaktérde Ca-aljinatta immobilize edilmis Z.mobilis
hiicreleri ile levan iiretilen bir ¢alismada ise (Silbir vd., 2014) 0.14 h! seyreltme
hizinda 31.8 g/L levan tiretilmistir. Maksimum hacimsel verimlilik degeri olan
6.556 g/(L h)’e ise 0.22 h' seyreltme hizinda ulasilmistir. Bu calismada da
fermentasyonun sonlarma dogru Ca-aljinat boncuklarin 6nemli kisminin

parcalandig bildirilmistir.

Ca-aljinatta immobilize edilmis Z.mobilis hiicreleri ile levan iiretiminin

incelendigi baska bir arastirmada da (Santos et al., 2014) pH 5 degerinde %35
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sakkaroz iceren besiyerinde 48 saatte 22.39 g/L levan konsantrasyonuna erigildigi
gozlenmistir. Bu calismada ayni zamanda fermentasyon siiresince Ca-aljinat
boncuklardaki hiicre miktarmm 10’ kob/ml’den 10’ kob/ml’ye ¢ikmasi,
Z.mobilis’in Ca-aljinatta etkili bir sekilde tutulup c¢ogalabildigine isaret

etmektedir.

Aljinat/polivinil alkol (PVA) boncuklarda immobilize edilen Z.mobilis
hiicrelerinden levan tretimi ile alakali bir makalede (Lorenzetti et al., 2015) %30
baslangi¢c sakkaroz konsantrasyonunda ve pH 7.0’de 18.66 g/L levan degerine
ulasildig1 ve verimlilik degerinin 1.55 g/L/h oldugu bildirilmistir.

2.5 Levan Uretimi

Z.mobilis, ticari boyutlarda levan iiretimi i¢in ¢ok Onemli bir
mikroorganizma olarak goriilmektedir. Literatiirde bu mikroorganizma ile levan
iiretimine dair birgok calisma mevcuttur. Z.mobilis levanin yani sira etanol,
sorbitol, fruktooligosakkarit, glukonik asit gibi baska bir¢ok metabolit de
trettiginden ortam sartlarinin levan iiretimi i¢in optimize edilmesi Onem

tagimaktadir.

Viikari (1984), 150 g/L baslangi¢ sakkaroz konsantrasyonuna sahip sentetik
besiyerinde Z.mobilis ile 22 saatte 14.4 g/L levan tretildigini gézlemlemistir.
Ayrica yapilan HPLC analizi ile bu bakterinin ayn1 zamanda sorbitol tirettigi de
gbzlenmistir. Maksimum sorbitol konsantrasyonuna (17 g/L) en yiiksek etanol
konsantrasyonunun gozlendigi noktada rastlanmistir. Bu arastirmada, iiretilen
levanin biiyiik kisminin ¢oktiiriilemez nitelikte oldugu belirtilmistir. Daha sonra
yapilan  aragtirmalar, bahsi gecen ¢Oktliriilemeyen levanin  aslinda

fruktooligosakkaritler olabilecegini gostermektedir.

Crittenden ve Doelle (1994), Z.mobilis ATCC 39676 kaynakli ekstraseliiler
levansukraz enzimini incelemistir. Yapilan arastirmalar sonucunda enzimin
sakkaroz hidrolizi, levan olusumu ve oligosakkarit iiretimi olmak {izere ii¢ farkl

islevi oldugu anlasilmistir. Enzimin molekiil agirligi 98 kDa, optimum aktivite
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gosterdigi pH ise 5.5 olarak belirlenmistir. Enzim aktivitesinin glukoz tarafindan
inhibe edildigi; ancak fruktoz, etanol, sorbitol, NaCl, TRIS ya da EDTA’nin
inhibisyon etkisi gostermedigi gorlilmiistiir. Levansukraz enziminin levan
olusturma aktivitesini 35°C sicakliga ulasildiginda geri doniissiiz olarak kaybettigi

de gozlenmistir.

Muro et al. (2000), yiiksek levan iiretme kapasitesine sahip mutant Z.mobilis
suslarin1 N-metil-N-nitro-nitrozoguanidin ve kafein mutasyonlar1 ile se¢mis ve en
cok levan fiireten (41 g/L) susun Z.mobilis HL 29 oldugunu bulmustur. Levan
tiretimi 200 g/L sakkaroz ve 0.5 g/l (NH4),SO, iceren ortamda 7°C’de 29 giin

boyunca depolanan kiiltiirlerde gerceklesmistir.

Bekers et al. (2001); paslanmaz celik tel kiirelerde, Al,O3 graniillerinde ve
Ca-aljinat boncuklarda immobilize edilmis Z.mobilis 113S ile 100 g/L baslangi¢
sakkaroz konsantrasyonunda fermentasyonunu incelemistir. Uretim ortami 48
saatte bir tazelenerek immobilize hiicrelerin performanst gozlenmistir. Bakterinin
Al,O; graniillerine etkin bir sekilde tutundugu ve birka¢ fermentasyon
dongiistinden sonra graniillerin kismen levan ile kaplandigi; ancak Ca-aljinat
boncuklarin bir siire sonra dagilmaya basladig1 goriilmiistiir. Tim immobilizasyon
yontemlerinde birka¢ fermentasyon dongiisiinden sonra ortamdaki serbest hiicre
miktarinin immobilize hiicre miktariin ¢ok iizerine c¢iktign goriilmiistiir. Ug
immobilizasyon yonteminde de ikinci ve ligiincii fermentasyon dongiilerinden
sonra maksimum etanol ve levan konsantrasyonlar1 yakin bulunmustur (%2.3 -
9%?2.7 etanol ve %1.3 - %1.5 levan). Bu calisma ile paslanmaz celik tel kiirelerde
ve Al,O; graniillerinde immobilize edilmis Z.mobilis bakterilerinin inokulum
olusturma amaciyla basartyla kullanilabilecegi; ancak serbest hiicrelerin levan ve

etanol iiretiminde daha etkin olduklar1 sonucuna ulasilmstir.

Borsari et al. (2006), Z.mobilis CP4 ile kesikli ve kesikli-beslemeli levan
iretiminde karbon kaynaklarmin etkisini Cevap Yiizey Yontemi ile incelemistir.
Hiicreler 25°C sicaklikta 20 saat siireyle farkli seker kamist suyu ve sakkaroz
konsantrasyonlarinda gelistirilmistir. Maksimum levan konsantrasyonuna (40.14
g/L) kesikli sistemde 150 g/L baslangi¢ sakkaroz konsantrasyonunda ulasildigi

belirtilmistir. Ortama seker kamist suyunun eklenmesi levan iiretimi iizerine
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istatistiksel olarak onemli bir katki saglamamis; ancak biyokiitle, sorbitol ve

etanol tiretimini yiikseltmistir.

de Oliveira et al. (2007), Zmobilis ATCC 31821 ile ucuz karbon
kaynaklarindan levan {iretim potansiyelini arastirmiglardir. Bunun igin
mikroorganizmanin ticari sakkaroz, melas ve seker kamisi surubunda levan tiretim
performanslarini incelemislerdir. Yapilan incelemeler sonucunda hepsi %25
sakkaroz iceren ticari sakkarozlu besiyerinden 21.685 g/L, melastan 2.533 g/L,
seker kamis1 surubundan ise 15.456 g/L levan iiretildigi gdzlenmistir. Istatistiksel
analizler sonucunda ticari sakkaroz igeren besiyerinde maya ekstraktt ve
KH,PO,’1n; seker kamisi surubunda yapilan iiretimde ise maya ekstrakti ve

MgSOy’1n levan iiretiminde dnemli derecede etkili oldugu goriilmiistiir.

Melo et al. (2007), Z.mobilis ZAG-12 ile levan iiretimini optimize etmek
i¢in sicakligin, karigtirma hizinin, baslangi¢ sakkaroz ve baslangi¢c maya ekstrakti
konsantrasyonlarinin etkilerini incelemislerdir. Yapilan arastirma sonucunda son
levan konsantrasyonunun sicaklik, karistirma hizi ve sakkaroz konsantrasyonuna
bagli oldugunu; ancak maya ekstrakti konsantrasyonunun son levan
konsantrasyonu tiizerinde etkisi olmadigli sonucuna varilmistir. Ancak etanol ve
biyokiitle miktar1 goéz Oniline alindiginda maya ekstrakti konsantrasyonunun
onemli bir degisken oldugu goriilmiistiir. Levan iiretimi i¢in en iyi kosullarin 100
rpm karistirma hizi, 20°C sicaklik ve 250 g/L baslangic sakkaroz konsantrasyonu
oldugu sonucuna varilmistir. Ulagilan maksimum levan konsantrasyonu 14.67

g/Ldir.

