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OZET

Zymomonas mobilis ILE LEVANSUKRAZ ENZIMININ URETIMIi VE
SAFLASTIRILMASI

Erdal, Ozlem

Yiiksek Lisans Tezi, Gida Miihendisligi Anabilim Dal1
Tez Danigmani: Prof. Dr. Mehmet Yekta Goksungur
Mart 2016, 75 sayfa

Levansukrazlar (E.C.2.4.1.10), GH68 glikozit hidrolaz enzim ailesine ait
olup sakkarozu substrat olarak kullanarak levan ve levan tipi
fruktooligosakkaritlerin (FOS) olusumunu katalizleyen fruktoziltransferaz grubu
enzimlerdir. Bu ¢alismada Zymomonas mobilis subsp. mobilis NRRL B-14023 ile
levansukraz  {iretimi  iizerine fermantasyon siiresi, baslangic  substrat
konsantrasyonu, sicaklik ve pH’nin etkileri incelenmis ve bunlardan; sicaklik (28-
32 °C) baslangi¢ sakkaroz konsantrasyonu (100-200 g/L) ve pH’nin (4.5-5.5)
levansukraz {retimine etkilerini incelemek ve bu parametrelerin optimum

seviyelerini belirlemek amaciyla Cevap Yiizey Yontemi (CYY) kullanilmustir.

Baglangi¢ substrat konsantrasyonu, sicaklik ve pH’nin levansukraz {iretimi
lizerine dnemli bir etkiye sahip oldugu, regresyon modelinin énemli (P<0.05) ve
modelin matematiksel uygumsuzlugundan kaynaklanan hatanin 6nemsiz oldugu

(P>0.05) oldugu belirlenmistir.

Deneysel veriler kullanilarak bir matematik model olusturulmus ve bu
verilerle modelden elde edilen verilerin uyumlu oldugu tespit edilmistir. Bu model
yardimiyla proses i¢in optimum kosullar olan 159.01 g/L baslangic substrat
konsantrasyonunda, 30.3 °C sicaklikta ve pH 4.91’de modelin tahminledigi aktivite
degeri 13.18 mM glukoz/dak iken, iretim sonunda 13.3 mM glukoz/dak

levansukraz aktivitesi elde edilmistir.
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Zymomonas mobilis NRRL B-14023 ile diiretilen levansukraz enzimi
kullanilarak FOS firetimi gergeklestirilmistir. Ayrica Cevap Yiizey Yontemi ile

belirlenen optimum kosullarda iiretilen enzim saflastirilmis ve SDS-PAGE ile

saflagtirilan enzimin molekiil agirligr yaklasik 48 kDa olarak belirlenmistir.

Anahtar sozciikler: Levansukraz, Zymomonas mobilis, optimizasyon, Cevap

Yiizey Yontemi, saflagtirma.



ABSTRACT

PRODUCTION AND PURIFICATION OF LEVANSUCRASE ENZYME
BY Zymomonas mobilis

Erdal, Ozlem

Msc. in Food Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Mehmet Yekta Goksungur
March 2016, 75 page

Levansucrases (E.C.2. 4. 1. 10) are fructosyltransferase (Ftase) which belong
to GH68 glycoside hydrolase enzyme family and catalyze the formation of levan
and fructooligosaccharides (FOS) using sucrose as substrate. In this study, the
effects of initial substrate concentration, fermentation time, temperature and pH on
levansucrase production by Z. mobilis subsp. mobilis NRRL B-14023 was
investigated. Response Surface Methodology was used optimized the enzyme
production based on three selected parameters; initial substrate concentration, (100-
200 g/L), temperature (28-32 °C) and pH (4.5-5.5).

Initial substrate concentration, fermentation temperature and pH had a strong
linear effect on levansucrase production. Regression model was significant
(P<0.05) and lack of fit was insignificant (P>0.05).

Results of the statistical analysis showed that the fit of the model was good in
all cases. Maximum levansucrase production of 13.3 mM glucose/min was
obtained at the optimum levels of process variables (initial substrate concentration
159.01 g/L, fermentation temperature 30.3 °C and pH 4.91). These values were
obtained by fitting of the experimental data to the model equation.
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Levansucrase enzyme of Z. mobilis subsp. mobilis NRRL B-14023 was used
to produce fructooligosaccharides (FOS). Levansucrase enzyme was purified and
the molecular weight was found to be 48 kDa by SDS-PAGE.

Keywords: Levansucrase, Zymomonas mobilis, optimization, Response

Surface Methodology, purification.
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1. GIRIS

Levansukrazlar (E.C.2.4. 1.10), GH68 glikozit hidrolaz enzim ailesine ait
olup sakkarozu substrat olarak kullanarak levan ve levan tipi
fruktooligosakkaritlerin (FOS) olusumunu katalizleyen fruktoziltransferaz grubu
enzimlerdir. Fruktoziltransferaz (Ftase) grubu enzimler hem transfruktosilasyon
hem de hidroliz aktivitesi gostermektedir. Transfruktosilasyon aktivitesi ile
sakkarozda bulunan B(2—1) baglar pargalanarak sakkaroz ve serbest glukoz gibi
alict molekiillere fruktozil gruplarinin transferi gerceklesmektedir. Enzimin bu
aktivitesi sayesinde fruktooligosakkaritlerin olusumunu katalizlenmektedir
(Belghith et al., 2012). Hidroliz aktivitesi ise sakkarozdaki a(2—1) baglarini
parcalayarak serbest fruktozlarin olusumunu gergeklestirmektedir. Olusan serbest
haldeki fruktozlar levanbioz, levantrioz gibi farkli levan oligomerlerini meydana

getirmektedir (Santos-Moriano et al., 2015).

Levan, tekrarlayan fruktoz iinitelerinden olusan hiicre dis1 bir f—fruktandir
ve fruktoz tnitelilerinin B(2—6) glikozit baglari ile baglanmasiyla olusmaktadir
(Arvidson et al., 2006). Zincirin basinda sakkaroz molekiiliinden gelen D-glukoz
molekiilii, dallanma noktalarinda ise p(2—1) baglar1 bulunmaktadir (Benigar et
al., 2014). Levan, B(2—6) baglari sayesinde hem suda hem yagda ¢6ziinebilir
ozellik gostermektedir. Hem hidrofobik hem hidrofilik karaktere sahip olmasi,
levanin sulu ¢ozeltilerde nano boyutta pargaciklar halinde bulunmasini
saglamaktadir (Rehm, 2009). Levan; yapiskan bir 6zellik gdstermesi, biyofilm
olusturmast, diisiik vizkoziteye sahip olmasi, yiiksek su tutma kapasitesi, toksik ve
mutajenik etki gostermemesi, iltihap Onleyici etkisi, kandaki lipit diizeyini
diisiirmesi, AIDS ve tiimor engelleyici ozellikleri ile son yillarda birgok
arastirmact tarafindan incelenmektedir. Bu oOzellikleri sayesinde levan gida,
biyomedikal, tip, kozmetik, kimya ve nanoteknoloji gibi pek ¢ok farkli alanda
kullanilmaktadir (Barone et al., 2007; Srikanth et al., 2015a).

Inulin tipi FOS’lar baslangi¢ D-glukoz molekiiliine fruktoz iinitelerinin

B(2—1) baglan ile baglanmasindan olusmaktadir ve FOS’larin polimerizasyon
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derecesi 2-9 arasinda degismektedir (Yildiz, 2011). Mikrobiyal levansukrazlar
tarafindan sentezlenen FOS’lar ise hem inulin hem de levan tipi baglar
icermektedir. Zincirde bulunan fruktoz molekiiliiniin sayisina bagli olarak kestoz
(1-kestoz, 6-kestoz), nistoz ve fruktofuranozilnistoz gibi farkli fruktooligosakkarit

cesitleri sentezlenmektedir (Santos—Moriano et al., 2015).

FOS’lar st sindirim sisteminde sindirilememeleri, Bifidobacteria ve
Lactobacillus tiirleri tarafindan kullanilabilmeleri sayesinde prebiyotik 6zellik
gostermektedir. Ayrica FOS’larin  zararli mikroorganizmalarin  gelisimini
engelleyici etki gosterdigi belirtilmistir (Kaplan and Hutkins, 2000; Sangeethaa et
al., 2005). Bu ozelliklere ek olarak FOS’larin diyet lifi ve diistik kalorili
tatlandirict 6zellige sahip olmalari gida endiistrisinde fonksiyonel kullanimini

arttirmaktadir (Sangeethaa et al., 2005).

FOS’lar temel olarak bitkisel kaynaklardan elde edilebilecegi gibi
mikrobiyal yolla bakteriyel ve fungal kaynaklardan sentezlenen fruktosiltransferaz
(E.C. 2. 4. 1. 9) grubu enzimler ile de elde edilebilmektedir (Sangeethaa, 2003).
Mevsimsel  kosullardan  dolayr  bitkisel kaynaklardan elde  edilen
fruktosiltransferaz grubu enzimlerin miktart ve verimi diisiiktiir. Bu nedenle
endiistriyel — uygulamalar i¢cin  genellikle — mikrobiyal yolla iretilen
fruktosiltransferazlar tercih edilmektedir (Yun, 1996).

Fruktosiltransferaz grubu enzimler igerisinde yer alan levansukrazlar
Acetobacter xylinum NCI 1005 (Tajima et al., 2000), Bacillus subtilis (Beine et
al., 2008), Bacillus megaterium (Korneli et al., 2013), Bacillus amyloliquefaciens
(Tian et al., 2011), Erwinia amylovora (Caputi et al., 2013), Gluconacetobacter
diazotrophicus (Martinez-Fleites et al., 2005), Lactobaciilus reuteri 121
(Biedendieck et al., 2007), Leuconostoc mesenteroids B-512 FMC (Kang et al.,
2005), Pseudomonas syringae (Vishapuu et al., 2011), Streptococcus mutans
(Hettwer et al., 1995), Zymomonas mobilis (Bekers et al., 2002; Goldman et al.,

2008) gibi bircok mikroorganizma tarafindan iiretilmektedir.

Bu ¢aligmada kullanilan mikroorganizma Zymomonas mobilis NRRL B-

14023, fakiiltatif anaerobik ve Gram negatif bir bakteridir. Zymomonas mobilis,
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fruktooligosakkarit ve levan iiretiminin yan1 sira sorbitol, glukonik asit ve etanol
gibi farkli metabolitler de iretmektedir (Viikari, 1984; Doelle and Greenfield,
1985; Bekers et al., 2000). Glukoz, fruktoz, sakkaroz ve ksilozu Entner-Doudoroff
yol izi ile metabolize edebilen bu bakteri, disaridan aldig1 karbon kaynaklarinin
%098’1 ile metabolit tretirken sadece %2’sini biyokiitle olusturmak i¢in

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

Calismanin ilk asamasinda Zymomonas mobilis NRRL B-14023 susu
kullanilarak levansukraz enzimi lretilmistir ve baslangi¢ substrat konsantrasyonu,
sicaklik, pH ve fermantasyon siiresi gibi Onemli proses parametrelerin enzim

tiretimine etkisi incelenmistir.

Calismanin ikinci asamasinda ise; levansukraz liretimi lizerine en fazla
etkiye sahip oldugu belirlenen baslangi¢ substat konsantrasyonu, sicaklik ve
pH’nin levansukraz iiretimine dogrusal, interaksiyon ve kuadratik etkileri Cevap
Yiizey Yontemi (CYY, RSM) ile incelenmis ve bu yontem ile matematiksel
model olusturularak maksimum enzim aktivitesi i¢in optimum kosullar
belirlenmistir. Zymomonas mobilis NRRL B-14023 ile iiretilen levansukraz
enzimi kullanilarak FOS iiretimi gergeklestirilmistir ve enzim tarafindan iiretilen
FOS’lar ise yiiksek performans sivi kromatografisi (HPLC) ile belirlenmistir.
Ayrica, Cevap Yiizey Yontemi ile belirlenen optimum kosullarda tiretilen enzim
saflastirilmis ve SDS-PAGE ile saflastirilan enzimin molekiil agirhigi yaklasik

olarak belirlenmistir.



2. LITERATUR OZETI
2.1 Levansukraz Enziminin Katalizledigi Reaksiyonlar

Levan ve fruktooligosakkaritlerin sentezini saglayan levansukraz, alici
molekiile bagli olarak polimerizasyon, transfruktosilasyon ve hidroliz gibi ii¢
farkli reaksiyonu katalizlemektedir. Polimerizasyon reaksiyonunda uzayan levan
zinciri alict molekiil olarak kullanilirken, transfruktosilasyonda monosakkaritler,
disakkaritler ya da oligosakkaritler kullanilmaktadir. Hidroliz reaksiyonunda ise
ortamdaki su molekiilii alici molekiil gorevi gormektedir (Li et al., 2015). Sekil
2.1’de levansukraz enziminin katalizledigi reaksiyonlarda alici ve verici

molekiiller gosterilmistir.

Polimerizasyon

ro—Oretoreo
n

Sakkaroz Levan Glukoz

Transfruktosilasyon

Sakkaroz Fruktozil Alici Uriin Glukoz
Hidroliz
a-1,2
+ H,0 —— +
Sakkaroz Glukoz Fruktoz

Sekil 2.1 Levansukraz enziminin katalizledigi reaksiyonlarda alic1 ve verici molekiiller (Li et al.,

2015).

Levansukrazin katalizledigi reaksiyonlar ilk olarak fruktozil vericiden
(sakkaroz) frukozil-enzim yapisinin olusmasi (fruktozil-enzim kompleksi) ve daha
sonra fruktozilin enzimden alict molekiile transferi olmak iizere iki asamada

gerceklesmektedir (Suzuki et al., 1993).
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Polimerizasyon reaksiyonu sirasinda kii¢iik levan molekiilleri alict molekiil
ve sakkaroz verici molekiil olarak davranarak levan olusumu gerceklesmektedir

(Chambert et al., 1974).

Sakkaroz + Levang «— Levan(,.1)+ Glukoz (Chambert et al., 1974).

Polimerizasyon sirasinda indirgen olmayan ugtan fruktozil birimlerin ug uca
eklenmesi ile levan polimerinin biiylimesinin gergeklestigi ifade edilmistir (lizuka
etal., 2002).

Transfruktosilasyon reaksiyonunda ise sakkarozda bulunan B(2—1)
baglarinin pargalanmasi, sakkaroz ve serbest glukoz gibi alict molekiillere

fruktozil gruplarinin transferi ger¢ceklesmektedir (Belghith et al., 2012).

Sakkaroz + Alict —— Glukoz + Fruktozil alici  (Chambert et al., 1974).

Levansukraz enziminin transfruktosilasyon aktivitesi ile kestoz (1-kestoz, 6-
kestoz), nistoz ve fruktofuranozilnistoz gibi kisa zincirli FOS’lar iretilmektedir
(Belghith et al., 2012).

Hidroliz reaksiyonunda ise sakkarozdaki o(2—1) baglarinin parg¢alanmasi
sonucunda serbest fruktozlarin olusumu gergeklesmektedir. Reaksiyon sirasinda
sakkaroz verici molekiil olarak kullanilabilecegi gibi levan polimeri de
kullanilabilir. Hidroliz sonucu olusan serbest haldeki fruktozlar levanbioz,
levantrioz gibi farkli levan oligomerlerinin olusumunda fruktozil tinitesi olarak

gorev almaktadir (Santos-Moriano et al., 2015).

Levan, + H,O —  Levan,.; + Fruktoz (Chambert et al., 1974).
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Sekil 2.2°de levansukraz tarafindan katalizlenen reaksiyonlar verilmistir.

OH
HO O,
OH 2
HO O, HO
HO
HO

HO o
Sakkaroz o o 1 Kestoz
HOH,C ° HO
@ HO C|H2
OH CHOH HO S
o
HO
Glc CH,OH
I Sakkaroz HO OH
Glc s il
HO
HOH,C o CH,OH . HO
C
HO Sakkaroz HOH2C 5
HO HO
OH O——0
l HO HOH,C HO HOH,C
Fruktosil-Enzim Fruktooligosakkarit
Kompleksi Sentezi (6-Kestoz)
l H>O \ Polimerizasyon
OH
HO O,
HO
Oft HOHC CH,OH HO
o o
HOHCT%‘_L + K uo 2 HOH,C . o
HO OH HO o
on ¢ O{
Sakkaroz Hidrolizi HO HOH:C HO HOHCJ |

Levan Polimerizasyonu

Sekil 2.2 Levansukraz enzimi tarafindan katalizlenen reaksiyonlar (Martinez-Fleites et al., 2005).

2.2 Levansukraz Enziminin Mikrobiyal Yolla Uretimi

Son yillarda sagliga yararl ve diisiik kalorili gidalara yonelim artmigtir ve
bu tiir fonksiyonel gidalarin igerisinde FOS’lar da yer almaktadir. FOS’larin
kaynaklari, mikrobiyal iretim yollari, saglik {izerine etkileri ve fonksiyonel
ozellikleri gibi konulara ilgi artmistir (Sangeethaa et al., 2005). FOS’lar iniilince
zengin bitkisel kaynaklardan ekstraksiyon ile elde edilebilecegi gibi mikrobiyal
yolla iiretilen fruktosiltransefaz grubu enzimler kullanilarak da iiretilebilmektedir

(Yun, 1996; Sangeethaa et al., 2005; Dominguez de Matos, 2013).

Fruktosiltransferaz grubu enzimlerden biri olan levansukraz Cizelge 2.1°de

goriildiigli gibi bir¢ok mikroorganizma tarafindan iiretilebilmektedir.



Cizelge 2.1 Levansukraz iireten mikroorganizmalar

Mikroorganizma

Referans

Acetobacter xylinum NCI 1005
Actinomyces viscosus

Bacillus subtilis

Bacillus megaterium

Bacillus amyloliquefaciens

Bacillus methylotrophicus SK 21.002
Bacillus licheniformis RN — 01

Erwinia amylovora

Gluconacetobacter diazotrophicus
Geobacillus stearothermophilus ATCC 7953
Lactobaciilus reuteri 121

Lactobacillus panis TMW 1.648
Lactobacillus sanfranciscensis TMW 1.392
Leuconostoc mesenteroids B-512 FMC
Pseudomonas syringae

Pantoea agglomerans (= Erwinia herbicola)
Rahnella aquatilis

Streptococcus salivarius (SS2).

Zymomonas mobilis

(Tajima et al., 2000)
(Pabst, 1977)

(Beine et al., 2008)
(Korneli et al., 2013)
(Tian et al., 2011)

(Zhang et al., 2014)
(Nakapong et al., 2013)
(Caputi et al., 2013)
(Martinez- Fleites et al., 2005)
(Inthanavong et al., 2013)
(Biedendieck et al., 2007)
(Waldherr et al, 2008)
(Tieking et al., 2005)
(Kang et al., 2005)
(Visnapuu et al., 2011)
(Hettwer et al., 1995)
(Hettwer et al., 1995)
(Simms et al., 1990)
(S1lbrr ve ark., 2014)

Levansukraz iiretimi, genellikle sivi kiiltiir fermantasyon ve endiistriyel
atiklar degerlendirilerek kat1 kiiltlir fermantasyon ile gerceklestirilmektedir
(Ahmed, 2008; Belghith et al., 2012; Korneli et al., 2013; Esawy et al., 2013).
Enzimlerin mikrobiyal yolla iiretilmesinde maksimum miktarda iriin elde
edilebilmesi i¢cin  fermantasyon kosullarimin  (sicaklik, pH, substrat
konsantrasyonu, c¢alkalama hizi vb.) iyl bilinmesi gerekmektedir. Farkl
fermantasyon kosullarinin levansukraz enzim iretimine etkisi ¢ok sayida
aragtirmaci tarafindan incelenmistir (Abdel-Fattah et al., 2005; Belghith et al.,

2012; Korneli et al., 2013; Esawy et al., 2013).

Cote (1988) tarafindan Erwinia herbicola ile gerceklestirilen ¢alismada
sakkaroz, glukoz, fruktoz, sorbitol ve mannitol gibi cesitli karbon kaynaklarinin

levansukraz iiretimine etkisi incelenmis ve fruktozun hiicre gelisimini
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yavaglatarak enzim {retimini azalttigi belirlenmistir. Ayn1 ¢alismada, karbon
kaynagt olarak glukoz kullanildiginda ise maksimum enzim iiretimi elde

edilmistir.

Bagka bir ¢alismada termofilik Bacillus sp. ile levansukraz {iretiminde
karbon kaynagi olarak glukoz ve fruktoz kullanildiginda diisiik verimde enzim
iiretimi gerceklesirken, sakkaroz kullanildiginda ise sakkarozun hiicre gelisimini
destekleyici etkisinin enzim tretimini arttirdigi belirlenmistir (Belghith et al.,
2012). Yapilan caligmalarda da gorildiigi gibi karbon kaynagi levansukraz
iiretiminde 6dnemli bir etkiye sahip olup kullanilan mikroorganizmaya bagl olarak
etki mekanizmasi degismektedir (Li et al., 2015). Bacillus circulans (Oseguera et
al.,, 1996) ve Bacillus amyloliquefaciens (Tian et al., 2011) ile sakkaroz
konsantrasyonu enzim iiretimini arttirici etki gosterirken, Bacillus subtilis NRC
33a (Abdel-Fattah et al., 2005) levansukrazin hem sakkaroz hem de glukoz ile
retildigi gosterilmistir (Li et al., 2015).

Ayni zamanda levansukraz iiretiminde azot kaynagi da Oonemli bir rol
oynamaktadir. Farkli azot kaynaklarinin (misir 1slatma suyu, pepton, maya 0ziitii,
ekmek mayasi ve bugday kepegi) Bacillus subtilis NRC 33a levansukraz
iiretimine etkisi incelenmis ve ekmek mayasi iceren fermantasyon ortaminda en
yiiksek levansukraz aktivitesi elde edilmistir (Abdel-Fattah et al., 2005). Baska bir
calismada ise Bacillus sp. levansukraz iiretiminde en uygun azot kaynagi maya

0ziitli olarak belirlenmistir (Belghith ve ark., 2012).

Sicaklik ve metal iyonlar1 gibi diger faktorler de levansukraz iiretimi lizerine
etkilidir. Bacillus subtilis NRC 33a levansukraz iiretimi i¢in optimum sicaklik
degeri 30 °C ve uygun metal iyonu Mg+2 olarak belirlenmistir (Abdel-Fattah et al.,
2005). Termofilik Bacillus sp. i¢in ise maksimum enzim iiretiminin 50 °C ve 50

mM Fe*? varhginda gergeklestigi gosterilmistir (Belghith et al., 2012).

Ahmed (2008) tarafindan Bacillus megaterium ile gergeklestirilen ¢alismada
cesitli gida ve tarimsal atiklar (portakal kabuklari, muz kabuklari, limon atiklari,
talas ve bugday kepegi) kullanilarak yiiksek verim saglayan kat1 kiiltiir

fermantasyon ile levansukraz iiretimi optimize edilmistir. Baslangi¢c pH degeri 6.0
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olan nemli talag ortaminda 30 °C statik kosullarda 72 saat inkiibasyon sonrasinda

tiretilen enzimin maksimum aktiviteye (140.54 U/g) sahip oldugu belirtilmistir.

Levansukrazlar, farkli sicakliklarda transfruktosilasyon ve hidroliz aktivitesi
gostermektedir, genellikle diisiik sicakliklarda transfruktosilasyonu tercih
etmektedir. Bacillus amyloliquefaciens tarafindan hiicre dis1 olarak iretilen
levansukraz igin optimum transfruktosilasyon aktivitesi 40 °C’de, optimum

hidroliz aktivitesi ise 50 °C’de belirlenmistir (Tian et al., 2011).

Mikrobiyal levansukrazlar genel olarak 50 °C’den daha diistik sicakliklarda
levan iiretmektedir ve iiretilen levanin molekiil agirlig1 fermantasyon sicakligina
bagh olarak degismektedir (Wu et al., 2013). Bacillus licheniformis RN-01
levansukraz tarafindan yiiksek sicaklikta (50 °C) iiretilen levan, 612 kDa gibi
yiiksek molekiil agirligina sahip iken diisiik sicaklik degerlerinde (30 °C) 11 kDa
gibi diisiik molekiil agirligina sahip oldugu belirtilmistir (Nakapong et al., 2013).

Levanin molekiil agirhigi ve dallanma derecesi hem levanmi iireten
mikroorganizmaya, hem de fermantasyon sartlarina gore farklilik gostermektedir
ve molekiil agirhgindaki farkliliklar levanin fonksiyonel 6zelliklerinde etkili olup,
farkli uygulamalarda kullanilmasini saglamaktadir (Wu et al., 2013). Wu et al.
(2013) tarafindan Bacillus subtilis natto ile gergeklestirilen galismada kesikli ve
kesikli-beslemeli sistemlerde levan polimeri iretilmis ve levanin molekiil
agirh@ma etki eden faktorler arastirilmugtir. Uretilen levanin molekiil agirhiginin
baslangi¢ sakkaroz konsantrasyonundan onemli 6lclide etkilendigi belirlenmis ve
yiiksek sakkaroz konsantrasyonunda (400 g/L) dusik molekiil agirlikli levan
uretilirken, diisiik sakkaroz konsantrasyonunda (20 g/L) ise yiliksek molekiil

agirlikli levan iiretildigi gosterilmistir.

2.2.1 Zymomonas mobilis

Calismada kullanilan mikroorganizma Zymomonas mobilis NRRL B-14023,
fakiiltatif anaerobik, Gram negatif ve ¢ubuk seklinde bir bakteridir (Sekil 2.3).
(Rogers et al., 1982; Weir, 2016). Zymomonas mobilis ilk olarak tropikal ve
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subtropikal bolgelerde yetisen agav sap1 ve seker kamisi gibi sekerce zengin

bitkilerden izole edilmistir (Sahm et al., 2006).

Bu bakteri Entner-Doudoroff metabolik yol izini kullanarak glukoz ve
fruktozdan etanol iiretmektedir. Zymomonas mobilis tarafindan 1 mol glukoz
kullanilarak net 1 mol ATP elde edilmektedir. Ayrica sakkaroz igeren besiyerinde

levan ve sorbitol tiretmektedir (Sahm et al., 2006).

Z. mobilis glukoz igeren besiyerinde teorik verimin %97-98’i kadar yiiksek
verimlerde etanol iiretmekte ve ¢ok diisiikk miktarlarda yan iiriin olusturmaktadir.
Z. mobilis’in etanol verimliligi (3-5 kat) scker toleransi (400 g/L’ye kadar) ve
etanol direnci (%12-13) mayalardan daha yiiksektir. Bu bakterinin substrat
spektrumu glukoz, fruktoz ve sakkaroz ile sinirli oldugundan son yillarda
lignoseliilozik materyallerden etanol {iretimini arttirmak icin ksilozu metabolize

edebilen Z. mobilis suslar1 gelistirilmektedir (Schiigerl et al., 2000).

Hem glukozu hem de fruktozu metabolize edebilen Z. mobilis’in fruktoz
varliginda biiyiimesi yavaslamakta, biyokiitle miktar1 azalmakta ve etanol verimi
diismektedir. Bunun sebebinin fruktoz varliginda olusan gliserol ve dihidroksi

aseton gibi yan f{irlinlerin toksik etkisinden kaynaklandigi distintilmektedir

(Viikari and Korhola, 1986).

Z. mobilis, ¢ok yiiksek bir glikoliz hizina sahiptir ve 900 pmol min™ (g kuru
agirlik) ™ kadar glukoz alim hizlarina ulagtig1 belirlenmistir. Sakkaroz hidroliz hiz1
glikoliz hizin1 gectiginde ortamdaki serbest haldeki glukoz miktar1 artmaktadir
(Schiigerl et al., 2000). Yiiksek glukoz konsantrasyonu levansukraz enzimi
iizerinde inhibe edici etki gosterdiginden nispeten daha diisiik sakkaroz hidroliz
hizinda enzim tarafindan levan {iiretimi daha yiiksek olmaktadir (Hestrin and
Avineri—Shapiro, 1943). Sakkarozun hidroliz hizina pH, sakkaroz konsantrasyonu
ve sicaklik gibi parametreler etki etmektedir ve Z. mobilis’in %46 (w/v)’ya ulasan
baslangi¢ sakkaroz konsantrasyonlarinda gelisip aktif sekilde fermantasyona
devam edebildigi bilinmektedir. Baslangic sakkaroz konsantrasyonunun

yiikseltilmesi fermantasyon siiresini arttirmasina ragmen toplam biyokiitle
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miktarinda 6nemli bir degisiklik olusturmadigi ifade edilmistir (Doelle and
Greenfield, 1985).

Sekil 2.3 Zymomonas mobilis’in taramali elektron mikroskobu goriintiileri (Anonymous, 2012a;
Anonymous 2012b).