Ananthalakshmy ve Gunasekaran (2011), Z.mobilis B-4286 ile levan
tiretimini incelemis ve 250 g/L sakkaroz igeren besiyerinde maksimum levan
konsantrasyonuna (15.5 g/L) 20 saat sonunda ulagmistir. 150 g/L sakkaroz iceren
besiyerinde ulagilan maksimum levan konsantrasyonu 12.6 g/L olarak bildirilmis;
ancak 150 g/L’nin lizerindeki sakkaroz konsantrasyonlarinda biyokiitle miktarinin
daha fazla artmadig1 gozlenmistir. Ayni calismada levan {iretimi i¢in optimum pH
degerinin 5 oldugu bulunmustur. pH 4’te levan iiretimi gézlenmemis, pH 7’de ise
ulagilan maksimum levan konsantrasyonu 6.8 g/L’ye diismiistiir. Ayrica bu

arastirmada belirgin bir biyokiitle artisinin goriilmedigi kosullarda bile sakkaroz
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hidrolizi ve levan olusumunun gerceklestigi gozlenmistir. 35°C ve 40 °C
arasindaki sicakliklarda levan {iretiminin goriilmedigi, ortamda bulunan glukozun

levan iiretimini ciddi sekilde sekilde azalttig1 (2.8 g/L levan) anlagilmistir.

Jathore et al. (2012), Pseudomonas fluorescens ile levan iiretimi icin
fermentasyon ortami bilesenlerinin optimizasyonunu yapmistir. Optimize edilmis
ortamin bilesimi 60 g/L sakkaroz, 1.5 g/L amonyum kloriir, 2.0 g/L sodyum nitrat
ve 15.0 g/L kazein pepton icermektedir. Optimal ortamin kullanimi ile levan
dretimi 5.27 g/L’den 15.42 g/L’ye cikarilmistir. Ayrica bakterinin {rettigi

polisakkaritin levan oldugu FT-IR ve NMR analizleri ile dogrulanmistir.

Wu et al. (2013), Bacillus subtilis natto ile kesikli ve kesikli-beslemeli
sistemlerde levan iiretimine ve iretilen levanin molekiil agirligina etki eden
faktorler lizerine ¢alismislardir. En etkili ve yiiksek verimde levan iiretimi (24
saatte 61 g/LL levan; 3.4 g/L/h verimlilik) 250 g/l baslangic sakkaroz
konsantrasyonu, pH 7.0, 37 °C sicaklik ve 175 rpm karistirma hizinda
gerceklesmistir. Buna ek olarak sakkarozun ortama vurgulu besleme (pulsed
feeding) seklinde verilmesi, son levan konsantrasyonunu 100 g/L’ye ¢ikarmuistir.
Uretilen levanin molekiil agirhiginm iiretim kosullartyla dnemli 6lgiide baglantili
oldugu; en ¢ok da baslangig sakkaroz konsantrasyonundan etkilendigi

gorilmiistiir.

Huang et al. (2013), bir tuzlu su balik havuzundan izole ettikleri Bacillus
licheniformis FRI MY-55 ile levan iiretimine farkli faktorlerin etkisini incelemis
ve %50 sakkaroz iceren besiyerinde 7.0 baslangic pH degerinde 145.94 g/L. kadar
yiksek bir levan konsantrasyonuna ulasildigint bildirmistir. Levan iiretim
verimliligi 3.92 g/L/h olarak belirtilmistir. Uretilen levanin molekiil agirlig1 artan
sicaklik ve sakkaroz konsantrasyonuyla azalmistir (13.45 kDa’dan 2.96 kDa’ya).
Ayrica bu levanin prebiyotik etkiye sahip oldugu gdsterilmistir.

Silbir vd. (2014), Z.mobilis subsp. mobilis NRRL B-14023 ile kesikli ve
siirekli sistemlerde levan iiretimini incelemistir. Oncelikle maya ekstrakti, misir
1slatma suyu, pepton, tripton, malt ¢imi ve tire gibi farkli azot kaynaklarinin levan

iretimine etkisi incelenmis ve en uygun azot kaynaginin maya ekstrakti oldugu
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goriilmiistiir. Ardindan kesikli sistemde levan iiretimini optimize etmek igin
Cevap Yiizey Yontemi (Response Surface Methodology) kullanilmis ve
maksimum levan konsantrasyonu olan 40.2 g/L levana 299.1 g/L baslangig
sakkaroz konsantrasyonu, 42.3 saat inkiibasyon siiresi ve baslangic pH degeri 6.0
ile ulasildig1 bildirilmistir. Son olarak dolgulu kolon tipi biyoreaktdrde Ca-
aljinatta immobilize edilmis hiicrelerle levan iiretimi gerceklestirilmis ve 0.14 h™!
seyreltme hizinda 31.8 g/L maksimum levan konsantrasyonuna; 0.22 h™ seyreltme

hizinda ise 6.556 g/(L h) maksimum hacimsel verimlilige ulagilmistir.

Kazak Sarilmiser vd. (2015), halofilik ekstremofil bir bakteri olan
Halomonas smyrnensis AADG6" ile levan tiretiminde farkl stimiile edici faktdrlerin
etkisini incelemistir. Baslangi¢c karbon ve azot konsantrasyonlarinin, iiretim
ortam1 pH’sinin, NaCl ve azot dalgalanmalarinin, azot ve fosfor kisitlamalarinin,
bazal iretim ortaminin iz element ve tiamin igeriklerinin levan verimini farkli
oranlarda etkiledigi  gOriilmistir. Ayrica ortama eklenen 50 mM
konsantrasyondaki borik asitin sakkaroz kullanimini ii¢ katina ve levan iiretimini
bes katina (1.84 g/L’den 8.84 g/L’ye) cikardigi belirtilmistir. Borik asitin,
bakterinin yetersay1 algist (quorum sensing) mekanizmasini harekete gecirip levan

tiretimini tetikledigi anlasilmistir.

Lorenzetti et al. (2015), aljinat/polivinil alkol sisteminde immobilize edilmis
Z.mobilis CCT 4494 hiicrelerinin levan liretim performansini degerlendirdikleri
calismada 18.66 g/L maksimum levan konsantrasyonuna ve 1.55 g/L/h verimlilige
30 °C sicaklik, 24 saat inkiibasyon siiresi, baslangic pH degeri 7.0 ve %30

baslangi¢ sakkaroz konsantrasyonunda ulagmistir.

Srikanth et al. (2015), Acetobacter xylinum NCIM 2526 ile levan {iretimini
incelemistir. Yapilan optimizasyon sonucu maksimum levan konsantrasyonu 0.54
g/L’den 13.25 g/L’ye ¢ikarilmistir. Ayrica iiretilen levanin antioksidan aktivitesi
degerlendirilmis ve 1 mg/ml levanin, aym konsantrasyondaki askorbik asit
cozeltisinin %81.26°s1 kadar antioksidan aktivite gosterdigi anlagilmistir. Buna ek
olarak levanin anti-enflamatuvar aktivitesi de incelenmis ve 0.25 mg/ml levanin,

ayni konsantrasyondaki diklofenak sodyum ¢ozeltisinin %71.18’1 kadar protein
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inhibisyonuna sebep olarak kayda deger bir anti-enflamatuvar etki gosterdigi

belirtilmistir.



21

3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Mikroorganizma

Levan iiretimi icin Agricultural Research Service Culture Collection
(Peoria, USA)’dan temin edilen Zymomonas mobilis subsp. mobilis NRRL B-
14023 kullanilmigtir. Mikroorganizma, stok besiyeri ortaminda (Yeast Pepton
Broth) +4 °C’de saklanmis ve her hafta taze stok besiyerine ekim yapilarak kiiltiir
yenilenmistir. Taze stok besiyerine ekilen mikroorganizma 28 °C’de 24 saat
karistirma ya da havalandirma yapilmaksizin inkiibasyona birakilmig ve ardindan
depolanmak iizere +4 °C’deki buzdolabina konmustur. Stok besiyerinin bilesimi

Cizelge 3.1.1°de goriilebilir.

Fakiiltatif anaerobik bir metabolizmaya sahip Z.mobilis’in ¢ogalmasinin
iizerine oksijenin etkisini incelemek igin yapilan denemede yaklasik 10'
kob/ml’ye seyreltilmis Z.mobilis kiiltiirleri sirasiyla dokme plak, ¢ift plak ve derin
plak yontemleriyle %15 sakkaroz iceren agarl liretim ortamina inokule edilmis ve
28 °C’de 42 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda plaklardaki

kolonilerin gelisimi kalitatif olarak degerlendirilmistir.

Siirekli sistem hari¢ tiim inkiibasyonlar Niive EN 400 inkiibatorde

gergeklestirilmistir.

3.1.2 Substrat

Levan {iretimi i¢in sentetik besiyeri ve melasli besiyeri kullanilmigtir.
Kullanilan as1 ortami ve iiretim ortaminin bilesenleri ayni, ancak bilesenlerinin
konsantrasyonlar1 farklidir. Optimum levan iiretimi i¢in kullanilan besiyeri karbon
kaynag1 olarak yiiksek konsantrasyonda (%30) sakkaroz icermektedir (Silbir vd.,
2014). As1 ortaminda ise mikroorganizmanin ¢ogalmasini desteklemek amaciyla

sakkaroz konsantrasyonu daha diisiik, organik azot kaynagi olarak kullanilan
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maya ekstrakti konsantrasyonu ise daha yiiksektir (M. Bekers et al., 2001).
Melasli besiyeri hazirlanirken pancar melast istenen sakkaroz oranina
seyreltildikten sonra ortama gerekli besin elementleri eklenmistir. Her iiretimden
once stok besiyerinden as1 ortamina %3 (v/v) oraninda inokulasyon yapilmis ve
ast ortam1 28 °C’de 24 saat karistirma ya da havalandirma yapilmadan inkiibe
edilerek mikroorganizma ¢ogaltilmistir. Sentetik besiyerleri 121 °C’de 15 dakika,
melasli besiyerleri ise Maillard reaksiyon f{irtinlerinin olusumunu azaltmak
amaciyla 121 °C’de 5 dakika sterilize edilmistir. As1 ortami ve {iretim ortaminin
bilesenleri Cizelge 3.1.2°de goriilebilir. Ast ortami ve iiretim ortaminin pH’s1 1 N
HCI ile 5,0’a ayarlanmis, stok besiyeri i¢in ise pH ayarlamasi yapilmamistir.