Z. mobilis’in gelismesi i¢in optimum pH 7.3 olmasina ragmen bu bakterinin
3.8 ile 7.5 gibi genis pH araliginda da gelisebildigi belirtilmistir (Sahm et al.,
2006). En iyi gelisme sicakliginin ise 25-30 °C oldugu ifade edilmistir (Ruiz-
Argueso and Rodriguez-Navarro, 1975).

Z. mobilis, sakkaroz iceren besiyerinde FOS ve levan sentezinde gorev alan
levansukraz enzimini sentezlemektedir. Sakkaroz konsantrasyonu ve sicaklik
levansukraz aktivitesi i¢in onemli parametrelerdir (Borsari et al., 2006; Dagbagl
ve ark., 2012). Yiiksek sakkaroz konsantrasyonu ve yiiksek sicaklik FOS sentezini
arttirmakta ve etanol iiretim hizim1 azaltmaktadir (Beker et al 2002; Dagbaglh ve
ark., 2012).

2.3 Levansukraz Tarafindan Sentezlenen Polimerler

Bakteriler  tarafindan  {iretilen levansukrazlar  yiiksek  sakkaroz
konsantrasyonunda levan ve/veya fruktooligosakkaritlerin (FOS) olusumunu
katalizlemektedir (Bekers et al., 2002; Vigants et al., 2003; Belghith et al., 2012).
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2.3.1 Levan ve fonksiyonu

Levan, B(2—6) baglar1 ile birbirine baglanmis fruktoz iinitelerinden olugan
bir polisakkarittir (Bekers et al., 2005) ve PB(2—1) baglarinda dallanma
yapmaktadir (Arvidson et al.,, 2006). Sekil 2.4’te levanin molekiiler yapisi

gosterilmistir.

B-(2,6) p-(2.6)
—CH, O O-CH, O<_ O-FH, O<_ O-
HOtH HOCH HO%H o

OH OH _OH

—CH, _O C B-(21)

HO%H om

OH

Sekil 2.4 Levanin molekiiler yapist. f(2—6) baglarindan olusan fruktan omurgast ve p(2—1)

noktasinda olusan dallanma (Srikanth et al., 2015a).

Levan, levansukraz enziminin transfruktosilasyon aktivitesi ile sakkarozdan
sentezlenmektedir. (Crittenden and Doelle, 1994). Levansukrazin levan olusumu
icin temel islevi polimerizasyon reaksiyonu sirasinda transfruktosilasyon
aktivitesi ile D-fruktozil tinitelerinin transferini katalizlemektir (Han, 1990; Donot
etal., 2012).

Donot et al. (2012) ve Hernandez et al. (1999) tarafindan levansukrazin
oncelikle periplazmada birikerek burada son konformasyonunu aldiktan sonra
hiicre disina salgilandigi belirtilmistir. Bakterilerde levansukraz sentez
mekanizmasinin iki farkli yolla gergeklestigi ifade edilmistir. Ilk olarak Bacillus
subtilis, Bacillus stearothermophilus ve Bacillus amyloliquefaciens gibi Gram
pozitif bakterilerde levansukrazin iki asamali sentezidir; periplazmada protein
katlanmasimin ardindan sinyal peptitin levansukrazdan kesilmesi ve dis ortamda
bulunan demir, kalsiyum iyonlar1 ya da pH degisimi gibi etkilerin enzimin hiicre

disina salinmasi i¢in gerekli sinyali tamamlamasi ile gergeklesmektir. Zymomonas
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mobilis, Erwinia amylovora, Rahnella aquatilis, Pseudomonas syringae gibi
Gram negatif bakterilerde ise levansukrazin hiicre disina salgilanmasinin sinyal

peptit yolaklarini ile baglantisinin olmadigi onestiriilmustiir (Hestrin, Feingold
and Avigad, 1956; Ben Ammar et al., 2002; Donot et al., 2012).

Farkli fonksiyonel ozellikleri sayesinde levan gida, biyomedikal, tip,
kozmetik, kimya, nanoteknoloji gibi pek ¢ok farkli alanda kullanilmaktadir. Gida
endiistrisinde  kullanilan  levanlarin  genellikle — Streptococcus —salivarius,
Streptococcus mutans, Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F, Lactobacillus
reuteri LB121 gibi laktik asit bakterileri tarafindan iretildigi bildirilmistir
(Srikanth et al., 2015a).

Endiistriyel bir biyopolimer olan levan, hem suda hem yagda ¢oziinebilir
olmasi, yliksek molekiil agirligi, diisiik bir i¢ viskoziteye sahip olmas1 ve ayrica
oda sicakliginda su iginde sismemesi gibi bircok 6zelligi sayesinde 6zellikle gida
endustrisinde jellestirici ajan, emiilgator, stabilizator ve kivam arttirici olarak
kullanilabilme potansiyeline sahiptir (Arvidson et al., 2006; Rehm, 2009; Srikanth
et al., 2015). Levan teknolojik 6zelliklerinin yani sira iltihap onleyici, AIDS ve
timor engelleyici, kandaki lipit miktarim1 diistirme gibi 6zelliklere de sahiptir

(Srikanth et al., 2015b).

Mikrobiyal levana karsi son yillarda artan ilginin en dnemli sebeplerinden
biri levanin iyi bir biyofilm olusturma ozelligi ile gida maddelerinin
kaplanmasinda ve paketlenmesinde kullanilmasidir (Goksungur ve ark., 2012).
Goksungur ve ark. (2012), kayist ve incir gibi orta nemli meyvelerin raf dmriiniin
artirtlmas1 amaciyla levandan iirettikleri yenilebilir filmi, kaplama materyali
olarak kullanmiglardir. Depolama siiresince her iki iiriin grubunda da nem
kaybmnin az oldugu belirlenmis ve bu sebeple levanin orta nemli gidalarda

kaplama materyali olarak kullanilabilecegi belirtilmistir.

Tinzl-Malang et al. (2015), yaptiklar1 ¢alismada Weissella confusa F3/2-2
laktik asit bakterisinin trettigi dekstran-levan biyopolimerini ekmek hamurunda

kullanarak hamurun reolojik 6zellikleri ve ekmegin tekstiirel yapisini incelemisler
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ve hamurun elastikiyeti, su tutma kapasitesi ve tekstiirel yapisinin, ticari olarak

iretilen ekmek hamurunun 6zelliklerine benzerlik gosterdigini belirlemislerdir.

2.3.2 Fruktooligosakkaritler (FOS) ve fonksiyonu

FOS’lar saglhiga yararli etkileri ve bircok farkli fonksiyonel o6zelligi
sayesinde insan beslenmesinde 6nemli bir yere sahiptir (Sarup-Singh et al., 2016).
Insanlar beslenmesinde dogal olarak FOS igeren bitkileri tiiketebilir fakat
bitkilerin FOS igerigi diisiiktiir. Endiistriyel biyoteknolojideki gelismeler
FOS’larin biiyiik ¢apta liretimini miimkiin kilmistir. FOS’larin endiistriyel tiretimi
gerek bitkisel kaynaklardan ekstraksiyon yapilarak gerekse farkli substratlar
kullanilarak enzimatik yolla gergeklestirilebilir. Fakat endiistriyel a¢idan bitkisel
kaynaklardan FOS’larin ekstraksiyonu hem diisiik verimli hem de ekonomik
olarak yiiksek maliyetlidir. FOS’larin enzimatik iiretimi ise ekonomik agidan daha
uygundur. Bu nedenle prebiyotik 6zellige sahip olan FOS’lar iniilinin enzimatik
hidrolizi veya sakkarozun transfruktosilasyonu ile {retilebilir. Sakkarozdan
FOS’larin enzimatik yolla tiretimi fruktosiltransferaz grubu enzimler aracilig ile
gerceklesmektedir (Sarup-Singh et al., 2016). Cizelge 2.2’de FOS {iretiminde
gorev alan fruktosiltransferaz grubu enzimlerin bitkisel ve mikrobiyal kaynaklari

verilmistir.

Cizelge 2.2 FOS iretiminde gorev alan fruktosiltransferaz grubu enzimlerin bitkisel ve mikrobiyal
kaynaklart (Fujita et al., 1994; Yun, 1996; Kim et al., 2000; Hayashi et al., 2000; Wang and
Rakshit, 2000; Park et al., 2001; Cha et al., 2001; Tien et al., 2001; Sangeetha et al., 2005).

Bitkisel Kaynaklar Mikrobiyal Kaynaklar
Fungal Kaynaklar Bakteriyel Kaynaklar
Agave americana Aspergillus niger Arthrobacter sps.
Agave vera cruz Aspergillus phoenicis Bacillus macerans
Asparagus officinalis Aspergillus sydowi Microbacterium sp. AL-210
Allium cepa Calviceps purpurea Arthrobacter sp. K-1

Microbacterium

Cichorium intybus Fusarium oxysporum leavaniformans ATCC 15953
Crinum longifolium Penicillium spinulosum Bacillus amyloliquefaciens
Helianthus tuberosus Phytophthora parasitica Zymomonas mobilis
Lactuca sativa Saccharomyces cerevisiae

Lycoris radiata Scopulariopsis brevicaulis




Fruktosiltransferaz grubu enzimlerden biri olan levansukrazlar, levan
biyopolimerinin yani sira transfruktosilasyon aktivitesi ile FOS iiretmektedir (Li
et al., 2015). Levansukraz enzimi tarafindan kestoz (1-kestoz, 6-kestoz,
neokestoz), nistoz ve fruktofuranozilnistoz gibi farkli FOS ¢esitleri iiretilmektedir

ve tretilen FOS’lar Sekil 2.5°te gosterilmektedir (Sangeethaa et al., 2005).
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Sekil 2.5 Levansukraz enzimi tarafindan sentezlenen FOS ¢esitleri (Kurban, 2013)

Belghith et al. (2012), tarafindan Bacillus sp. ile gergeklestirilen ¢aligmada
%20 (w/v) sakkaroz iceren ortamda levansukraz {iretimi gergeklestirilmis ve

enzimin FOS iirettigi gosterilmistir.

Bekers et al. (2002), Zymomonas mobilis ile tirettikleri levansukraz enzimini
kullanarak sakkaroz surubundan %22-32 verimlilikte 1-kestoz, 6-kestoz, nistoz ve
fruktofuronozilnistoz gibi FOS’lar1 iiretmisler ve elde edilen bu FOS ¢esitlerinin
diisiik kalorili prebiyotik kaynagi olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir
(Bekers et al., 2002).

Santos-Moriano et al. (2015), tarafindan Zymomonas mobilis ile
gerceklestirilen ¢alismada levansukrazin levan ve FOS olusum mekanizmasi

aciklanmistir ve 6ngoriilen mekanizma Sekil 2.6’de verilmistir.
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Sekil 2.6 Zymomonas mobilis levansukraz enzimi tarafindan FOS ve levan olusumu (Santos-

Moriano et al., 2015).

Zymomonas mobilis tarafindan iiretilen levansukraz ile sakkarozdan FOS ve
levan olusumunun farkli asamalarda gergeklestigi ifade edilmis ve fruktozil-enzim
ara bileseninin olusmasi ile sakkaroz alict molekiil olarak kullanildiginda 3 farkl
FOS (1-kestoz, neokestoz ve 6-kestoz) olusumunun gergeklestigi belirtilmistir. Bu
FOS c¢esitlerinden 6-kestoz levan olusumunun belirleyicisidir ve levan
olusumunun temel yap1 birimi olarak goériilmektedir. Bir disakkarit olan blastoz
ise neokestozun hidrolizi ile olusabilecegi gibi glukoz alict molekiil olarak
kullanilmasiyla da olusmaktadir. Fruktoz alict molekiil olarak kullanildiginda ise
levansukrazin  hidroliz  aktivitesi 1ile levanbioz, levantrioz gibi levan

oligomerlerinin meydana geldigi ifade edilmistir (Santos-Moriano et al., 2015).

Yine aymi caligmada levansukrazin levan polimerizasyonu, kisa zircirli
fruktooligosakkaritlerin olusumu ve sakkarozun hidrolizi gibi 3 farki katalitik
aktivitesi tizerine sicaklik ve sakkaroz konsantrasyonunun etkisi incelenmistir. En
fazla levan olusumu 4 °C’de 100 g/L sakkaroz iceriginde gergeklesmis ve sicaklik

(40 °C) ve sakkaroz konsnatrasyonun artmasi (600 g/L) levan olusumunu
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azaltirken FOS olusumunu 6nemli 6lgiide arttirdigi belirlenmistir. Ayn1 zamanda
sicakligin artmasmin levansukrazin hidroliz aktivitesini de artirdig1 ifade

edilmistir (Santos-Moriano et al., 2015).

Trujillo et al. (2001) tarafindan yapilan c¢alismada Gluconacetobacter
diazotrophicus levansukraz rekombinant olarak Pichia pastoris’de iiretilmis ve
rekombinant levansukrazin %50 Ssakkaroz igeren ortamda yiiksek verimlilikte

(%43) 1-kestoz sentezledigi belirtilmistir.

FOS’lar FDA (Food and Drug Administration-Gida ve Ilag¢ Kurumu)
tarafindan GRAS (Generally Recognized as Safe) statlisiine sahip bilesenler
olarak tanimlanmaktadir (FDA, 2016). Bu durum FOS’larin fonksiyonel gida
katkis1 olarak one ¢ikmasina sebep olmustur. Sakkarozdan 3 kat daha az tatlilik
degeri olan FOS’lar, sakkaroz yerine regeller, sekerlemeler ve ¢ikolatalarda diistik
kalorili fonksiyonel tatlandirici olarak kullanilmakta olup, diyabet hastalar i¢in bu
gidalarin tiikketimi giivenli hale gelmektedir (Yildiz, 2011). Ayrica prebiyotik
Ozellige sahip olan FOS’lar midede sindirilememekte, kolonda Bifidobacteria gibi
yararli mikroorganizmalarin gelisimini olumlu yonde etkileyerek mide ve
bagirsak rahatsizliklarina karsi koruyucu etki gostermektedir (Sangeethaa et al.,
2005). Ayrica FOS’larin mineral emilimi lizerine etkili oldugu, kalin bagirsakta
mineral emilimini arttirdig1 ve bu durumun FOS’larin kolon mikroorganizmalari
tarafindan fermente edilebilmesi ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir (YuWang et
al., 2010). FOS’lar genis pH araliginda (pH 4.0-7.0) depolamada bir yila kadar
bozulmadan kalmalarindan dolayr gida katki maddesi olarak kullanilabilmektedir
(Ganaie et al., 2014). Aspergillus oryzae MTCC5154 levansukraz kullanarak
tretilen FOS’lar mango, portakal ve ananas suyu gibi meyve sularma ilave
edilerek 6 ay siiresince depolanmistir. Depolama boyunca meyve sularinin
fizikokimyasal yapisinda degisiklik olmadigi, mikrobiyal ya da enzimatik bir
bozulma gerceklesmedigi belirlenmistir. Boylece FOS eklenerek hazirlanan
saglikli iceceklerin depolama kosullarina bagli olarak uzun siire saklanabilecegi

belirtilmistir (Renuka et al., 2013).

Padma Ishwarya et al. (2013) tarafindan yapilan c¢alismada biskiivi

tiretiminde FOS’lar kullanilarak hamur ve son {iriiniin 6zellikleri incelenmis ve
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standartlara uygun olarak hazirlanan biskiivi hamuruna seker yerine FOS’lar ilave
edilmistir. FOS eklenen {iiriinlerde daha iyi bir baglanma ve matriks stabilitesinin

saglandig1 belirtilmistir.

Angiolillo et al. (2015) tarafindan yapilan calismada ise hamburgerlere
fonksiyonel ozellik kazandirmak i¢in etlere FOS eklenmis ve FOS eklenerek
pisirilen etlerde pisirme kaybinin azaldigi saptanmistir. Boylece FOS’larin katki
maddesi olarak bu {irtinde kullanilabilecegi ve pisirme kaybini azaltarak daha

kaliteli bir tirtin elde edilebilecegi belirtilmistir.

Krem karamelli tath iretiminde sakkaroz ile birlikte FOS ilave ederek
iiriinlerin hem reolojik ozellikleri, hem de duyusal 6zellikleri incelenmis ve
uriinlerdeki FOS miktar1 arttik¢a jellesme Ozelliginin de arttigi saptanmistir

(Protonotariou et al., 2013).

2.4 Levansukraz Enziminin Saflastirma ve Karakterizasyon Strateji

Farkli mikroorganizmalar kullanilarak iiretilen hiicre i¢i ve hiicre dist
levansukrazlarin ~ saflagtirllmasina  yonelik  literatiirde  birgcok  calisma
bulunmaktadir (Tian et al., 2011; Nakapong et al., 2013; Caputi et al., 2013).
Uretilen bu enzimin kullanim amacina ve mikroorganizmalar tarafindan iiretim
sekline bagl olarak saflastirma yontemleri de degismektedir (Tian et al., 2011;
Nakapong et al., 2013; Caputi et al., 2013). Cizelge 2.3’te mikrobiyal yolla
iiretilen levansukrazlarin saflagtirma stratejileri yer almaktadir. Bu c¢aligmalarin
bazilarinda levansukraz E. coli’ de rekombinant olarak iiretilmis ve E. coli’den
iiretilen levansukrazlar flizyon partnerine uygun affinite kromatografi yontemi ile
saflagtirilmistir (Caputi et al., 2013). Hiicre disina salgilanan levansukrazlar
santrifiij uygulamasi ile fermantasyon ortamindan ayrilirken, hiicre ici
levansukrazlar igin sonikasyon gibi hiicre pargalama yontemleri uygulanarak
mikroorganizmalarin  hiicre zari/duvart pargalanip enzimin elde edildigi
belirtilmistir (Nakapong et al., 2013; Caputi et al., 2013). Calismalarda genel
olarak (NH4),SO, gibi tuzlar kullanilarak istenilen enzim c¢okelti halinde elde
edilmis ve ¢okeltideki tuzlarin uzaklastirilmast amaciyla diyaliz islemi

uygulanmistir (Nakapong et al., 2013; Inthanavong et al., 2013). Yiiksek saflikta
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levansukraz elde etmek igin farkli kromatografik yontemler uygulanmistir
(Waldherr et al., 2008; Goldman et al., 2008; Caputi et al., 2013 ).

Cizelge 2.3’te gorildigi gibi mikrobiyal yolla iretilen levansukrazlar
saflagtirildiktan sonra hem trettigi biyopolimerlerin hem de saflastirilan enzimin
Ozelliklerinin belirlenmesi amaci ile karakterize edilmistir (Goldman et al., 2008;
Tian et al., 2011).

Tian et al. (2011) tarafindan Bacillus amyloliquefaciens ile gerceklestirilen
calismada hiicre i¢i ve hiicre dis1 formda iiretilen levansukraz saflastirilmis ve
sicakligin  enzim  aktivitesi lizerine etkisi incelenmistir. Levansukraz
transfruktosilasyon aktivitesi dakikada 1 pmol glukozun agiga ¢ikmasi i¢in gerekli
olan enzim miktar1 olarak tamimlanmustir. Hiicre i¢i levansukrazin
transfruktosilasyon aktivitesi i¢in optimum sicaklik 25-30 °C iken, hiicre dis1
enzim i¢in 40 °C olarak belirlenmistir. Ayrica hiicre i¢i ve hiicre dist
levansukrazin  substrat afinitelerinin de farkli oldugu belirtilmis ve
transfruktosilasyon aktivitesi icin Michealis Katsayist (Ky) degerleri sirasiyla

322.5 mM ve 1556.4 mM olarak bulunmustur.

Goldman et al. (2008) tarafindan yapilan ¢alismada Zymomonas mobilis
levansukrazin transfruktosilasyon aktivitesi i¢in Ky degeri 36 mM olarak
belirlenmis ve enzimin molekiil agirligit SDS-PAGE ile yaklasik 46.7 kDa olarak
bulunmustur. Enzimin {irettigi FOS’lar ise ince tabaka kromatografisi ve yiiksek

performans iyon degisim kromatografisi ile kestoz ve nistoz olarak belirlenmistir.

Erwinia amylovora levansukrazin 37 °C optimum sicaklikta maksimum
transfruktosilasyon aktivitesi 856 pmol/dak.mg olarak 6l¢iilmiis, toplam aktivitesi
icin Ky degeri 33.6 mM olarak belirlenmistir. Optimum kosullarda enzimin
toplam  aktivitesi reaksiyon boyunca agiga ¢ikan glukoz  miktari,
transfruktosilasyon aktivitesi ise serbest glukoz ve serbest fruktoz miktarlart

arasindaki fark dl¢iilerek bulunmustur (Caputi et al., 2013).
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Cizelge 2.3 Levansukraz enziminin saflagtirma ve karakterizasyon stratejisi

Saflastirma ve Karakterizasyon Stratejisi Saflastirilan Enzimin Ozellikleri Referans
Hiicre dis1 Bacillus licheniformis RN-01 Levansukraz Opt. Sicaklik: 50 °C (Nakapong et al., 2013)
Santrifiigasyon, Iyon Degisim Kromotografisi, Amonyum Siilfat Presipitasyonu, Opt pH: 6.0, Molekiil agirligi: 52 kDa
Diyaliz, iyon Degisim Kromatografisi, SDS-Page
Hiicre i¢i Geobacillus stearothermophilus Rekombinant Levansukraz Opt. Sicaklik: 57 °C (Inthanovong et al., 2013)
Ultrasonikasyon, Diyaliz, Amonyum Siilfat Presipitasyonu, Jel Filtrasyon Opt. pH: 6.75
Kromatografisi, Iyon Degisim Kromatografisi, Kn': 269 (£ 9.7) mM,
Vmax: 58.48 (£4.92) pmol/mg
Hiicre igi Bacillus subtilis Rekombinant Levansukraz (Beine et al., 2008)
Sonikasyon, Iyon Degisim Kromatografisi, Yiiksek Performans Iyon Degisim Kt 222 mM
Kromatografisi (HPAEC) Kea: 40.2 s
Hiicre ici ve Hiicre dis1 Bacillus amyloliquefaciens Levansukraz Hiicre i¢i Levansukraz Hiicre disi (Tian et al., 2011)
Santrifiigasyon, Ultrasonikasyon, Ultrafiltrasyon, SDS-Page Opt. Sicaklik: 25 °C ve Levansukraz
30 °C Opt. Sicaklik: 40 °C
Kn'=322.5 Kn'= 1556.4
Vimax=31.5 Vma=11.3 (£ 1.2)
Hiicredis1 Gluconacetobacter diazotrophicus Rekombinant Levansukraz Opt. Sicaklik: 30 °C (Martinez-Fleites et al., 2005)
Santrifugasyon, Etanol Presipitasyonu, Evaporasyon, Diyaliz, Yiiksek Performans Sivi pH:5.2
Kromatografisi (HPLC), Ultrafiltrasyon, SDS-page Molekiiler agirlik: 63.5 kDa,
Km>:11.9mM
Hiicreici Erwinia amylovora Rekombinant Levansukraz Molekiiler agirlik: 46.5 kDa (Caputi et al., 2013)
Santrifiigasyon, Sonikasyon, Afinite kromatografisi Kn': 33.6 mM
Hiicre ici Zymomonas mobilis Rekombinant Levansukraz Opt. pH: 5.0 (Goldman et al., 2008)
Santrifiigasyon, Hiicre Presleme (Fransiz Pres), Santrifiigasyon, Mangan Klortir Molekiiler agirlik: 46.7 kDa
Presipitasyonu, Santrifiigasyon, Jel Filtrasyon Kromatografisi, SDS-Page K 36 mM

a:Fruktosilasyon reaksiyon aktivitesi b: Hidroliz reaksiyon aktivitesi c: Toplam aktivite
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2.5 Cevap Yiizey Yontemi

Optimizasyon prosesler igin olasi ¢oziimler arasindan etkili ve sistematik bir
sekilde en iyi ¢Oziimiin bulunmasi olarak tanimlanmaktadir ve optimizasyon
islemi belirlenen hedefleri maksimize veya minimize etmek i¢in uygun kosullarin
bulunmasidir. Cevap Yiizey YOntemi optimizasyon i¢in yaygin olarak kullanilan

istatistiksel bir metottur (Banga et al., 2003).

Cevap Yiizey Yontemi (Response Surface Methodology, CYY), ilk olarak
Box ve Wilson tarafindan endiistriyel siireclerin iyilestirilmesi ve optimizasyonu
icin gelistirilmis ve “Denemelerin  Optimum Kosullara Ulasmasi1” olarak
tanimlanmistir (Kog ve Kaymak-Ertekin, 2009). Ayrica Cevap Yiizey Yontemi,
Myers and Montgomery (1995), tarafindan proseslerin gelistirilmesi ve
optimizasyonu igin gerekli istatistiksel ve matematiksel tekniklerin birlikte kul-

lanildig1 bir yontem olarak tanimlanmustir.

CYY ile deneysel olarak elde edilen veriler, en yiiksek verimin elde
edilmesi icin en iyi proses kosullarinin belirlenmesinde kullanilmaktadir (Myers
et al, 2009). CYY genel olarak 3 asamali bir islemdir. ilk olarak eleme
denemelerinde bir takim 6n denemeler yapilarak sistemin cevabi iizerine etkili
olabilecek faktorler arasindan istatiksel olarak en onemli olanlar se¢ilmektedir.
Boylece eleme denemeleri, daha az sayida ve daha verimli esas denemelerin
yaptlmasina yardimer olmaktadir (Eren, 2004; Ko¢ ve Kaymak-Ertekin, 2009).
Ikinci asama bolge arastirmasi olarak tanimlanmaktadir. Eleme denemelerinde
istatiksel olarak onemli oldugu belirlenen bagimsiz degiskenlerin sistemin
yanitinda olusturdugu degerlerin, optimum noktaya Yyakin sonuglar verip
vermedigi incelenmektedir. Son asama ise iirlin veya islem optimizasyonunu
icermektedir. Bolge arastirmasi sonrasinda elde edilen sistem yaniti optimum
nokta etrafinda bir egrilik gosterir ve bu egriligin tahminlenmesinde lineer
olmayan modeller, ¢ogunlukla ikinci dereceden polinomiyal modeller, {issel
modeller veya eksponensiyel modeller kullanilmaktadir. Uygun bir modelin elde
edilmesi ile sistem i¢in optimum nokta belirlenmektedir (Ko¢ ve Kaymak-Ertekin,
2009).
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Cevap ve bagimsiz degiskenler arasindaki fonksiyonun matematiksel ifadesi
bilinmedigi i¢in modelin olusturulmasinda bu fonksiyonun tahminlenmesi
gerekmektedir. Sistem cevabi, bagimsiz degiskenin lineer fonksiyonu olarak iyi
bir uyum gosteriyor ise birinci dereceden polinomiyal denklemin model olarak
kullanilabilecegi belirtilmistir. Genellikle birinci dereceden polinomiyal modeller
cevap yiizeyinin egriliginin tahminlemesinde yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle
matematiksel olarak optimum noktanin belirlenmesinde yaygin olarak ikinCi
dereceden polinomiyal modeller kullanilmaktadir. Ikinci dereceden polinomiyal
modeller ile sistem ylizeyinin egriligi kolayca belirlenmektedir. Ayrica
optimizasyon caligmalarinda ikinci dereceden polinomiyal modelin sadece bir
tane bolgesel minimum yada bolgesel maksimum noktaya sahip olmasi kolay bir
yaklagim saglamaktadir. Sistem cevabinin egiliminin ikinci dereceden bir modele
uygun olmadigit durumlarda ise sistem cevabinin veya bagimsiz degiskenlerin
transformasyonu yapilarak ya da bagimsiz degiskenlerin araliklart uygun bir
sekilde degistirilerek cevabin egiliminin bu model ile agiklanmasi saglanmalidir

(Bas ve ark., 2007).

Sistem i¢in uygun model belirlendikten sonra denklemin model ile iliskisi
ve denklem kullanilarak yapilan model dogrulugunun arastirilmasi gerekmektedir
(Ikiz ve ark., 2000). Bu amagla regresyon katsayisi (RZ) ve diizeltilmis regresyon
katsayisinin hesaplanmasi (ad] R?), tahminlenmis kalnti hata kareler toplaminin
hesaplanmasi,  yeterli ~ tahminleme  degerinin  hesaplanmasi,  model
uygumsuzlugunun tespit edilmesi (Lack of fit testi) gibi farkli test yontemleri
uygulanmaktadir (Kog¢ ve Kaymak-Ertekin, 2009).

Model uyumsuzlugu (Lack of fit) modelin matematiksel formunun
uygumsuzlugundan kaynaklanan hata olarak tanimlanmaktadir ve ideal olarak
modelin matematiksel formunun uygumsuzlugunun (lack of fit) istatistiksel
acidan Onemsiz ve regresyon modeli agisindan O6nemli olmasi gerektigi
belirtilmistir (Myers and Montgomery, 1995; Castillo, 2007; Box and Draper,
2007).