Kullanilan tiim kimyasallar analitik safliktadir.

Bazi analizlerde referans amacl kullanilan Z.mobilis kaynakh ticari levan,

Hayashibara Co., Ltd.’den temin edilmistir.

Cizelge 3.1 Stok besiyerinin bilesimi.

Bilesen Konsantrasyon (g/L)
Glukoz 20

Bacto Peptone 10

Maya ekstrakti 10

Cizelge 3.2 As1 ve iiretim ortamlarinin bilesimi (pH=5,0).

Bilesen As1 ortamm (g/L) Uretim ortam (g/L)
Sakkaroz 50,0 300,0
Maya ekstrakti 7,0 2.5
KH,PO, 2,5 1,0
(NH4),SO, 1,6 1,0

MgSO,.7H,0 1,0 0,5
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3.2 Yontemler

Bu tez caligmasinda bahsi gegen iiretimler ve analizler, 2 paralel ve 3 tekrar

olacak sekilde gerceklestirilmistir.

3.2.1 Z.mobilis hiicrelerinin Ca-aljinatta immobilizasyonu

Ca-aljinatta immobilize edilmis hiicrelerle levan iiretimi i¢in oncelikle 28
°C’de 24 saat inkiibe edilmis hiicreleri igeren 25 ml as1 ortamu, steril %4 (w/v) Na-
aljinat ¢ozeltisi ile tamamen karistirilmis, ardindan bu karisim peristaltik pompa
yardimiyla aseptik kosullarda steril CaCl, ¢ozeltisine 1 ml’lik steril mikropipet
ucundan yavas yavas damlatilmigtir. Bu sirada CaCl, ¢ozeltisi —siirekli
karigtirilmistir. Damlama aninda olusan Ca-aljinat boncuklar, islemin sonunda
CaCl, cozeltisinde 30 dakika daha sertlesmeye birakilmis, ardindan fazla Ca®
iyonlarini ve serbest hiicreleri uzaklastirmak i¢in steril %0,85 (w/v) NaCl ¢ozeltisi
ile yikanmistir. Hapsedilmis hiicreleri iceren Ca-aljinat boncuklar 28 °C’de 1 gece

inkiibe edilerek hiicre sayilar1 arttirilmistir.

3.2.2 Siirekli sistemde levan iiretimi

Siirekli sistemde levan iiretimi i¢in kullanilan fermentasyona uygun 1 L
hacme sahip aspirator sise, ideEGE-TGB Cam Atolyesi’nde imal edilmistir.
Sisenin boyutlar1 Cizelge 3.2.2°de verilmistir. Sisenin ¢alisma hacmi 740 ml olup
bir giris ve bir ¢ikis borusuna sahiptir (Sekil 3.2.2a). Siirekli sistemde sisenin alt
kisminda bulunan giris borusundan Chemap AG peristaltik pompa yardimiyla
ortama siirekli taze besiyeri verilmis ve sisenin iistiinde bulunan ¢ikis borusundan
kullanilmis besiyeri toplanmistir. Siirekli sistemde sirasiyla 0,12; 0,21; 0,31 ve
0,41 h' seyreltme oranlarinda calisilmis ve 3 kals siiresi sonunda sistemin
dengeye geldigi varsayilip ortamdan analiz edilmek iizere Ornek alinmustir.

Sistemin kurulmus hali Sekil 3.2.2b’de gosterilmistir.
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Siirekli sistemde hem serbest hiicrelerle hem de Ca-aljinatta immobilize

edilmis hiicrelerle levan iretimi gergeklestirilmistir. Siirekli sistemde yapilan

iretimler boyunca oda sicaklig1 devamli olarak 28 °C’de sabit tutulmustur.

Cizelge 3.3 Siirekli sistemde iiretim i¢in kullanilan fermentasyon kabinin boyutlari.

Yiikseklik (h)

Giris borusunun yiiksekligi (ha)

Cikis borusunun yiiksekligi (hb)

Dip ¢ap1 (D)

Agiz capt (Da)

Giris ve ¢ikis borularinin ¢ap1 (Db)
Giris ve ¢ikis borularinin uzunlugu (L)

21 cm
3cm
10,5 cm
8 cm
3cm
3,2cm
0,5 cm
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Sekil 3.1 Uzerinde gosterilmis boyutlariyla siirekli sistemde iiretim igin kullanilan fermentasyon

kaba.



26

Sekil 3.2 Siirekli sistemde levan {iretim diizenegi. Soldan saga taze substrat, peristaltik pompa, altinda karistiric ile aspirator sise ve atik sisesi goriilmektedir.
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3.2.2.1 Siirekli sistemde serbest hiicrelerle levan iiretimi

Serbest hiicrelerle levan tiretimi i¢in 28 °C’de 24 saat inkiibe edilmis
hiicreleri iceren 22 ml taze as1 ortami, 718 ml liretim ortami igeren sisenin igine
aseptik kosullarda aktarilmis ve hiicreler ilk 12 saat siirekli sistem baslatilmadan
ve karistirma uygulanmadan inkiibe edilmistir. Bu agamada sisenin giris ve ¢ikis
borular1 metal kiskaclarla sikica kapali tutulmustur. Sisenin agiz kismi, hiicrelerin
urettigi yiiksek miktarda CO,’in sistemden c¢ikisini saglamak i¢in pamukla
kapatilmistir. 12 saatin sonunda 0,12 h™' seyreltme hizinda siirekli sistemde
calisilmaya baglanmis ve her 3 kalig siiresinin ardindan ortamdan analiz icin 6rnek

aliip bir sonraki seyreltme hizina gegilerek liretim gergeklestirilmistir.

3.2.2.2 Siirekli sistemde immobilize hiicrelerle levan iiretimi

Ardindan 22,2 g Ca-aljinat boncuk as1 ortamindan aseptik kosullarda ayrilip
740 ml {retim ortamina inokule edilmis (%3 (w/v)) ve siirekli sistem
baslatilmadan once 28 °C’de 24 saat yavasca karigtirilarak inkiibasyon
gerceklestirilmistir. Bu siirenin sonunda 0,12 h'! seyreltme hizinda siirekli
sistemde calisilmaya baslanmis ve her 3 kalis siiresinin ardindan ortamdan analiz

icin 6rnek alinip bir sonraki seyreltme hizina gecilerek iiretim gerceklestirilmistir.

3.2.3 Kesikli Sistemde Levan Uretimi

Kesikli sistemde levan iiretimi, 250 ml’lik erlenlerde 100 ml iiretim ortami
ile gerceklestirilmistir. Sicaklik 28 °C, pH 5,0 ve fermentasyon siiresi 42 saattir.
Serbest hiicrelerle tiretim i¢in {iretim ortamina %3 (v/v); immobilize hiicrelerle

tiretim i¢in canli hiicre igeren 3 g/100 ml Ca-aljinat boncuk inokule edilmistir.
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3.2.4 Melasa Uygulanan On islemler

3.2.4.1 Santrifiigasyon ile klarifikasyon

Istenen oranda seyreltilen melas 6rneginin pH’s1 5,0’a ayarlandiktan sonra
5000 x g’de 15 dakika santrifiigasyon uygulanmis ve iist faz ile besiyeri

hazirlanmstir.

3.2.4.2 Potasyum ferrosivanit (K4[Fe(CN)¢]) on islemi

Istenen oranda seyreltilen melas 6rnegi, pH’s1 5,0’a ayarlandiktan sonra 5
dakika kaynatilmis, ardindan melasa sicakken 100 ppm K4[Fe(CN)g] eklenmistir.
Oda sicakliginda 24 saat bekletilen melas o6rnegi 5000 x g’de 15 dakika

santrifligasyona tabi tutulduktan sonra iist faz ile besiyeri hazirlanmistir.

3.2.4.3 Siilfiirik asit (H,SO,) 6n islemi

Seyreltilen melas 6rnegi, pH’s1 2 N H,SOy ile 4,0’a getirildikten sonra 5
dakika kaynatilmis ve 4000 x g’de 10 dakika santrifiigasyondan sonra iist faz kaba

filtre kagidindan stiziilmuistiir.

3.2.4.4 Aktif karbon on islemi

H,SO; ile islenen melas 6rnegi, %3 (w/v) aktif karbon ile mayseleme
cihazinda 60 °C’de 1 saat boyunca 100 rpm’de karistirilmis ve ardindan 5000 x
g’de 15 dakika santrifiigasyon uygulanmistir. Aktif karbonla yukarida belirtildigi
sekilde tekrar islenen melas Ornegi, ardindan ayni sekilde yeniden santrifiij

edilmis ve iist faz, kaba filtre kagidindan gegirilmistir.