Genellikle proseslerin optimizasyonunda sistemin performansini ya da islem

sonrasinda elde edilen iriiniin kalite kriterlerini belirleyen bir¢cok yanit detayli
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olarak arastirilir. Optimizasyon i¢in sistem yanitlarindan bazilarinin maksimum
bazilarinin minimum seviyede tutulmasi, ya da kabul edilebilir degerler veya
hedef deger almasi istenir. Bu amagla yanitlarin izohips egrileri ¢izilerek {ist iiste
yerlestirilir ve bir izohips egrisi, bir bagimsiz degisken merkezdeyken, diger iki
degiskenin verdigi kombinasyonlar incelenir. Cizilen izohips egrilerinin dairesel,
eliptik ya da eger seklinde olmasi; maksimum nokta, minimum nokta, (eyer
noktas1 (saddle point)) durgun tepe ya da yiikselen/azalan tepe kosularini ifade
etmektedir. Cevap yiizeyinin dairesel olmasi, degiskenler arasindaki etkilesimin
ihmal edilebilir oldugunu, elips ya da eyer seklindeki yiizeyler ise i¢ etkilesimin
onemli oldugunu gostermektedir. En kiigiik elips ya da dairesel sekil ile
siirlandirilmis yiizeyin 6ngoriilen en yiiksek veya en diisiik yanit1 belirttigi ifade
edilmektedir. Cevap Yiizey Yontemi proseslerin  optimizasyonu igin
kullanilabilecegi gibi, birgok optimizasyon ¢alismasinda degiskenlerin ayr1 ayr1 ve
birbirleriyle etkilesimlerinin yanitlar iizerine etkilerinin belirlenmesinde de

kullanilmaktadir (Kog ve Kaymak-Ertekin, 2009).

2.5.1 Cevap yiizey yonteminin kullanildig: ¢calismalar

Cevap Yiizey Yontemini kullanarak fermantasyonu etkileyen parametreler
arasindaki iliski veya ortam kompozisyonunu olusturan besiyeri bilesenlerinin
optimizasyonu saglanabilir. Levansukraz iiretimi iizerine bir¢ok calisma yapilmis
olmasina ragmen matematiksel yontemlerle {liretiminin optimize edildigi az sayida

calisma bulunmaktadir (Gongalves et al., 2013).

Bacillus subtilis natto CCT7712 ile substrat konsantrasyonu, pH ve
karistirma hizinin enzim iiretimi ve levan olusumuna etkisi incelenmis ve bu
parametrelerin ~ optimizasyonu  Cevap  Yiizey YoOntemi  kullanilarak
gerceklestirilmistir. 300 g/L sakkaroz igeren iiretim ortaminda (pH 7.5), 160 rpm
karistirma hizinda en yiiksek levansukraz aktivitesi (8.53 U/ml) ve levan iiretimi
elde edilmistir. Ayrica, Bacillus subtilis natto CCT7712 levansukraz enziminin 50
°C’de 10 giin boyunca stabilitesini korudugu ve aktif oldugu belirlenmis, bir¢ok
endiistriyel uygulama i¢in kullanilabilir oldugu belirtilmistir (Gongalves et al.,
2013).
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Esawy et al. (2013) tarafindan levansukrazin kat1 kiiltiir fermantasyon ile
uretildigi bir calismada Cevap Yiizey Yontemi kullanilarak ortam
kompozisyonunu olusturan farkli karbon kaynaklari (bakla, bugday kepegi, piring,
nigasta ve misir unu) enzim aktivitesi i¢in optimize edilmistir. Sakkaroz igeren
fermantasyon ortamimnda maksimum enzim aktivitesi 170 U/g olarak

belirlenmistir.

Silbir ve ark. (2014) tarafindan Zymomonas mobilis subsp. mobilis NRRL
B-14023 ile gergeklestirilen calismada kesikli sistemde levansukraz enzimi
tarafindan tretilen levan {iretiminin optimizasyonu i¢in Cevap Yiizey YOntemi
kullanilmis ve maksimum levan konsantrasyonu olan 40.2 g/L levana 299.1 g/L
baslangi¢ sakkaroz konsantrasyonu, 42.3 saat inkiibasyon siiresi ve baslangi¢c pH

degeri 6.0 ile ulasildig: bildirilmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Mikroorganizma

Levansukraz tiretimi i¢in Agricultural Research Service Culture Collection
(Peoria, USA)’dan temin edilen Zymomonas mobilis subsp. mobilis NRRL B-
14023 kullanmilmigtir. 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 24 saat karigtirma ya
da havalandirma yapilmaksizin 28 °C’de inkiibasyona birakilmis ve inkiibasyon
sonrasi +4 °C’de muhafaza edilmistir. Zymomonas mobilis NRRL B-14023 igin
stok besiyerinin bilesimi Cizelge 3.1°de verilmistir. Tiim inkiibasyonlar Niive EN

400 inkiibatorde gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.1 Stok besiyerinin bilegimi.

Bilesen Konsantrasyon (g/L)
Glukoz 20

Bacto Peptone 10

Maya Ekstrakti 10

3.1.2 Uretim ortanm

Levansukraz iiretimi i¢in sakkaroz igeren sentetik besiyeri kullanilmistir.
Kullanilan ag1 ortami ve liretim ortaminin bilesenleri ayni, fakat bilesenlerinin
konsantrasyonlar1 farklidir. Levansukraz iiretiminde sakkaroz konsantrasyonu
oldukg¢a onemlidir (Crittenden and Doelle, 1994; Bekers et al., 2003; Borsari et
al., 2006; Belghith et al., 2012). Uretim ortam1 i¢in kullanilan besiyeri karbon
kaynag1 olarak yiiksek konsantrasyonda (%]15) sakkaroz icermektedir. Asi

ortaminda ise mikroorganizmanin ¢ogalmasimi desteklemek amaciyla sakkaroz
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konsantrasyonu daha diisiik, organik azot kaynagi olarak kullanilan maya ekstrakti

konsantrasyonu ise daha yiiksektir (Bekers et al., 2001).

Her {iiretimden Once stok besiyerinden as1 ortamina %35 (v/v) oraninda
inokulasyon yapilmis ve as1 ortami karistirma ya da havalandirma yapilmadan 24
saat boyunca 28 °C’de inkiibe edilerek mikroorganizma ¢ogaltilmistir. As1 ortami
ve tretim ortamlari (HIRAYAMA HG-50 otoklavda) 121 °C’de 15 dakika steril
edilmistir. As1 ortami ve iliretim ortaminin bilesenleri Cizelge 3.2°de verilmistir.
Uretim ortaminin pH’s1 1 M HCl ile 5.0’a ayarlanmustir, stok besiyeri i¢in ise pH

ayarlamasi yapilmamigtir. Kullanilan tiim kimyasallar analitik safliktadir.

Cizelge 3.2 As1 ve iiretim ortamlarinin bilegimi

Bilesen As1 ortam (g/L) Uretim ortam (g/L)
Sakkaroz 50 150
Maya Ekstrakti 7.0 25
KH,PO, 25 2.0
(NH4)2SO, 1.6 2.0
MgS0,.7H,0 1.0 1.0

3.2 Yontemler

Bu tez caligmasinda bahsi gecen iiretimler ve analizler, 2 paralel ve 2 tekrar

olacak sekilde gerceklestirilmistir.

3.2.1 Statik kiiltiir ile levansukraz tiretimi

Calismanin ilk asamasinda Zymomonas mobilis NRRL B-14023 susu
kullanilarak statik kiiltiir ile levansukraz tiretimi gerceklestirilmistir. Baslangig
substrat konsantrasyonu, sicaklik, pH ve fermantasyon siiresi gibi onemli proses
parametrelerinin levansukraz {iretiminde etkilerinin belirlenmesi ve ikinci
asamada yapilacak olan optimizasyon caligmasi i¢in 6nemli oldugu belirlenen
parametrelerin - sinir  kosullarinin ~ belirlenmesi amaciyla ©6n  denemeler

gerceklestirilmistir.
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Levansukraz iiretimi ilk olarak sicaklik kontrollii inkiibatdrde calkalama
yapilmaksizin i¢erisinde 50 ml iiretim ortami bulunan 250 ml’ lik erlenlerde statik
kiiltiir olarak gerceklestirilmistir. Uretim &ncesinde stok kiiltiir ortamindan taze
kiltiir ortamina ekilen mikroorganizma 24 saat karistirma ya da havalandirma
yapilmaksizin 28 °C’de inkiibasyona birakilarak gelismesi saglanmistir. Kiiltiir
ortaminda gelistirilen mikroorganizma, fermantasyon baglangicinda aseptik

kosullarda %5 (v/v) oraninda, hazirlanan iiretim ortamlarina inokule edilmistir.

Fermantasyon siiresinin levansukraz iiretimine etkisini belirlemek i¢in 150
g/l sakkaroz igeren iiretim ortamlar1 (pH 5.0) hazirlanmis ve 30 °C sicaklikta
enzim tiretimi baglatilmistir. Fermantasyon siiresince 12 saat araliklarla 6rnek
alinarak hiicre yogunlugu (OD), biyokiitle miktari, enzim aktivitesi, protein
miktar1 ve kalan seker miktar1 belirlenmistir. Bu analizler sonrasinda levansukraz
tiretim kinetigi ¢ikartilarak enzim aktivitesinin en yiiksek oldugu fermantasyon

stiresi belirlenmistir.

Sicakligin enzim {iretimine etkisini belirlemek amaciyla diger proses
parametleri sabit tutularak 28, 30, 32, 34 ve 36 °C gibi farkli sicaklik degerlerinde
enzim Uretimi gergeklestirilmistir. Farkli sicaklik degerlerinde gerceklestirilen
tiretim sonrasinda levansukraz aktivitesinin en yiiksek oldugu tretim sicakligi

belirlenmistir.

Diger bir proses parametresi olan baslangic substrat konsantrasyonunun
levansukraz iiretimine etkisini belirlemek amaciyla 50-300 g/L arasinda sakkaroz
igeren liretim ortamlarinda enzim {iretimi gerceklestirilmistir. Enzim aktivitesinin

en yiiksek oldugu baslangic substrat konsantrasyonu belirlenmistir.

Son olarak 4.5-6.0 arasinda degisen pH degerlerindeki {iretim ortamlarinda
enzim lretimi gerceklestirilerek pH’nin enzim iiretimine etkisi incelenmistir ve
levansukraz aktivitesinin en yiiksek oldugu pH degeri belirlenmistir. Cizelge
3.3’te levansukraz iiretimine etkisi incelenen parametreler ve bu parametrelerin

degerleri verilmistir.
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Cizelge 3.3 Levansukraz iiretimine etkisi incelenen parametreler ve parametrelerin degerleri

Parametreler Degerler
Fermantasyon siiresi (saat) 12, 24, 36, 38, 60
Sicaklik (°C) 28, 30, 32, 34, 36
Baslangi¢ Substrat Konsantrasyonu (g/L) 50, 100, 150, 200, 250, 300
pH 45,5.0,55,6.0

Calismanin ikinci asamasinda ise, levansukraz iiretimine etki eden
parametrelerden  baslangic  substrat  konsantrasyonu, sicaklik ve pH
degiskenlerinin levansukraz {retimine olan lineer, kuadratik ve interaksiyon
etkileri Cevap Yiizey Yontemi (CYY) kullanilarak incelenmis ve bu
parametrelerin maksimum levansukraz aktivitesini saglayacak optimum seviyeleri
belirlenmistir. Bu amagla MINITAB Release 13.20 istatistik paket programi
kullanilarak deneme plan1 gerceklestirilmistir. Elde edilen deneysel veriler
kullanilarak matematiksel bir model olusturulmus ve elde edilen bu model

yardimiyla proses i¢in optimum kosullar belirlenmistir.
3.2.2 Uretilen levansukrazin izolasyonu

Zymomonas mobilis ile iiretilen levansukraz hiicre dist bir enzimdir (Bekers
et al., 2002) ve besiyerinden izolasyonu igin fermantasyon sonrasinda alinan
tretim ortamlart 4°C’de 6500 rpm’de 20 dakika santrifiij edilerek biyokiitle

ayrimi saglanmistir.
3.2.3 Fruktooligosakkarit (FOS) iiretimi

Zymomonas mobilis levansukraz ile FOS iiretimi Kurban (2013) tarafindan
belirlenen optimum kosullar kullanilarak gerceklestirilmistir. FOS iiretiminin
prensibi; oncelikle Zymomonas mobilis NRRL B-14023 susu ile levansukraz
enziminin Uretilmesi ve dretilen bu enzim kullanilarak FOS iiretiminin
gerceklestirilmesidir. 150 g/L sakkaroz i¢eren pH 5.0 iiretim ortaminda 30 °C’de
levansukraz ~ enzimi Uretilmis ve fermantasyon sonrasinda biyokiitle

santrifiigasyon ile ayrilmistir. Hiicre dis1 enzimi igeren ortam sakkaroz igerigi
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artirtlarak FOS iretimi i¢in kullanilmigtir. FOS iiretimi Gerhard Thermoshake
marka calkalamali inkiibatérde 100 rpm karigtirma hizinda %60 (v/v) baslangi¢
sakkaroz konsantrasyonunda 24 saat boyunca 45 °C’de gergeklestirilmistir. Sekil

3.1°de FOS iiretiminin sematik gésterimi verilmistir.

Uretim I:I Levansukraz

Ortam

Asamal. Levansulkraz Enzimi Uretimi

Enzim iiretim Ortam1

PN g i Calkalama Analiz
/ \ Enzimatik HPLC
: 4 Reaksiyon
Sakkarozlu Ortam FOs i

'
Iy I'u"’\

é Reaksiyvon Ortann
FOS i
sentezt Eramatogram

Asama2. FOS Uretimi ve Analizi

]
(e
@

Sekil 3.1 FOS iiretim basamaklar1 (Sangeetha et al., 2005)

3.3 Analiz Yontemleri

3.3.1 Biyokiitle miktari

Santrifligasyon ile iistfaz ve biyokiitle ayrimi1 yapildiktan sonra ornekteki
biyokiitle miktarinin belirlenmesi amaciyla olusan biyokiitle distile suda ¢oziiliip

50 °C’de kurutularak biyokiitle miktar1 g/L cinsinden hesaplanmuistir.
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3.3.2 Hiicre yogunlugu (OD)

Fermantasyon ortamindaki hiicrelerin yogunlugunu kontrol etmek amaciyla
fermantasyon sonrasinda 1.5 ml alinan Ornek santrifiigasyon yapilmaksizin
Thermo Scientific Genesys 10S UV-VIS spektrofotometrede 600 nm dalga
boyunda optik yogunluk degeri (OD) belirlenmistir.

3.3.3 Levansukraz enzim aktivite tayini

Levansukraz enzim aktivitesinde Ghose (1984)’un indirgen seker tayini i¢in
onerdigi DNS (di-nitro salisilik asit) yontemi modifiye edilerek kullanilmustir.
Levansukraz aktivite tayininde esas; substrat olarak sakkarozun kullanilmasiyla
enzimatik hidroliz sonucunda ag¢iga ¢ikan indirgen seker miktarinin DNS yontemi
ile belirlenmesine dayanmaktadir. Levansukraz aktivitesinin bir {initesi, standart
sartlar altinda dakikada 1 pmol indirgen sekeri aciga ¢ikaran enzim miktar1 olarak
tanimlanmistir (Yanase et al., 1992; Goldman et al., 2008). DNS yonteminin esast
ise indirgen sekerlerdeki serbest karbonil gruplarinin (C=0) varligin1 tespit
etmektir. Bununla birlikte glukozdaki aldehit grubu ile fruktozun fonksiyonel
keton gruplarmin oksidasyonunu ve 3,5-dinitrosalisilik asitin  3-amino-5-
nitrosalisilik asite indirgenmesini icermektedir. Reaksiyonda ortamdaki sekerler
3,5-dinitrosalisilik asit ile reaksiyona girerek 3-amino,5-nitrosalisilik asit
olusturmaktadir ve olusan nitroaminsalisilik asit konsantrasyonu 540 nm dalga
boyunda spektrofotometrik olarak olgiilmektedir (Kat ve Yilmazer-Keskin, 2013).
Standart denklem i¢in artan konsantrasyonlarda saf glukoz iceren standart
cozeltilerin 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 3.2). Standart grafik glukoz ile gizilerek analiz edilecek 6rnekler
0.4 — 0.7 arasinda absorbans verecek sekilde seyreltilerek DNS yontemine gore
standart denklem {izerinden glukoz konsantrasyonlar1 hesaplanmistir. Sekil 3.3’te

aktivite tayini basamaklar1 verilmistir.
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DNS Standardi

0,8
0,7
0,6
0,5 A
0,4
R —; y =2,4208x

0,2 ........... RZ = 0,998
0,1

Absorbans

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35
Glukoz Konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 3.2 Indirgen seker tayini icin kullanilan DNS standart grafigi

Ornekler igin Kér igin
0.25 ml enzim + 0.75 ml substrat 0.25 ml enzim + 0.75 ml tampon
| )
35 °C 'de 10 dakika inkiibasyon 3 ml DNS cozeltisi
| !
3 ml DNS ¢ozeltisi 100 °C'de 5 dakika inkiibasyon
} !
100 °C" de 5 dakika ink{ibasyon 1 dakika sogutma
| l
1 dakika sogutma 540 nm' de absorbans dlglim{
}
540 nm'de absorbans dlgtimi

Sekil 3.3 DNS yontemi ile levansukraz aktivite tayini basamaklar1

Sekil 3.3’de verilen enzimatik reaksiyon igin substrat olarak 0.5 M sakkaroz

¢ozeltisi ve tampon olarak 22 mM pH 5.4 sitrat-fosfat tamponu kullanilmistir.
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Enzim aktivitesi asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmstir.

Levansukraz Aktivitesi (mM glukoz/dak ) = ( ) * D * 1000

c*tx180

A: Ortalama 6rnek absorbansi — kor absorbansi
c: standart denklemden gelen katsay1
t: inkiibasyon siiresi (10 dakika)

D: enzim seyreltme orani

3.3.4 Toplam seker tayini

Levansukrazin fermantasyon ortamindan izolasyonu sonrasinda elde edilen
ist faz, icerdigi toplam seker miktarinin belirlenmesi i¢in fenol-siilfiirik asit
yontemi kullanilarak analiz edilmistir (DuBois et al., 1956). Uygun oranda
seyreltilen 1 ml st faza 1ml %5°lik fenol ¢6zeltisi ve 5 ml H,SOy ilave edilerek
fermantasyon sonrasi toplam seker miktari belirlenmistir. Okumalar 490 nm dalga
boyunda Thermo Scientific Genesys 10S UV-VIS spektrofotometrede yapilmistir.
Standart denklem i¢in artan konsantrasyonlarda saf sakkaroz ¢ozeltileri
kullanilmistir (Sekil 3.4).

Fenol-Sulfurik Asit Standardi

o
o

Absorbans

a
-
'
K
e

L
ot
A

y =0,0084x + 0,0457
01 .z R?=0,991

0 20 40 60 80 100 120

Sakkaroz Konsantrasyonu (mg/L)

Sekil 3.4 Toplam seker ve kalan seker tayini i¢in kullanilan fenol-siilfiirik asit standart grafigi
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3.3.5 Protein tayini

Fermantasyon sonrasi iist fazlarin i¢erdigi protein miktari Bradford yontemi
(Bradford, 1976) ile gergeklestirilmistir. Boya baglama temeli yontemlerin en
yaygini, Bradford tarafindan gelistirilen ve Coomassie Brillant Blue G-250
boyasinin kullanildig1 yontemdir. Bradford yonteminin esasi, organik boyalarin
asidik gruplan ile proteinlerin bazik gruplarinin (Lys, Arg) etkileserek renk
olusturmasi ve olusan rengin spektrofotometrik olarak  dlgiilmesine
dayanmaktadir. Sigir serum albiiminin (BSA), distile suda hazirlanmis 0.2 mg/ml
‘lik stok standart ¢ozeltisinden 0,05-0.25 mg/ml konsantrasyon araligi ile
hazirlanan standart grafik kullanilarak O6rnek protein konsantrasyonlari

hesaplanmaistir. Sekil 3.5°te BSA standart grafigi verilmistir.

Bradford reaktifi i¢in 100 mg Coomassie Brillant Blue (G-250 Sigma
Aldrich) %95 'lik 50 ml etanolde ¢dziilmiistiir. Uzerine 100 ml %85°lik fosforik
asit ilave edilerek son hacim distile su ile 1 L' ye tamamlanmis ve filtre edilerek
+4 °C’de muhafaza edilmistir. Absorbans okumalar1 i¢in hazirlanan boya ¢ozeltisi
1:4 oraninda seyreltilerek kullanilmaktadir. 200 pl seyreltilmis boya ¢ozeltisi
tizerine 4 ul 6rnek ilave edilerek Thermo Scientific Multiscan Go sistemde 96
kuyulu plakalarda 595 nm dalga boyunda okuma yapilmis ve standart egri

yardimiyla protein miktar1 saptanmustir.

Diyaliz sonrast 6rnegin protein konsantrasyonu ise Layne ve ark. (1957),
tarafindan belirtildigi gibi 280 nm’de Ol¢iilen absorbans degerinin ekstinksiyon
katsayist  (levansukraz i¢in £=2.262 (mg/ml).cm™) ile ¢arpilmasiyla

hesaplanmistir. Ekte 6rneklerin 280 nm’de spektrumlari verilmistir.
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BSA Standardi

0,2
v 0,15
c T
©
<00 e
o v
2 g
< 0,05 y =0,5714x + 0,0075

R2 = 0,9888
0
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3

BSA Konsantrasyonu (mg/ml)

Sekil 3.5 Protein tayini i¢in kullanilan BSA standart grafigi

3.3.6 Deneysel tasarim ve istatiksel analiz

Verilerin istatistiksel analizinde Minitab Statistical Software (Release
13.20) kullanilmistir. Levansukraz {iretiminin optimizasyonu i¢in deneysel
tasarimda kullanilan parametreler (bagimsiz degiskenler) ve bu parametrelerin
seviyeleri 6n denemeler sonucunda tespit edilmistir. Segilen parametrelerin
seviyeleri Cizelge 3.4’te verilmistir. Optimizasyon ¢alismasinda, 20 deneysel
noktadan (14 farkli kombinasyona sahip ve merkezde 6 tekrarli) olusan ve 3
degisken ile olusturulan yiizey merkezli istatistiksel tasarim (face centered
statistical design, a=1) kullanilmistir. Her deneme 2 paralel yapilmistir ve
denemelerin standart sapmasi1 0.02 ile 0.38 arasinda degismektedir. Seviyeler, 0
merkez noktast olmak tizere -1, 0 ve +1°den olusmaktadir. Her faktériin merkez

noktasindaki ger¢ek seviyesi asagidaki denklem kullanilarak hesaplanmistir.

Gergek seviye — (Yuksek seviye + Dusiik seviye)/2

Kodl deger =
oaranmis aeger (Ylksek seviye — Diisiik seviye )/2

Proses degiskenlerinin levansukraz aktivitesine etkisini tahminleyen ikinci
derece polinomiyal denklem asagida verilmistir. Burada, fo, f1, f2 .. .23 regresyon

katsayilarini, X1, X, ve Xzise bagimsiz degiskenleri ifade etmektedir.

Y =P80 + BiXy + BoXy + PaXs 4 B11XE + BoaXe + BazXi 4 B XXy +
P13X1X3 + B23XX3
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Olusturulan bu modelin deneysel verileri ne 6lclide karsiladigi varyans
analizi (ANOVA) ile belirlenmistir. Bu yontem ile her bir faktoriin lineer,
quadratik ve interaksiyon etkilerinin cevaplar iizerindeki istatistiksel onemlilikleri
%95 glivenlik seviyesinde Fischer (F testi) uygulanarak bulunmustur. Her bir etki
icin hesaplanan Fcal ile tablo Ftab degerleri karsilastirilmis ve istatistiksel olarak
onemli olmayan etkiler modelden ¢ikarilmistir. Bir model sistemin ger¢ek cevaba
uygun bir yaklasim olup olmadigia uyum eksikliginden (lack of fit) kaynaklanan
hatanin 6nemsiz olmas1 ve regresyondan kaynaklanan varyasyonun %95 giivenlik

seviyesinde dnemli olmasi kosulu ile karar verilmistir.

Cizelge 3.4 Cevap Yiizey Yonteminde incelenen parametreler ve seviyeleri

Faktorler Bagimsiz Degiskenler Degisken Seviyeleri
-1 0 +1
X1 Sicaklik (° C) 28 30 32
X5 Baslangi¢ Sakkaroz Konsantrasyonu (g/L) 100 150 200
X3 pH 45 5.0 55

3.3.7 Levansukraz enziminin saflastirilmasi

Cevap Yiizey Yontemi ile fermantasyon kosullarinin optimizasyonu
sonrasinda, optimum  kosullarda {retilen levansukraz kismi olarak
saflastirilmistir. Saflagtirmada ilk olarak (NHy4),SO,4 (amonyum siilfat) ¢oktiirmesi
yapilarak elde edilen ¢okelti yar1 gegirgen membran yardimiyla diyaliz edilmistir.
Diyaliz sonrasinda elde edilen O6rnegin aktivitesi Ol¢lilmiis ve SDS-PAGE ile
saflig1 kontrol edilmistir.

Ayrica optimum kosullarda iiretilen enzimin protein miktarin1 konsantre
etmek amaciyla {iretim sonrasi elde edilen ham ekstrakt - 40 °C’de dondurularak
liyofilize edilmistir. Liyofilize 6rnek 22 mM pH 5.4 sitrat-fosfat tamponunda
¢oziilerek aktivitesi Olglilmiis ve molekiiler boyutu SDS-PAGE ile kontrol

edilmistir.
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3.3.7.1 (NH4)2SO,4 (amonyum siilfat) ¢oktiirmesi

Enzim saflastirmanin ilk basamaklarinda daha c¢ok Ornegi deristirmeye
yonelik teknikler kullanilmaktadir. Enzim saflastirmada en ¢ok kullanilan
tekniklerden biri, yiiksek tuz konsantrasyonlarinda istenilen Ornegin
coktliriilmesidir. Genellikle proteinlerin su igerisindeki ¢oziiniirliikleri oldukca
diistiktiir ve ortama NaCl veya (NHy4),SO, gibi nétral tuzlarin ilavesi proteinlerin
ylizeyinde bulunan hidrofilik gruplarin su ile etkilesim derecesini arttirmaktadir.

(Metin ve ark., 2007).

Fermantasyon sonrasinda santrifiigasyon ile elde edilen iist faz amonyum
stilfat coktiirme denemesi i¢in kullanilmistir ve %80 doygunlukta amonyum siilfat
manyetik karistiricida 2 saat diisiik karistirma hizinda azar azar ilave edilmistir ve
amonyum siilfat ilavesi sonrasinda 6rnek karigtirma yapilmaksizin +4 °C’de gece
boyu bekletilmistir. Belirtilen kosullarda inkiibasyon sonrasinda +4 °C’de
15.000xg’de 30 dakika santrifiijlenerek iist faz ve pellet birbirinden ayrilmistir.
Olusan pellet 22 mM pH 5.4 sitrat-fosfat tamponunda ¢oziilerek diyaliz edilmistir.
Diyaliz isleminden sonra elde edilen Ornegin aktivite ve protein miktari

belirlenmis ve SDS-PAGE ile 6rnegin saflig1 kontrol edilmistir.

3.3.7.2 Diyaliz

Diyaliz islemi, iyonik ve iyonik olmayan tiim kiiglik molekiilleri
uzaklastirmak i¢in basit ve etkin bir yontemdir. Bu yontem genellikle
cozeltilerdeki tuzlart ve diger kiigiik molekiilleri ortamdan uzaklastirmakta
kullanilmaktadir. Ayrica biyolojik molekiillere zayif bir sekilde bagl olan kiiciik
iyonlar1 ve molekiilleri de bu yontem ile ortamdan uzaklastirmak miimkiindiir
(Metin ve ark., 2007). Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucunda elde edilen pellet
22 mM pH 5.4 sitrat-fosfat tamponunda ¢6ziilerek yar1 gegirgen bir membranda
(Selilloz membran, Sigma-Aldrich, MWCO-Molecular Weight Cut Off 12.000
Da, 25 mm x 16mm) 22 mM sitrat-fosfat 5.4 + 50 mM NaCl tampona kars1 gece
boyu diyaliz edilmistir.
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3.3.7.3 Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ve

molekiiler kiitle tayini

SDS-PAGE, poliakrilamid jel elektroforezinin yaygin olarak uygulanan
¢esidi olup, protein karisimlarinin 6zelliklerini belirlemek i¢in kullanilmaktadir.
Protein saflik kontroliinde ve proteinin molekiil boyutuna gore bir ayrim yapmast
nedeni ile bagil molekiil kiitlesi tayininde de kullanilmaktadir. Saflastirilan
levansukraz enziminin safligini kontrol etmek ve molekiiler kiitlesini belirlemek
amaciyla Cleaver Scientific elektroforez ftnitesinde SDS-PAGE analizi
yapilmugtir. Poliakrilamid jel elektroforezi Laemmli (1970), tarafindan gelistirilen
yonteme gore gergeklestirilmistir. Ayirma kapasitesi oldukca iyi olan bu
yontemde proteinler yiiriitiicli jele girmeden 6nce diizenleyici jelde elektroforez

tamponu ve jel arasindaki pH ve iyonik siddet yardimiyla dengelenir.