3.2.4.5 Trikalsiyvum fosfat (Caz(PQ,),) 6n islemi

Seyreltilen melas 6rneginin pH’s1 5,0’a ayarlanmis ve 5000 x g’de 15

dakika santrifiigasyon uygulanmistir. Ust faza %2 (w/v) Ca3(POy), eklendikten
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sonra otoklavda 105 °C’de 5 dakika 1s1] islem uygulanmis ve tekrar 5000 x g’de

15 dakika santrifiigasyonun ardindan iist faz ile besiyeri hazirlanmistir.

3.2.5 Uretilen levanin izolasyonu

Fermentasyon ortamindan alinan 6rnekler 6,000 x g’de 10 dakika santrifiij
edilerek biyokiitle ortamdan ayrilmistir. Ust fazda ¢oziinmiis halde bulunan
levanin presipitasyonunu saglamak i¢in {ist faza hacimce 3 kat1 %96’lik etanol
eklenmis ve pH, 5 N KOH ile 10,0’a ayarlanmistir. +4 °C’de 2 saat bekletilen
orneklere 6,000 x g’de 15 dakika santrifiij uygulanarak levanin tamamen presipite
olmasi1 saglanmistir. Santrifiijiin ardindan st faz, kalan seker analizi icin
ayrilirken alt faz (levan ¢okeltisi) tekrar orijinal hacminde ultra saf suda

¢Ozlilmiistir (Viikari, 1984).

3.2.6 Levanin kismi saflastirilmasi

Izole edilen levan ¢ozeltisi, yukarida anlatildigi sekilde tekrar etanol ile
presipite edilip orijinal hacminde saf suda ¢oziildiikten sonra ultra saf suya karsi
48 saat boyunca 13 kDa por capma sahip diyaliz tiipiinde diyaliz edilmistir.
Diyaliz edilmis levan ¢o0zeltisi dondurulmus ve ardindan liyofilizasyon

uygulanmistir. Sekil 3.3’te liyofilize edilmis levan 6rnegi goriilebilir.

Sekil 3.3 Liyofilize edilmis levan.
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3.3 Analiz Yontemleri

3.3.1 indirgen seker tayini

Hidroliz edilen levan ¢ozeltilerindeki ve melastaki indirgen seker oranlari,
DNS yontemi ile belirlenmistir (Ghose, 1987). Standart denklem icin artan
konsantrasyonlarda saf fruktoz iceren standart ¢ozeltilerin absorbans degerleri
Thermo Scientific Genesys 10S UV-VIS spektrofotometrede 540 nm dalga
boyunda okunmus ve elde edilen degerlere lineer regresyon uygulanarak birinci
dereceden dogrusal bir denklem elde edilmistir (Sekil 3.4). Standart grafigin
fruktoz ile ¢izilmesi durumunda glukoza kiyasla daha dar bir aralikta dogrusallik
goriilmistiir, bu sebeple sonuglarin dogru yorumlanmasi i¢in analiz edilecek
ornekler 0,5 — 0,7 arasinda absorbans verecek sekilde seyreltilerek DNS
yontemine goére standart denklem iizerinden fruktoz konsantrasyonlari

hesaplanmustir.

3.3.2 Toplam seker tayini

Fermentasyonda kullanilacak seker pancar1 melasi ve levanin fermentasyon
ortamindan izolasyonu sonrasinda kalan iist faz, toplam seker miktarinin
belirlenmesi i¢in analiz edilmistir. Bunun ig¢in fenol-siilfiirik asit yontemi
kullanilmigtir (DuBois et al., 1956). Standart denklemin eldesi icin artan
konsantrasyonlarda saf sakkaroz cozeltileri kullanilmistir (Sekil 3.5). Okumalar
Thermo Scientific Genesys 10S UV-VIS spektrofotometrede 490 nm dalga
boyunda yapilmistir.
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DNS Standard

0,9
0,8 - ¢ y =2,7219x
0.7 - R2=0,9903
0,6 -
0,5 -
04 -
03 -
02 -
0,1 -

@ DNS Standard:

Absorbans

0 0,1 0,2 0,3

Fruktoz Konsantrasyonu (g/L)

Sekil 3.4 Indirgen seker tayini icin kullanilan DNS standart grafigi. Absorbans icin standart

sapma degerleri 0 ila 0,01 arasinda degismektedir.

Fenol-Siilfiirik Asit Standard:

0,800
0,700
0,600
0,500
0,400
< 0,300
0,200
0,100
0,000

y =6,7573x
R2=0,9974

# Fenol-Siilfiirik Asit
Standardi

Absorbans

0,00 0,05 0,10 0,15
Sakkaroz Konsantrasyonu, g/L

Sekil 3.5 Toplam seker ve kalan seker tayini igin kullanilan fenol-siilfiirik asit standart grafigi.

Standart sapma degerleri 0,001 ve 0,033 arasinda degigmektedir.

3.3.3 Melasin seker bilesiminin belirlenmesi

Pancar melasinin temel seker kompozisyonunu olusturan sakkaroz, glukoz

ve fruktoz miktarlarinin belirlenmesi i¢in DNS yontemi ile indirgen seker tayini



32

ve fenol-siilfiirik asit metodu ile toplam seker tayininin yani sira melas 6rnekleri
HPLC yontemi ile analiz edilmistir. Analiz i¢in referans alinan c¢alismaya (Xu,
Liang, & Zhu, 2014) gore; mobil faz olarak %75’lik (v/v) asetonitril ¢ozeltisi
izokratik modda kullanilmistir. Bu ¢ozelti kullanilmadan 6nce mavi bant filtre
kagidindan gecirilmis ve ultrasonik su banyosunda degaz edilmistir. 2,970 g
sakkaroz, 1,648 g fruktoz, 0,902 g glikoz iceren 100 ml’lik karisik standart ¢cozelti
ve yine ayni miktarlarda tek tek sakkaroz, fruktoz ve glikoz igeren standart
cozeltiler ayr1 ayr1 hazirlanmistir. Cozeltilerin hazirlanmasinda ultra saf su
kullanilmis ve ¢ozeltiler kolona zarar verebilecek maddelerin uzaklastirilmasi igin
0,45 pum’lik filtreden gegirilmistir. Analiz edilecek melas oOrnekleri 20 kat
seyreltilip 0,45 um’lik filtreden gecirilmistir. Dedektdr olarak Refraktif Indeks
Dedektorii (RID) kullanilmistir. Dedektor sicakligi 35 °C’de sabitlenmistir. Kolon
olarak yukaridaki ¢alismadan farkli olarak Thermoscientific Hypersil GOLD ™
Amino Column kullanilmistir. Kolon sicakligi 30 °C’de sabitlenmistir. Tiim
analizlerde mobil faz debisi 1,0 ml/min’de tutulmus ve analizden 6nce kolon 45
dakika kadar mobil faz ile yikanmistir. Standart egrinin olusturulmasi i¢in standart

cozeltiler 5, 10 ve 15 pl hacimlerde sisteme enjekte edilerek analiz edilmistir.

3.3.4 Melasta toplam azot ve protein tayini

Melastaki toplam azot miktari, Leco FP-528 azot/protein tayin cihazi ile
analiz edilmistir. Bulunan azot miktar1 6.25 faktorii ile ¢arpilarak toplam protein

orani belirlenmistir.

3.3.5 Melasta brix ve kuru madde oraninin belirlenmesi

Melasta kuru madde tayini 70 °C’de vakumlu etiivde yapilmistir. Brix ise
uygun oranda seyreltilmis melas drneklerinde SOIF DBROS5 dijital refraktometre

ile Ol¢lilmiistiir.

3.3.6 Melasta kiil miktar tayini

Melasta kiil tayini 750 °C’de kiil firmninda yapilmustir.
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3.3.7 Levan konsantrasyonu tayini

Fermentasyon ortamindan izole edilen levan ¢ozeltisi 1:1 oraninda 0,1 N
HCl ile kapakli cam tiiplerde karistirilmistir. Tiipler 100 °C’deki su banyosunda 1
saat bekletilerek levanin tamamen fruktoza hidrolize olmasi saglanmistir (Viikari,
1984). Hidroliz isleminin etkinligi, %1 (w/v) saf levan ¢ozeltisinin ayn1 kosullarda
hidroliz edilerek agiga ¢ikan fruktoz miktarinin analiz edilmesi ile dogrulanmaistir.
Hidroliz edilen orneklerdeki fruktoz konsantrasyonu, levan konsantrasyonuna

estir ve dinitrosalisilik asit (DNS) yontemi ile belirlenmistir.

3.3.8 Fark tarama kalorimetresi (DSC)

Levanin 1s1l Ozelliklerinin  belirlenmesi amaciyla DSC cihaz1 (TA
Instruments DSC Q2000) kullanilmistir. 4-5 mg arasinda degisen ticari levan ve
sentetik ortamda tiretilmis levan o6rnekleri aluminyum panlara konmus ve panlar
mithiirlenmistir. 20 °C’den 300 °C’ye kadar 10 °C/min 1sitma hizinda 50 ml/min
N, akist altinda bos bir aluminyum pan referans alinarak analiz

gerceklestirilmistir.