3.3.7.3.1 Orneklerinin hazirlanmasi ve elektroforeze uygulanmasi

SDS-PAGE’de ayrilacak tiim ornekler ilk olarak 4X SDS 6rnek yiikleme
boyas ile karistirilarak 100 °C’de 5 dakika kaynatilmistir. 4X boya igerisindeki
merkaptoetanol proteinin tersiyer yapisin1 bir arada tutan disiilfit baglarini
indirgemektedir. SDS ise proteini denature etmektedir. Bromofenol mavisi ise
iyonize olabilen boyadir ve elektroforezin kolay izlenebilmesi i¢in ortama ilave
edilir. Gliserol ise Ornek ¢ozeltiye yogunluk kazandirarak Ornegin jele

yerlesmesini saglamaktadir.

30 pl 6rnek 10 pl 4X boya ile karistirilip 100 °C’de kaynatildiktan sonra
%35’lik jelin her kuyucuguna 20 pl Ornek yiikklenmistir. Anot ve katot
rezervuarlarindaki Tris/glisin/SDS tamponu ile elektroforez yiiriitiilmiistiir.
Proteinlerin elektroforezinde %5’lik jelde 50 V %12’lik jelde ise 120 V akim

uygulanmistir. Kullanilan tamponlarin icerikleri asagida verilmistir.
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Cizelge 3.5 %5 ‘lik SDS-PAGE jel icerigi

% 5’lik Jel puL
Distile su 3960
1.5M Tris, pH 8.9 3000
%10 SDS 120
%30 akrilamid-bisakrilamid 4800
%10 Amonyum persiilfat (APS) 120
TEMED 4.8

Cizelge 3.6 %12 ‘lik SDS-PAGE jel igerigi

% 5’lik Jel pL
Distile su 3960
1.5M Tris, pH 8.9 3000

%10 SDS 120
%30 akrilamid-bisakrilamid 4800
%10 Amonyum persiilfat (APS) 120
TEMED 4.8

Cizelge 3.7 4X 6rnek yiikleme boyast igerigi

4X Ornek Yiikleme Boyasi mL
Distile su 3.8

0.5M Tris, pH 6.8 1.0
%10 SDS 1.6

100% Gliserol 0.8

%1 Bromofenol mavisi 0.4
Merkaptoetanol (BME) 0.95

Cizelge 3.8 SDS tamponu igerigi

SDS Tamponu
Tris baz 1519
Glisin 72 ¢
%20 SDS 25 mL

Distile su 450 mL
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3.3.7.3.2 Protein bantlarimin boyanmasi

Elektroforez sonrasinda jellerin boyanmasinda Coomassie-Brilliant Blue
yontemi kullanilmistir. Bu boyama yonteminde ise boyanin asidik pH’da
proteinlere baglanmasi esastir. Jeller, Coomassie-Brilliant Blue boya ¢ozeltisi ile

1 saat boyunca yavasca karistirilarak boyanmustir.

3.3.7.4 FOS ¢esitlerinin belirlenmesi

Z. mobilis levansukraz ile iiretilen FOS ¢esitleri Agilent 1200 HPLC cihazi
ile Bekers et al. (2000), tarafindan Onerilen yontem kullanilarak belirlenmistir.
Glukoz, fruktoz, sakkaroz standartlari i¢in asetonitril:su (85:15) ve FOS
standartlar1 i¢in asetonitril:su (70:30) mobil faz ile 1.5 ml/dakika akis hiziyla amin
(4.6mm x 250mm) kolonda (30 °C) refraktif indeks dedektdr (RID) kullanilarak

Ol¢ciim yapilmustir.

Analitik safliktaki (Merck Ltd. Almanya) glukoz, fruktoz ve sakkaroz
standartlar1 100.000 ppm stok ¢ozelti olarak hazirlanmistir ve daha sonra stok
cozeltilerden 2000 ppm, 5000 ppm, 10000 ppm’lik seriler hazirlanmis ve 20ul
enjeksiyonla bu degerlere karsilik gelen alanlar ve alikonma zamanlar

belirlenmistir.

HPLC safliktaki 1-kestoz, nistoz ve fruktofuranozilnistoz standartlari (Wako
Pure Chemicals-Japonya) 200.000 ppm stok ¢6zelti olarak hazirlanmistir. Bu stok
¢ozeltilerden 10.000 ppm, 20.000 ppm ve 40.000 ppm lik seriler olusturularak
20ul enjeksiyonla bu degerlere karsilik gelen alanlar ve alikonma zamanlari

belirlenmistir.

Levansukraz ile FOS iiretimi boliim 3.2.3’te anlatildigi gibi yapilmistir.
FOS iiretim reaksiyonundan alinan 6rnekler 1/5 kat kromatografik safliktaki su

ile seyreltilerek kolona yiiklenmis ve FOS iiretimi sonunda, tistfazda bulunan 1-
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kestoz, nistoz ve fruktofuranozilnistoz miktarlar: ise amin kolonda asetonitril:su
(70:30) mobil faz ile 1.5 ml/dakika akis hiziyla 30°C’de tespit edilmistir. Tiim

standartlar ve ornekler 0.45ul gézenekli filtreden gegirilerek cihaza verilmistir.

3.3.8 Tartim

Tim tarttm  islemleri Shimadzu marka elektronik tart1 ile

gerceklestirilmistir.

3.3.9 pH

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

yapilmistir.

3.3.10 Santrifiigasyon

Tiim santrifiij uygulamalari Hettich Universal 320 R santrifiigasyon

cihaziyla gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1 Levansukraz Enzim Uretimi Kinetigi

Statik kiltlir ile 150 g/L baslangi¢ sakkaroz konsantrasyonundaki iiretim
ortaminda (pH 5.0) 30 °C sicaklikta Zymomonas mobilis NRRL B-14023
hiicrelerinin biiyiime ve levansukraz iiretim kinetigi incelenmistir. Sekil 4.1°de
goriildiigii enzim aktivitesi logaritmik fazin baslangicinda maksimum seviyeye
ulagmistir. Enzim aktivitesi fermantasyonun baslangicinda daha diisiik diizeyde
iken, 36. saatte en yiiksek degere (10.66 mM glukoz/dak) sahip olmus ve
fermantasyonun 48. saatinden itibaren enzim aktivitesindeki diisiis devam
etmistir. Ortamdaki kalan seker miktar1 beklenildigi gibi azalmis ve baslangigta
150 g/L sakkaroz igeren iiretim ortaminda fermantasyon sonunda 74.82 g/L
sakkaroz kaldigi belirlenmistir. Ortam pH’s1 fermantasyon boyunca azalmis
baslangigta 5.0 olan pH’nin 60 saatlik fermantasyon sonunda 3.2-3.3'e diistiigi
gozlenmistir. Sekil 4.2°de zamana bagli aktivite ve protein miktar1 degisimi

incelendiginde ise levansukraz aktivitesinin en yiiksek oldugu 36. saatte protein

miktar1 da en yliksektir.
160 12
—8— Kalan seker{g/L)
—he— Aktivite (mM Glukoz/dak)
—¥%— Biyokitle (g} L 10
140 -
3
L 8 =
) N
w120 5]
= E
a G -
g 6 =3
: ES
= 100 4 gE
. L, S ¥
>
<l
80 -~
-2
4
60 T T T T T 0
0 12 24 36 48 60
Siire (h)

Sekil 4.1 Zamana bagl aktivite, biyokiitle ve kalan seker miktar1 degisimi



42

12
—— Aktivite (MM Glukoz/dak)
—&— Protein miktan (mg/mL) - 0,08
10 4
3 =
-.%; F006 E
8 ]
g s 3
z =
= :
E £
E L 004 E
] c
e S
g o
E &
4 - 0,02
2 T T T T T 0,00
0 12 24 36 48 60
Siire (h)

Sekil 4.2 Zamana bagl aktivite ve protein miktar1 degisimi

4.2 Fermantasyon Sicakhgimin Levansukraz Uretimine EtKkisi

Zymomonas mobilis ile levansukraz iiretiminde fermantasyon sicakliginin
etkisini belirlemek amaciyla 150 g/L baslangi¢ sakkaroz konsantrasyonunda (pH
5.0) 28, 30, 32, 34, 36 °C gibi farkli sicaklik degerlerinde enzim iiretimi
gerceklestirilmistir. Sekil 4.3°te goriildiigl gibi 30 °C fermantasyon sicakliginda
en yiiksek levansukraz enzim aktivitesi (11.03 mM glukoz/dak) elde edilmistir.
Ayni sicaklik degerinde protein miktari da en yiiksektir ve fermantasyon
sicakliginin - maksimum enzim aktivitesi elde edebilmek igin yapilacak
optimizasyon c¢alismasinda gbéz Oniinde bulundurulmasit gereken Onemli bir

parametre oldugu belirlenmistir.

Bekers et al. (2002), tarafindan Zymomonas mobilis 113S ile gerceklestirilen
calismada sakkaroz, maya 6ziitii ve KH,POjy4, (NH4)2SO04, MgSO,4.7H,0 igeren ve
baslangi¢c pH’s1 4.9 olan iiretim ortaminda 30 °C’de karistirma ve havalandirma

yapmaksizin levansukraz enzimi liretilmistir.



43

12 0,16
—— Aktivite [ Glukoz/dak)

—b— Protein miktar (mg/mL) - 0,14

. 10+ - 0,12
= =
3 E
] - 010 @
g £
] 5
s 87 - 0,08 £
E £
2 L 006§
s :
= o

=

6 1 - 0,04

- 0,02

4 T T T T T 0,00

28 30 32 34 36
sicakhik (°C)

Sekil 4.3 Sicakliga bagl aktivite ve protein miktar1 degisimi

4.3 Baslangi¢ Substrat Konsantrasyonun Levansukraz Uretimine Etkisi

Baslangig substrat konsantrasyonunun levansukraz iretimine etkisini
incelemek amaciyla 50, 100, 150, 200, 250, 300 g/L sakkaroz igeren iiretim
ortamlarinda Zymomonas mobilis biiyiitiilerek enzim tretimi gergeklestirilmistir.
Sekil 4.4°te goriildiigii gibi sakkaroz konsantrasyonu 50’ den 150 g/L’ye kadar
artirtldiginda  levansukraz  iiretimi  de artmaktadir. 200 g/ sakkaroz
konsantrasyonunun iizerinde enzim aktivitesinde 6nemli bir diislis gozlenmistir ve
bu diisiisiin yiiksek sakkaroz konsantrasyonunda hiicre gelisiminin yavaslamasina
bagli oldugu diisiiniilmektedir. 36. saatin sonunda en yiiksek levansukraz
aktivitesi (10.44 mM glukoz/dak) baslangi¢c sakkaroz konsantrasyonu 150 g/L
oldugunda bulunmustur. Diger baslangi¢c konsantrasyonlari olan 50, 100, 200, 250
ve 300 g/L sakkaroz igeren iiretim ortamlarinda ise fermantasyonun 36. saatinde
gbzlemlenen levansukraz aktivitesi sirasiyla 3.97, 6.17, 9.01, 8.53, 5.28 mM
glukoz/dak’dir. Bu sonuglara goére baslangic sakkaroz konsantrasyonunun en
yiiksek enzim aktivitesi elde edebilmek i¢in yapilacak optimizasyon ¢aligmasinda

g6z Oniinde bulundurulmasi gereken 6nemli bir parametre oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.4 Sakkaroz konsantrasyonuna bagli aktivite ve protein miktar1 degisimi

Birgok arastirmaci tarafindan Zymomonas mobilis ile levansukraz
iretiminde sakkaroz konsantrasyonunun o&nemli bir etkiye sahip oldugu
belirtilmistir (Crittenden and Doelle, 1994; Bekers et al., 2003; Borsari et al.,
2006; Belghith et al., 2012; Silbir ve ark., 2013).

Doelle and Greenfield (1985) tarafindan Zymomonas mobilis’in sakkaroz
konsantrasyonuna bagli olarak farkli metabolik aktivitelere sahip oldugu
belirtilmistir ve 400 g/L sakkaroz konsantrasyonuna sahip iiretim ortaminda
yiiksek miktarda (132 g/L) etanol iirettigi saptanmistir. Ayrica yiiksek sakkaroz
konsantrasyonunun levansukraz aktivitesini inhibe edici 6zelligi sahip oldugu

belirtilmistir.

Yapilan caligmalarda da goriildiigii gibi sakkaroz konsantrasyonu hem
Zymomonas mobilis bakterisi i¢cin hem de bu bakteri tarafindan iiretilen enzimin

katalizledigi reaksiyonlar i¢in dnemlidir.
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4.4 Baslangic pH sinin Levansukraz Uretimine Etkisi

Zymomonas mobilis NRRL B-14023 susu ile 150 g/L sakkaroz igeren
tiretim ortamlarinda baslangic pH’nin enzim aktivitesine etkisini belirlemek
amaciyla 30 °C’de 4.5, 5.0, 5.5 ve 6.0 gibi farkli pH degerlerinde denemeler
yaptlmistir. Elde edilen enzim aktivite degerleri Sekil 4.5’te verilmistir ve en
yiikksek levansukraz aktivitesi (11.43 mM glukoz/dak) baslangic pH’s1 5.0
oldugunda elde edilmistir. pH 4.5, 5.5 ve 6.0 degerlerinde ise enzim aktivite
degerleri sirasiyla 9.91, 9.28 ve 7.35 mM glukoz/dak olarak bulunmustur. Bu
sonuclara gore baglangic pH degerinin en yiiksek enzim aktivitesini elde
edebilmek icin yapilacak optimizasyon c¢aligmasinda goz Oniinde bulundurulmasi

gereken dnemli bir parametre oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.5 pH'ya bagl aktivite ve protein miktar1 degisimi

Esawy et al. (2013) tarafindan Bacillus subtilis NRC1 ile gergeklestirilen
calismada kati kiiltiir fermantasyon ile levansukraz iiretiminde farkli karbon

kaynaklar1 (glukoz, sakkaroz), azot kaynaklar1 (pepton, maya 6ziitii), pH, nem
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icerigi ve mineral tuzlar (KH2PO,4 (NH4),SO4) gibi ortam bilesenleri ve
fermantasyon kosullar1 arasindan levansukraz aktivitesine en etkili proses
parametresinin pH oldugu belirtilmis ve pH 8.0 iiretim ortaminda levansukraz

aktivitesi 13.81 U/g olarak belirlenmistir.
4.5 Levansukraz Uretiminin Optimizasyonu

Birgok arastirmaci tarafindan levansukraz iiretiminde pH, sicaklik ve
baslangi¢c sakkaroz konsantrasyonu gibi faktorlerin 6nemli oldugu belirtilmistir
(Crittenden and Doelle, 1994; Bekers et al., 2003; Borsari et al., 2006; Belghith et
al., 2012; Silbir ve ark., 2013).