3.3.9 Tartim

Tim tarttm  islemleri Shimadzu marka elektronik tart1 ile

gerceklestirilmistir.

3.3.10 pH

pH ayarlamalar1 ve okumalari, WTW Series pH 720 marka pH-metre ile
yapilmistir. Cihazin kalibrasyonu diizenli araliklarla pH tampon ¢ozeltileri ile

yapilmustir.
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3.3.11 Santrifiigasyon

Tim santrifiigasyon islemleri Hettich Universal 320 R santrifiigasyon

cihaziyla gerceklestirilmistir.

3.3.12 Levan iiretiminde verim ve verimlilik hesaplamalari

Doniisiim verimi, elde edilen levanin fermentasyon sirasinda harcanan
sakkaroz miktarmma yiizdesel orani seklinde tanimlanmistir. Fermentasyonda
kullanilan sakkarozun ne kadarinin levan {retimi icin kullanildiginin bir
oOl¢iisiidiir. Sakkaroz ve onun inversiyonu sonucu agiga ¢ikan glukoz ve fruktoz,
levanin yani sira bagka bircok metabolitin iiretimi ve biyokiitle artis1 i¢in de

kullanilmaktadir.

P
S0-S

* 100

Doniigiim verimi (%) =

P = Fermentasyon sonunda elde edilen levan konsantrasyonu (g/1)
So = Baslangigta ortamda bulunan sakkaroz konsantrasyonu (g/1)

S = Fermentasyonun sonunda kullanilmadan kalan sakkaroz (g/1)

Efektif verim (%) = (P /Sy ) * 100
P = Fermentasyon sonunda elde edilen levan konsantrasyonu (g/1)

So = Baglangigta ortamda bulunan sakkaroz konsantrasyonu (g/1)

Siirekli sistemde hacimsel verimlilik (g I h‘l) =D*P

D = Siirekli sistemde seyreltme hizi (h™)
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P = Siirekli sistemde belirli bir seyreltme hizinda kararli halde elde edilen

levan konsantrasyonu (g/1)
Kesikli sistemde hacimsel verimlilik (g I'n')y=pP/t

Pt: belirli bir t saatinde ortamda bulunan levan konsantrasyonu (g/L)

t: siire (h)
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Z.mobilis’in Cogalmasi Uzerine Oksijenin Etkisinin Incelenmesi
Fakiiltatif anaerobik bir bakteri olan Z.mobilis’in ¢ogalmasi iizerine
oksijenin etkisini incelemek amaciyla yapilan denemede bakterinin

oksijensiz ortamda daha iyi cogaldig1 goriilmiistiir (Sekil 4.1).

(®)

C)

©)

"LIS[IUO[OY §1]1qous’Z STWTIPS SqMYUT Y T 9P, D, 8T IPULAAISAQ 1[1e5e ajAo[wopueA (9) Yerd umap aa (q) yerd 13 (v) yerd suriod I'p MRS
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Aerobik kosullarda c¢ogaltilan Z.mobilis hiicrelerinde katalaz
seviyelerinin neredeyse hi¢ degismedigi; ancak siiperoksit dismutaz
aktivitesinin 5 katina ¢iktig1 ve hiicrelerin normal fermentasyon iiriinlerinin
yan1 sira kayda deger miktarda asetik asit ve asetaldehit {rettikleri

gozlenmistir (Bringer et al., 1984).

Silbir vd. (2014), Z.mobilis ile levan iiretimine karistirmanin etkisini
incelemistir. 28 °C sicaklik ve %15 baslangi¢c sakkaroz konsantrasyonunda
48 saat boyunca karistirma uygulanmayan kiiltiirlerde 15.52 g/L levan, 48
saat boyunca 150 rpm’de karistirilan kiiltiirlerde 9.9 g/L ve sadece ilk 8 saat
150 rpm’de karistirma uygulanan kiiltiirlerde ise 9.1 g/L levan iiretildigi
gbzlenmistir. Karistirma islemi fermentasyon sivisina havadan oksijen
gecisini  kayda deger seviyede arttirdigindan fazla oksijenin hem
Z.mobilis’in gelisimine hem de levan iiretimine olumsuz etkide bulundugu

sonucuna varilmistir.

4.2 Melasin Kimyasal Bilesiminin Belirlenmesi

Fermentasyon i¢in kullanilan seker pancari melasinin bilesimi Cizelge
4.2’de verilmistir. Melasin seker bilesimin belirlenmesi i¢in hem DNS ve
fenol-siilfiirik  asit metodlari, hem de yiiksek performansh sivi
kromatografisi (HPLC) kullanilmistir. HPLC’den elde edilen fruktoz,
glukoz ve sakkaroz standard: verileri lineerize edilmis ve hepsinde R* degeri

0,998’in tlizerinde bulunmustur.

Cizelge 4.1 Fermentasyonda kullanilan seker pancart melasinin kimyasal bilesimi

Klasik yontemler (DNS ve HPLC
fenol-siilfiirik asit)

Toplam seker (%) 56,21 53,36
indirgen seker (%) 0,22 1,36
Kuru madde (%) 80,51
Kiil (%) 9,03
Brix (%) 79,0
Toplam azot (%) 1,81

Protein (%) 11,34
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HPLC analizinin klasik indirgen ya da toplam seker analizlerine gore
genelde farkli miktarlarda sonuglar vermesi beklenen bir durumdur
(Rajakyla ve Paloposki 1983). Damon ve Pettitt’in 1980°de yaptig1 bir
caligmada HPLC ile alinan indirgen seker ve sakkaroz miktar1 sonuglart ile
klasik yontemler ile bulduklar1 sonuglar arasinda sirastyla %3.9 ve %1.2’lik
bir fark oldugu goriilmiistiir. Bunun sebebi klasik yontemlerde sekerlerin
yarattig1 interferansa baglanmaktadir. Dolayisiyla HPLC ile elde edilen
sonuglarin daha dogru oldugu diisiiniilmektedir. Art arda cihaza verilen
standart c¢ozeltilerle elde edilen veriler arasinda indirgen sekerler icin
%2.0’lik, sakkaroz i¢in %2.2’lik bir varyasyon gozlemlendiginden de ayni
calismada bahsedilmistir.

4.3 Melasa Uygulanan On islemlerin Levan Uretimine Etkisi

Melasli  besiyerlerinde  serbest hiicrelerle kesikli  sistemde
fermentasyona baslanmadan 6nce melas O6rnekleri istenen sakkaroz oranina
seyretilmis ve santrifiigal klarifikasyon, siilfiirik asit, aktif karbon,
trikalsiyum fosfat ya da potasyum ferrosiyanit 6n islemlerinden gecirilerek
agir metal ve antimikrobiyal renk maddeleri igeriklerinin kismen azaltilmasi
hedeflenmistir. En uygun melas isleme yonteminin belirlenmesi i¢in %15

sakkaroz iceren melasli besiyerlerinde levan liretimi gergeklestirilmistir

(Sekil 4.2).

12,00
10,00
8,00

6,00
4,00 7,17 7,44
0,00 T T T T

Aktif Karbon Klarifikasyon Ca3(PO4)2 K4[Fe(CN)6] H2S04
Melas isleme Yontemleri

Levan Miktan (g/L)

Sekil 4.2 Uygun melas isleme yonteminin belirlenmesi icin %15 sakkaroz iceren
melasli besiyerlerinde yapilan levan iiretimlerinin sonuglari. Standart

sapma degerleri 0,16 ile 0,59 arasinda degigsmektedir.
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Sekil 4.3’te goriilebilecegi lizere en yiiksek levan konsantrasyonu
(11,01 g/L) santrifiigal klarifikasyon; en diisiik levan konsantrasyonu (3,80
g/L) ise aktif karbon On islemleri sonucunda elde edilmistir. Santrifiigal
klarifikasyon 6n islemiyle digerlerine goére daha yiiksek levan
konsantrasyonuna ulasilmasinin muhtemel sebebinin bu 6n islem
metodunun digerlerinin aksine herhangi bir 1s1l islem igermemesi
olabilecegi diisiiniilmiistiir. Goksungur (1998), kuru madde bazinda %0.47
indirgen seker iceren seker pancarit melasiin siilfiirik asit ile islendikten
sonra inversiyon sonucunda indirgen seker oraninin kuru madde bazinda
%12.33’e kadar ¢iktigini bildirmistir. Ortamda bulunan indirgen sekerlerin
levansukraz ~ enzimi iizerinde inhibisyon etkisi  goOsterdigi  ve
mikroorganizmay1 etanol iiretimine yonlendirdigi bilinmektedir (de Graaf,
2000). Blackbeard ve Doelle (1983) ile Lyness and Doelle (1983), 30 mM
glukozun saflastirilmis levansukraz enzimini tamamen inhibe ettigini
gostermistir. Dolayisiyla melasa uyguladigimiz 6n islemlerdeki 1s1l
uygulama asamalarinda sakkarozun 6nemli kisminin inversiyona ugrayarak
glukoz ve fruktoz agiga cikardigi; azalan sakkaroz konsantrasyonu ve
yiikselen indirgen seker konsantrasyonu sonucunda levan iiretiminin

azaldig1 diisiiniilmektedir.

Aktif karbon 0n isleminde Onceden siilfiirik asit ile islenmis melas
kullanilmistir. Dolayisiyla bu islemin baslangicinda melastaki sakkarozun
bir kismi hali hazirda inversiyona ugramis haldedir. Ayrica Kiiciikasik vd.
(2011), aktif karbon 6n isleminin melastaki demir oranini %522 oraninda
arttirdigin1 - gozlemlemistir. Bunun sebebinin, ©Onceden siilfiirik asitle
muamele edilen melastaki Fe** iyonlarinin aktif karbon 6n islemi sonucunda

¢Oziiniir Fe”" formuna indirgenmesi olabilecegi 6ne siiriilmiistiir.

Denemelerimizde aktif karbon 0n isleminin melastaki renk
maddelerini etkili bir sekilde uzaklastirabildigi, ancak buna ragmen
muhtemelen artan demir iyonu konsantrasyonuna bagli olarak levan
iiretiminin diisiik oldugu goriilmiistiir. Dolayisiyla Z.mobilis in levan iiretim
mekanizmasinin antimikrobiyal renk maddelerinden ziyade yiiksek demir

konsantrasyonundan daha c¢ok etkilendigi sdylenebilir.
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%15 sakkaroz igeren melaslt besiyerleri ile yapilan 6n denemeler
sonucu santrifiigal klarifikasyon levan {iiretimi i¢in en uygun On isleme
yontemi olarak sec¢ilmistir. Sekil 4.3’te artan konsantrasyonlarda sakkaroz
iceren, santrifiigal klarifikasyon 0On isleminden gecirilmis melash

besiyerlerinde levan iiretim grafigi goriilebilir.

18
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ekil 4.3 %15, 20 ve 25 oranlarinda sakkaroz iceren, santrifiigal klarifikasyon yontemi ile
¢ g yony
islenmis melasli besiyerlerinde yapilan levan iiretimlerinin sonuglari. Standart

sapmadegerleri 0,18 ile 0,42 arasinda degismektedir.

Sekil 4.3’te goriilebilecegi gibi levan iiretimi sakkaroz oranindaki
artisa baglh olarak yiikselmistir; ancak %30 sakkarozun {izerindeki
konsantrasyonlarda levan miktarinda beklenen diisiisiin yerine gdzlenen ani
artig (veriler gosterilmemistir), levan analizi sirasinda melastan gelen bir

faktoriin indirgen seker tayininde interferansa yol actigini diistindiirmiistiir.

Levanin fermentasyon ortamindan ayrilmasi i¢in uygulanan etanol
presipitasyonu sirasinda levan ile birlikte melasta bulunan koyu renkli,
akiskan, camurumsu bir maddenin de ¢oktiigii gézlenmistir. Han ve Watson

(1992) da 6n isleme tabi tutulmayan melastan Paenibacillus polymyxa ile
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levan iiretimi sonucunda elde ettikleri levanin kahverengi ve ¢amursu bir
yaptya sahip olup tipik beyaz, yumusak ve yapiskan tekstiirii gostermedigini
belirtmistir. Denemelerimizde fermentasyon ortaminda kullanilan melasin
konsantrasyonuyla dogru orantili olarak ¢oken camurumsu maddenin
miktarinin da arttig1 goriilmiistiir. Melasa uygulanan 6n islemlerin higbiri bu
maddenin ortamdan tamamen uzaklagtirilmasini saglayamamistir. Ayrica
levanin fermentasyon ortamindan izolasyonu sirasinda art arda uygulanan
etanol presipitasyonu da camursu materyali uzaklastirmak i¢in yeterli
olmamistir. Bu madde ayn1 zamanda levan analizinin bir parcasi olan asit
hidrolizi sirasinda indirgen seker agiga ¢ikartarak DNS yontemi ile indirgen
seker analizinde interferansa sebep olmaktadir. Melasin kimyasal yapisina
yonelik olarak yapilan literatiir aragtirmasi, bu maddelerin melanoidinler

olabilecegine isaret etmektedir.

Melanoidinler Maillard reaksiyonlarinin {iriinleridir ve melasin
rengine 6nemli Ol¢lide katkida bulunurlar (Onyango et al., 2011). Kahve
renginde, kompleks polimerik yapilardir. Maillard reaksiyonunun son
asamasinda, aminler ile sekerlerin sicaklik etkisiyle enzimatik olmayan
sekilde reaksiyona girmesiyle olusurlar (Sekil 4.4) (Wang et al., 2011).
Seker {retiminde oOzellikle sicakligin 100 °C’nin iizerine ¢ikarildig:
evaporasyon asamasi, melanoidinlerin olusmasi i¢in idealdir. Seker tliretimi
sirasinda melanoidin olusumu ortamdaki azot miktarina —6zellikle de amino
asit bilesimine- baghdir. Seker pancari, kamis melasina gore daha yiliksek
azot miktarina sahip oldugundan seker pancarindan seker iiretiminde daha

cok melanoidin agiga ¢ikmaktadir (Coca et al., 2004).
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Aldoz gekeri Amino bilegigi
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Sekil 4.4 Maillard reaksiyonu ile melanoidin olusumu (Arimi et al., 2014). Akim

semast, http://www.draw.io web adresinde ¢izilmistir.

Melanoidinlerin ~ belirli  bir yapis1  yoktur, boyutlar1 kiigiik
molekiillerden ¢ok biiyiik polimerlere kadar degisiklik gostermektedir.
Dolayisiyla karakterizasyonlar1 oldukca zordur (Cimmerer ve Kroh 1995;
Wang et al. 2011). Maillard reaksiyonu {irlinlerinin yapist pH, sicaklik,
solvent, reaksiyon siiresi, reaktan tipi ve konsantrasyonu gibi bir¢ok faktore
baghdir (Yaylayan and Kaminsky, 1998). Melanoidinler, anyonik

hidrofobik polimerler olduklarindan metallerle kompleks olusturabilirler.


http://www.draw.io/
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Ayn1 zamanda proteinlerin parcalanmasindan sorumlu enzimleri inhibe

ederek antimikrobiyal etki gosterebilirler (Kim and Lee, 2009).

Cammerer et al. (2002), melanoidinlerin asidik kosullarda yiiksek
sicaklikla parcalanarak indirgen seker acgiga cikardiklarini gostermistir.
Yapilan c¢alismada melanoidinlerin Maillard reaksiyonu ile olusumu
sirasinda  di- ve oligosakkaritlerin amino bilesikleriyle reaksiyona
girmesinin, asit hidrolizi sonucunda kayda deger miktarda daha fazla
indirgen seker aciga c¢ikmasina sebep oldugunu gostermistir. Bu
arastirmadan elde edilen sonuglarin, melasli ortamda iretilmis levanin
analizi sirasinda melanoidinlerin sebep oldugu interferans i¢in bir agiklama

olma 6zelligi tasiyabilecegi diisiiniilmektedir.

Etanol presipitasyonu sirasinda ¢dkmeleri, kullandigimiz melastaki
melanoidinlerin polimerik yapida olabileceklerine isaret etmektedir. Ancak
melanoidin  yapisinin  genel olarak yiiksek degiskenlik gostermesi,
denemelerimizde gozlenen  durumun literatiirdeki calismalarla
karsilastirilmasini zorlagtirmaktadir. Ayrica melasin kompleks yapisi, ¢coken
maddenin melanoidinlerden olustugu konusunda kesin bir yorum
yapilmasina engel teskil etmektedir. Bu konuda daha ileri diizeyde bir
yorumlama  yapilabilmesi i¢in  gelecek calismalarda  ¢okeltinin

karakterizasyonu yapilmalidir.

Bilindigi kadariyla literatiirde melastan mikrobiyal polisakkarit
iiretiminde melanoidinlerin yol agtig1 interferansa deginen bir c¢alisma
bulunmamaktadir; ancak bunun sebebi, kullanilan melas 6rneklerindeki
melanoidinlerin polimerik yapida olmayip etanol presipitasyonu sirasinda
iist fazda kalip basartyla uzaklastirilmalar1 olabilir. Han ve Watson (1992),
melasin fermentasyon Oncesi jel filtrasyon kolonlarindan gecirilmesi ile
tipik beyaz, yumusak ve yapigkan levan {retiminin saglandigini
belirtmislerdir. Dolayisiyla jel filtrasyon kolonundan gecirilen melastan
melanoidinlerin ~ fermentasyon ~ Oncesi  uzaklastirilmis  olabilecegi

distiniilmektedir.
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4.4. Kesikli Sistemde Serbest Hiicrelerle Levan Uretimi

Sentetik besiyerinde kesikli sistemde serbest hiicrelerle levan iiretim
kinetigi Sekil 4.5 ve Cizelge 4.2°de goriilebilir. Silbir vd. (2014) tarafindan
Z.mobilis subsp. mobilis NRRL B-14023 ile levan iiretiminde optimum
sakkaroz konsantrasyonu olarak belirtilen %30 konsantrasyonda iiretim

gerceklestirilmistir (pH = 5,0).
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Sekil 4.5 Serbest hiicrelerle kesikli sistemde levan iiretim kinetigi.

Cizelge 4.2 Serbest hiicrelerle kesikli sistemde levan tiretim kinetigi. Standart sapma degerleri

levan konsantrasyonu igin 0,04 ila 0,49 arasinda, biyokiitle konsantrasyonu i¢in 0,01

ila 0,04 arasinda, kalan seker konsantrasyonu igin 2.1 ila 3.9 arasinda degismektedir.

Siire Levan  Biyokiitle Kalan seker Hacimsel Doniisiim verimi  Efektif
(h) (g/L) (g/L) (g/L) verimlilik (%) verim
(g/L/h) (%)

0 0 0 300 0 0 0
12 9.53 0.32 111 0.79 5.04 3.17
24 16.5 0.50 86.5 0.69 7.73 5.50
36 20.06 0.54 69.6 0.56 8.71 6.68
48 21.16 0.42 78.6 0.44 9.56 7.05
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Silbir vd. (2014), kesikli sistemde serbest Z.mobilis hiicreleri ile levan
tiretiminde maksimum levan konsantrasyonuna 42.3 saatlik fermentasyon
sonucunda ulasildigini bildirmistir. Yaptigimiz denemelerde 42. saatte de
ortamdan Ornek almmis ve levan konsantrasyonu 22.70 g/L olarak

belirlenmistir. 42. saatten sonra ortamdaki levan konsantrasyonu diismeye

baslamistir.

4.5 Kesikli Sistemde iImmobilize Hiicrelerle Levan Uretim Kinetigi

Sentetik besiyerinde Ca-aljinatta immobilize edilmis hiicrelerle kesikli

sistemde levan iiretim kinetigi Sekil 4.6 ve Cizelge 4.3’te verilmistir.
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Sekil 4.6 immobilize hiicrelerle kesikli sistemde levan iiretim kinetigi.
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Cizelge 4.3 immobilize hiicrelerle kesikli sistemde levan iiretim kinetigi. Standart sapma degerleri
levan konsantrasyonu i¢in 0.03 ila 0.5 arasinda, kalan seker konsantrasyonu i¢in 0.76

ila 2.4 arasinda degismektedir.

Siire Levan (g/L) Kalan seker (g/L) Hacimsel Doéniisiim verimi (%) Efektif
(h) verimlilik verim
(g/L/h) (%)
0 0 300 0 0 0
12 7.14 210 0.60 7.93 2.38
24 10.38 170 0.43 7.98 3.46
36 13.23 140 0.37 8.26 441
48 14.05 110 0.29 7.39 4.68

Kesikli sistemde immobilize hiicrelerle ulasilan maksimum levan
konsantrasyonu, serbest hiicrelerle ulasilan levan konsantrasyonuna kiyasla
diisiiktiir. Bunun, kalan seker konsantrasyonlari da goz Oniine alindiginda,
hiicreleri hapseden Ca-aljinat boncuklarin substrat difiizyonunu kisitlamasina
bagl oldugu diisiiniilmektedir. Fermentasyon sonucunda Ca-aljinat boncuklarin
onemli bir kisminin ¢atlayip dagildigi gozlenmistir. Buna, iiretilen levanin ve
hiicrelerin  aciga c¢ikardigi yiliksek miktardaki COy’in  neden oldugu
diistiniilmektedir. Bekers et al. (2001) da, Z.mobilis ile hem levan hem de etanol
iretiminde serbest hiicrelerle immobilize hiicrelere kiyasla daha yiiksek levan ve

etanol konsantrasyonlarina ulasilabildigini belirtmistir.

4.6 Siirekli Sistemde Serbest Hiicrelerle Levan Uretim Kinetigi

Stirekli sistemde dort farkli seyreltme hizinda (0.12, 0.21, 0.31 ve 0.41 h)
levan tretim kinetigi Sekil 4.7 ve Cizelge 4.4’te verilmistir. Siirekli sistem
baslatilmadan 6nce hiicreler iiretim ortaminda 12 saat inkiibe edilmis ve siirekli
sistem baglatildiktan sonra her 3 kalis siiresinin ardindan sistemin dengeye geldigi

varsayilarak diger seyreltme hizina ge¢ilmistir.
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Sekil 4.7 Serbest hiicrelerle siirekli sistemde levan {iretim kinetigi.

Cizelge 4.4 Siirekli sistemde serbest hiicrelerle levan iiretim kinetigi. Standart sapma degerleri
levan konsantrasyonu igin 0.02 ila 0.3 arasinda, kalan seker konsantrasyonu igin

0.02 ila 0.24 arasinda degismektedir.

Seyreltme Levan Kalan seker Verimlilik Doéniisiim verimi Efektif verim
hizi (h) (g/L) (g/L) (g/L/h) (%) (%)
0.12 13.6 16.4 1.632 4.79 4.53
0.21 9.8 19.7 2.058 3.49 3.27
0.31 6.2 22.5 1.922 2.23 2.07
0.41 2.3 24.5 0.943 0.83 0.77

Stirekli sistemde serbest hiicrelerle yapilan {iiretimde en yiiksek levan
konsantrasyonuna (13.6 g/L) 0.12 h™' seyreltme hizinda ulasilirken maksimum
hacimsel verimlilik degerine ise (2.058 g/L/h) 0.21 h™' seyreltme hizinda
ulasilmistir; ancak bu seyreltme hizinda kullanilmadan atilan seker miktarinin
daha yiiksek oldugu gbéz oOniinde bulundurulmalidir. Ayrica siirekli sistemde

serbest hiicrelerle yapilan iiretimlerde yikanma etkisine bagl olarak hiicre kayb1
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biyokiitle konsantrasyonunda

gozlenmistir (veriler gosterilmemistir).

4.7 Siirekli Sistemde immobilize Hiicrelerle Levan Uretim Kinetigi

Siirekli sistemde Ca-aljinatta immobilize edilmis hiicrelerle

iiretiminin kinetigi Sekil 4.8 ve Cizelge 4.5’te goriilebilir.

dalgalanmalar
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Sekil 4.8 immobilize hiicrelerle siirekli sistemde levan iiretim kinetigi.

Cizelge 4.5 Immobilize hiicrelerle siirekli sistemde levan iiretim kinetigi. Standart sapma degerleri

levan konsantrasyonu i¢in 0.01 ila 0.2 arasinda, kalan seker konsanstrasyonu i¢in 0.03

ila 0.41 arasinda degismektedir.

Seyreltme hizi (h™) Levan Kalan seker Verimlilik Doniisiim  Efektif verim
(/L) (g/L) (@L/h)  verimi (%) (%)

0.12 18.4 12.54 2.208 6.40 6.13

0.21 16.5 16.30 3.465 5.82 5.50

0.31 9.3 20.50 2.883 3.33 3.10

0.41 3.5 24.56 1.435 1.27 1.17
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Siirekli sistemde immobilize hiicrelerle yapilan levan iiretiminde, serbest
hiicrelerle yapilan iiretime kiyasla daha yiiksek levan konsantrasyonuna (0.12 h™
seyreltme hizinda 18.4 g/L) ve hacimsel verimlilik degerine (0.21 h™' seyreltme
hizinda 3.465 g/L/h) ulasildig1 gozlenmistir. Ca-aljinat boncuklarin hem fakiiltatif
anaerobik bir bakteri olan Z.mobilis’1 oksijenin olumsuz etkisinden korudugu hem
de yikanma etkisi sonucu meydana gelen hiicre kaybini 6nledigi diisiiniilmektedir.
Yine de fermentasyonun sonunda Ca-aljinat boncuklarin 6nemli bir kisminin
catlayip dagilmis oldugu goriilmiistiir. Aljinat jellerin, ortamda bulunabilecek
fosfat ve laktat gibi katyon selatlama ajanlarina karsi duyarliliklari sebebiyle
stabilitelerini kaybedebilecekleri bilinmektedir. Fermentasyon sirasinda jel
yapisinin dagilmasini 6nlemek amaciyla boncuklarin polietilenimin, glutaraldehit,
hekzametilendiamin ile muamele edilmesi ya da poli-L-lisin veya kitozan ile

kaplanmasi onerilebilir (Goksungur vd., 2005).

4.8 Fark Tarama Kalorimetresi

Mikrobiyal polisakkaritlerin 1s11 ~ 6zelliklerinin  belirlenmesi, bu
polisakkaritler ile film olusturulmasi ve yeni kompozit materyaller gelistirilmesi
gibi uygulama alanlar1 agisindan biiylikk Onem tasimaktadir. Bu sebeple
denemelerimizde ticari levan ve sentetik ortamda iretilmis levanin erime
sicakliklarmin ve entalpilerinin belirlenmesi ve karsilagtirilmasi amaciyla Fark
Tarama Kalorimetresi (DSC) kullanilmistir. Alinan sonuglarda her iki levan
orneginde de birbirine yakin iki farkli noktada erime pikleri gézlenmistir. Bunun,
levanda bagli kalmis suyun yarattig1 interferanstan kaynaklanabilecegi (Chen et
al., 2014) ya da levan Orneklerinde farklt molekiil agirliklarinda iki fraksiyonun
varligina isaret ettigi diisiiniilmektedir. Ticari levan Orneklerinin erime noktasi
202,25 + 0,46 °C ve erime entalpisi (AH) 199,9 J/g olarak belirlenmistir (Sekil
4.9). Denemelerimizde sentetik ortamda tiretilip saflagtirilmig levan 6rnekleri i¢in
ise erime sicakliginin 190,80 + 1,16 °C ve erime entalpisinin 81,58 J/g oldugu
goriilmiistiir (Sekil 4.10). Iki 6rnek arasindaki erime noktasi ve erime entalpisi
farklari, iirettigimiz levanin ticari levan drnegine kiyasla daha diisiik bir molekiil

agirhigina sahip olabilecegine isaret etmektedir.
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Sekil 4.10 Sentetik ortamda iiretilmis levan 6rneginin DSC termogramiu.

Universal V4.5A

Barone and Medynets (2007), Bacillus sp. kaynakli levanin cams1 gegis

sicakliginin  yaklasik 139 °C oldugunu bildirmistir. Bu c¢alismada levanin

geleneksel yogurma ve ekstriizyon teknikleri ile basarili bir sekilde 1s1l igleme tabi

tutulabilecegi gosterilmistir. Ortama eklenen gliserol, levanin camsi gecis

sicakligimi diistirerek daha diisiik sicakliklarda istenen 1s1l ve reolojik niteliklere

ulagilmasini saglamustir.
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Wang et al. (2008), Lactobacillus kefiranofaciens ZW3 ile iiretilen
ekzopolisakkaritin 1s1l 6zelliklerini ksantan ve guar gam ile karsilagtirmistir.
Yapilan DSC analizi sonucunda ZW3 ekzopolisakkaritinin erime noktas1 97,38 °C
ve erime entalpisi 249,7 J/g olarak belirlenirken ksantan gam i¢in bu degerlerin
153,4 °C ve 93,2 J/g; guar gam i¢in ise 490,1 °C ve 1929 J/g oldugu goriilmustiir.
Bu wveriler, farkli mikrobiyal polisakkaritlerin birbirlerinden c¢ok farkli 1s1l

ozelliklere sahip olabileceklerini gostermektedir.

Chen et al. (2014), Bacillus sp. kaynakli ticari levan1 DSC ile incelemis ve
levanin erime noktasint 197,0 °C olarak belirlemistir. Levana %5 (w/w)
montmorillonite eklenerek olusturulan nanokompozitin erime noktasinin ise 208,4
°C oldugu goriilmustiir. Bu galisma, levanin 1s1l stabilitesinin ortama eklenecek

bazi1 materyaller ile arttirilabilecegine isaret etmektedir.

Wang et al. (2015), Lactobacillus plantarum YWI11 ile iiretilen
ekzopolisakkaritin 1s11 6zelliklerini DSC ile analiz etmis ve erime noktasinin

143,6 °C, erime entalpisinin ise 217,8 J/g oldugunu gostermistir.
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5. SONUC

Bu calismada, melashi fermentasyon ortaminda ve sentetik besiyerinde
serbest ve Ca-aljinatta immobilize edilmis Zymomonas mobilis subsp. mobilis
NRRL B-14023 hiicreleriyle kesikli ve siirekli sistemlerde levan iretimi
incelenmis ve lretilen levanin 1s1l Ozellikleri Fark Tarama Kalorimetresi ile

degerlendirilmistir.

[lk asamada, seker pancar1 melasindan serbest hiicrelerle kesikli sistemde
levan iiretimi i¢in farkli melas isleme tekniklerinin levan tretimine etkisi
incelenmis ve en yiiksek levan konsantrasyonuna santrifiigal klarifikasyon ile
islenmis melasli fermentasyon ortaminda ulasilmistir (17.13 g/L, %25 baslangig
sakkaroz konsantrasyonu). Santrifiigal klarifikasyon, diger melas isleme
tekniklerinin aksine 1s1l bir islem igermemektedir. Dolayisiyla sicaklik etkisiyle
sakkaroz inversiyonu sonucu ac¢iga c¢ikan indirgen seker miktart minimum
diizeyde kalmaktadir. Ortamda bulunan glikozun levansukraz enzimi lizerinde
inhibisyon etkisi gosterdigi ve bakteriyi etanol iiretimine yoOnlendirdigi
bilinmektedir. Bu sonug; ucuz ve temini kolay bir yan iiriin olan melasin, sadece
santrifiigasyon ve pH ayar1 asamalarini igeren basit bir 6n islemle etkili bir sekilde

levan iiretimi i¢in kullanilabilecegini gostermistir.

Melastan iiretilen levanin fermentasyon ortamindan ayrilmasi sirasinda
camursu bir yapinin da levan ile birlikte ¢oktiigli ve levan konsantrasyonunun
belirlenmesinden 6nce yapilan asit hidrolizi sirasinda indirgen seker agiga
cikartarak indirgen seker analizinde interferansa sebep oldugu fark edilmistir.
Coken camursu madde miktarinin kullanilan melas miktariyla dogru orantili
olarak arttig1 ve %30 sakkaroz igeren melas konsantrasyonunun iizerinde, indirgen
seker konsantrasyonunda ani bir yiikselmeye sebep oldugu gozlenmistir.
Cokeltinin, seker iretiminde Maillard reaksiyolar1 sonucunda aciga c¢ikan
melanoidinlerden olustugu diistiniilmektedir; ancak melasin kompleks yapis1 goz
online alindiginda bu konuda kesin bir yorum yapilabilmesi i¢in ileriki
caligmalarda c¢okeltinin kimyasal olarak karakterize edilmesi gerekmektedir.
Etanol presipitasyonu sirasinda ¢okmeleri ve diyaliz ile ortamdan uzaklastirilma

denemelerinin  basarisiz  olmasi, kullandigimiz melastaki melanoidinlerin
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polimerik yapida olduklarina isaret etmektedir. Bu ¢alisma, bilindigi kadariyla
biyoteknolojik yOontemlerle melastan mikrobiyal polisakkarit iiretiminde
melanoidinlerin yol ag¢tigi sorunlara deginen ilk ¢alisma olma niteligi
tasimaktadir. Melanoidinlerin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in jel filtrasyon

kolonlarinin kullanilmasi onerilebilir.

Calismanin ikinci asamasinda sentetik ortamda kesikli ve siirekli
fermentasyon sistemlerinde serbest ve Ca-aljinatta immobilize edilmis hiicrelerin
levan iiretim performanslari degerlendirilmistir. Kesikli fermentasyonda serbest
hiicrelerle immobilize hiicrelere kiyasla daha yiiksek konsantrasyonda (21.16 g/L
levana karsilik 14.05 g/L levan) levan elde edilebildigi goriilmiistiir. Bunun
muhtemel sebebinin, Ca-aljinat boncuklarin substrat diflizyonunu sinirlayarak
hiicreye birim zamanda wulasan substrat miktarim1 diisiirmeleri oldugu
disiiniilmustiir. Karigtirmali tank tipi biyoreaktorde 740 ml fermentasyon
ortamiyla siirekli sistemde yapilan iiretimde ise tersi bir durum goézlenmistir; 0.12
h' seyreltme hizinda serbest hiicrelerle ulasilan maksimum levan konsantrasyonu
13.06 g/L. iken immobilize hiicrelerde 18.40 g/L. levan konsantrasyonuna
erisilmistir. Z.mobilis fakiiltatif anaerobik bir mikroorganizma oldugundan, Ca-
aljinat boncuklarin siirekli sistemde karistirma sirasinda hiicreleri artan ¢oziinmiis
oksijen konsantrasyonunun inhibitdr etkisinden korudugu diisiiniilmektedir.
Siirekli sistemde hem serbest hiicrelerle hem de immobilize hiicrelerle maksimum
verimlilik degerlerine 0.21 h™' seyreltme hizinda ulasilmistir. Serbest hiicrelerle
yapilan tiretimde maksimum verimlilik 2.058 g/L/h, immobilize hiicrelerle yapilan
tiretimde ise 3.465 g/L/h olarak belirlenmistir. Bu sonuglar, immobilize Z.mobilis
hiicreleri ile karistirmali tank tipi bir biyoreaktdrde etkin bir sekilde levan
tiretilebilecegine isaret etmektedir. Ayrica siirekli sistem i¢in imal edilip
kullanilan laboratuvar 0Ol¢cegindeki fermentasyon kabmin 0&lgek biiyilitme

caligmalari i¢in iy1 bir referans olusturacag: diisiiniilmektedir.

Sentetik ortamda iiretilen levan ile ticari levanin 1sil &zelliklerinin
karsilastirilmast amaciyla Fark Tarama Kalorimetresi kullanilmistir. Yapilan
analizler sonucunda ticari levanin erime noktasinin 202,25 °C ve erime
entalpisinin 199,90 J/g oldugu bulunmustur. Sentetik ortamda iirettigimiz levanin

ise erime noktasinin 190,80 °C ve erime entalpisinin 81,58 J/g oldugu
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gozlenmistir. Bu sonuglarin, tirettigimiz levanin ticari levana kiyasla daha diisiik
bir molekiil agirligina sahip oldugunu gosterdigi diistiniilmektedir. Ayrica her iki
levan 6rneginde de tespit edilen erime noktasindan daha diisiik sicaklikta ve daha
diisiik erime entalpisine sahip birer pik gézlenmistir. Bunun, Z.mobilis’in iki farkli
molekiil agirligma sahip iki levan fraksiyonu {rettigine isaret ettigi

distiniilmektedir.
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