Levansukraz iiretiminde Onemli proses parametreleri olan sicaklik,
baslangi¢ substrat konsantrasyonu ve pH’nin etkisini incelemek ve bu proses
degiskenlerinin optimum seviyelerini belirlemek igin Cevap Yiizey Yontemi
kullanilmigtir. Cevap Yiizey Yontem’inde kullanilan deneme deseni ve analiz

sonuclar1 Cizelge 4.1°de verilmistir.

Optimizasyon c¢aligmasinda Zymomonas mobilis NRRL B-14023, kiiltiir
ortaminda gelistirilmis (28 °C, 24 saat) daha sonra Cizelge 4.1’ de verilen deneme
desenindeki kosullar saglanarak levansukraz tretimi ¢alkalama yapilmaksizin

sicaklik kontrollii Niive EN 400 inkiibatorde gerceklestirilmistir.
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Cizelge 4.1 Cevap Yiizey Yonteminde kullanilan deneme deseni

FAKTORLER
Sakkaroz Konsantrasyonu Levansukraz Enzim
Sicaklik (°C) |(g/L) pH |Aktivitesi (mM Glukoz/dak)

1 32 200 5.5 7.105
2 28 200 4.5 6.82

3 28 200 5.5 5.569
4 32 200 4.5 8.436
5 28 100 5.5 4.72

6 30 150 5.5 10.625
7 32 100 4.5 7.205
8 28 150 5.0 9.202
9 30 100 5.0 9.299
10 30 150 5.0 12.3

11 30 200 5.0 10.299
12 32 150 5.0 10.642
13 30 150 5.0 12.2

14 30 150 5.0 12.283
15 28 100 4.5 5.936
16 32 100 5.5 6.063
17 30 150 4.5 11.859
18 30 150 5.0 12.3

19 30 150 5.0 12.25
20 30 150 5.0 12.35

Tasarim matrisi ve her bir terimin uyum varyans analizi (ANOVA) ile

incelenmis ve sonuclar Cizelge 4.2°te verilmistir.

Cizelge 4.2 Ikinci dereceden model denklemin istatistiksel analizi (R?= 0.994)

Kaynak SD KD Diiz. KT Diiz. KO F P
Regresyon 9 137.096 137.096 15.2328 8E+03 0.000
Lineer 3 11.508 11.508 3.8359 2E+03 0.000
ikinci Derece 3 125.545 125.545 41.8484 2E+04 0.000
Etkilesim 3 0.043 0.043 0.0142 7.60 0.006
Artik Hata 10 0.019 0.019 0.0019

Uyum eksikligi 5 0.006 0.006 0.0011 0.44 0.805
Saf Hata 5 0.013 0.013 0.0026

Toplam 19 137.114

SD: serbestlik derecesi, KT: kareler toplami, Diiz. KT: diizeltilmis kareler toplami, Diiz. KO:

diizeltilmis kareler ortalamasi
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Deneysel veriler ve tahmin edilen veriler arasindaki uyumu gosteren iligki
katsayisi (R?) degeri 0.994 olarak elde edilmistir. Bu deger; yiizey merkezli model
ile deneysel verilerin %99.4 dogrulukta agiklanabilecegini ifade etmektedir. Bu
sonu¢ 20 deneysel nokta kullanilarak elde edilen model denklemin levansukraz
enzim aktivitesi i¢in incelenen bagimsiz degisken araliginda yiiksek dogrulukta

kullanilabilirligini gostermektedir.

Cizelge 4.2 incelendiginde Regresyon i¢in F testinin %5 0nem derecesinde
anlamli oldugu (P<0.05), ayrica model ile elde edilen veriler arasindaki uyum
eksikliginin  (0.805) %5 Onem derecesinde Onemsiz oldugu (P>0.05)
goriilmektedir. Bunun anlami ise baglangi¢ substrat konsantrasyonu, sicaklik ve
pH’nin Zymomonas mobilis NRRL B-14023 hiicreleri ile levansukraz iiretimine

etkilerinin olusturulan model ile iyi bir sekilde agiklanabilecegidir.

Deneysel veriler lizerine ¢oklu regresyon analizi uygulanarak ve bulunan
regresyon katsayilar1 kullanilarak (Cizelge 4.3) yiizey merkezli tasarim igin ikinci

dereceden model denklem tiretilmis ve asagida verilmistir.

Y = 12.269 + 0.720X; + 0.501X, — 0.617X; — 2.329X2 — 2.453X2 —

1.007X2 + 0.067X1X, — 0.001X; X5 — 0.028X,X;

Y: Levansukraz enzim aktivitesi
Xj: Sicaklik

X>: Substrat Konsantrasyonu
X3: pH
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Model esiklikteki terimlere ait regresyon katsayilar1 Cizelge 4.3” te

gosterilmistir.

Cizelge 4.3 Levansukraz enzim aktivitesi i¢in tahmin edilen regresyon katsayilar1

Terim Katsayilar SH. Kat T P

Sabit 12.269 0.01489 824.216 <0.001
T 0.720 0.01369 52.612 <0.001
SK 0.501 0.01369 36.560 <0.001
pH -0.617 0.01369 -45.090 <0.001
TxT -2.329 0.02611 -89.215 <0.001
SK x SK -.2.453 0.02611 -93.926 <0.001
pH x pH -1.007 0.02611 -38.662 <0.001

T x SK 0.067 0.01531 4.406 0.001

T x pH -0.001 0.01531 -0.049 0.962

SK x pH -0.028 0.01531 -1.829 0.097

SH kat.: Standart Hata Katsayilari, SK: Substrat Konsantrasyonu, T: Sicaklik

Cizelge 4.3 incelendiginde sicaklik ve baslangi¢ substrat konsantrasyonu ile
cevap (levansukraz enzim aktivitesi) arasinda pozitif dogrusal bir etki oldugu
gorilmektedir (P<0.05). Bu sonug¢ artan substrat konsantrasyonu ve sicaklik
degerlerinde levansukraz aktivitesinin artacagini gostermektedir. P degerleri her
bir katsayinin 6nemini kontrol etmede bir ara¢ olarak kullanilmaktadir. P
degerinin daha kiiclik olmasi katsayiya iliskin korelasyonun 6nem derecesinin
daha fazla oldugunu gostermektedir. Sicaklik, en yiiksek dogrusal katsay: ile
(0.720) levansukraz enzim aktivitesi iizerine en biiylik etkiye sahiptir. Sicaklig1

sirastyla substrat konsantrasyonu (0.501) ve pH (- 0.617) takip etmektedir.

Ayn1 ¢izelge incelendiginde sicaklik, substrat konsantrasyonu ve pH’nin
cevap lizerinde negatif kuadratik etkisinin oldugu da goriilmektedir (P<0.05).
Bunun anlami artan sakkaroz konsantrasyonu, sicaklik ve pH degerlerinde
levansukraz aktivitesinin artmasi1 ve daha yliksek degerlere c¢ikilmaya devam

edildiginde levansukraz aktivitesinin azalmasidir.
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Substrat konsantrasyonu ve pH arasindaki negatif interaksiyon etkilesim,
her iki parametrede meydana gelen artiglarda levansukraz aktivitesinin artacagi,
belli bir degerde iiretimin maksimum degerine ulasacag1 ve parametrelerde daha
yiiksek degerlere cikildiginda enzim {retiminin azalacagi anlami tasimaktadir.
Benzer sekilde sicaklik ve pH arasindaki negatif interaksiyon etkilesim, her iki
parametrede meydana gelen artislarda levansukraz aktivitesinin artacagi, belli bir
degerde maksimum degerine ulasacagi ve parametrelerde daha yiiksek degerlere
cikildiginda enzim iiretimin azalacagini ifade etmektedir. Faktorler arasindan

sicaklik ve sakkaroz konsantrasyonu arasindaki etkilesimler anlamlidir (P<0.05).

Sekil 4.6, 4.7 ve 4.8’de faktorlerden bir tanesi merkezde sabit tutuldugunda,
diger iki faktdr seviyelerinin levansukraz aktivitesi lizerine olan etkileri izohips
egrileri ve ylizey grafikleri ile gosterilmistir. Sekil 4.6’da substrat konsantrasyonu
sabit iken, merkez noktaya kadar levansukraz aktivitesinin arttigi, merkez
noktadan sonra ise distiigli belirlenmistir. Sekil 4.7’de sabit pH degerlerinde,
merkez noktaya kadar levansukraz aktivitesinin arttig1, merkez noktadan sonra ise
diistiigii belirlenmistir. Sekil 4.8’de sicaklik sabit iken merkez noktaya kadar
levansukraz aktivitesinin arttigi, merkez noktadan sonra ise enzim aktivitesinin

diistiigii belirlenmistir.
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Sekil 4.6 Sabit sakkaroz konsantrasyonunda (150 g/L), sicaklik ve pH’nin izohips egrisi ve yiizey

grafigi
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Sekil 4.8 Sabit sicaklikta (30°C) substrat konsantrasyonu ve pH’nin izohips egrisi ve yiizey grafigi

Levansukraz enzim aktivitesini modellemek i¢in olusturulan ikinci derece
polinomiyal esitlik ¢o6ziilmiis ve proses i¢in belirlenen optimum kosullar
belirlenmistir. Bu optimum kosullar, sicaklik 30.3 °C (Xj), baslangi¢ substrat
konsantrasyonu 159.01 g/L (X;) ve pH 4.91 (X3)'dir ve bu kosullarda model,
fermantasyon sonunda maksimum 13.18 mM glukoz/dak enzim aktivitesi elde
edilebilecegi tahminlemistir. Bu veriler Zymomonas mobilis NRRL B-14023 susu
ile sakkaroz iceren iiretim ortaminda maksimum levansukraz aktivitesi i¢in en

uygun seviyeler olarak belirlenmistir.
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Modelin verdigi optimum kosullarda Zymomonas mobilis NRRL B-14023
susu kullanilarak sakkaroz igeren iiretim ortaminda levansukraz enzim iiretimi
gerceklestirilmis ve fermantasyonun 36. saatinde maksimum levansukraz enzim
aktivitesi (13.3 mM glukoz/dak) elde edilmistir. Bu deger modelin verdigi deger
olan 13.18 mM glukoz/dak degerine oldukc¢a yakin bir degerdir.

Levansukraz iiretimi {izerine bir¢ok calisma yapilmis olmasina ragmen
matematiksel yontemlerle enzim iiretiminin optimize edildigi az sayida calisma
bulunmaktadir (Gongalves et al., 2013) ve literatiirde yer alan g¢alismalarda

agirlikli olarak enzim tarafindan tiretilen levan biyopolimeri optimize edilmistir.

Bacillus subtilis natto CCT7712 ile substrat konsantrasyonu, pH ve
karistirma hizinin levansukraz iiretimi ve levan olusumuna etkisi incelenmis ve bu
parametrelerin ~ optimizasyonu  Cevap  Yiizey Yontemi  kullanmilarak
gerceklestirilmistir. 300 g/L sakkaroz igeren iiretim ortaminda (pH 7.5), 160 rpm
karigtirma hizinda en yiiksek levansukraz aktivitesi (8.53 U/ml) ve levan iiretimi

elde edilmistir (Gongalves et al., 2013).

Silbir ve ark. (2014), tarafindan Zymomonas mobilis subsp. mobilis NRRL
B-14023 ile gergeklestirilen calismada kesikli sistemde levansukraz enzimi
tarafindan tretilen levan lretiminin optimizasyonu i¢in Cevap Yiizey YOntemi
kullanilmig ve maksimum levan konsantrasyonu olan 40.2 g/L levana 299.1 g/L
baslangi¢ sakkaroz konsantrasyonu, 42.3 saat inkiibasyon siiresi ve baslangic pH

degeri 6.0 ile ulasildig1 bildirilmistir.

Esawy et al. (2013), tarafindan Bacillus subtilis NRC1 ile yapilan ¢alismada
kat1 kiiltiir fermantasyon ile levansukraz iiretiminde Cevap Yiizey Yontemini
kullanarak enzim aktivitesi optimize edilmistir. Optimizasyon caligmalari iki
asamada gerceklesmis ve ilk olarak ortam bilesenleri ve fermantasyon
kosullarindan en etkili parametreler belirlenmis ve ikinci asamada 6nemli oldugu
belirlenen parametreler kullanilarak matematiksel olarak enzim tiretimi optimize
edilmistir. 60 g/L sakkaroz konsantrasyonunda pH 8.0 iiretim ortaminda en

yiiksek levansukraz aktivitesi 170 U/g olarak belirlenmistir.
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4.6 Zymomonas mobilis Levansukraz ile FOS Uretimi

Kurban (2013) tarafindan Zymomonas mobilis NRRL B-14023 susu
kullanilarak {tiretilen levansukraz enzimi ile FOS iiretimi i¢in optimum kosullar
belirtilmistir. Belirtilen optimum kosullar dikkate alinarak levansukraz enzimini
iceren ortam sakkaroz konsantrasyonu (%60 v/v) istenilen araliga getirilerek 100
rpm karigtirma hizindan ve 45 °C‘de sicaklikta 24 saat inkiibasyon sonrasinda
FOS {iretimi gergeklestirilmistir. Enzim tarafindan iiretilen FOS c¢esitleri yiiksek
performans s1vi kromatografisi ile belirlenmistir. HPLC analizinde kullanilan FOS
standartlar1 (Cizelge 4.4, Cizelge 4.5) ve optimum kosullarda iretilen FOS
cesitleri (Cizelge 4.6) verilmistir. Sekil 4.10 incelendiginde 1-kestoz standardinin
alikonma zamani 6.38 dakika olarak bulunmus ve Sekil 4.11°de ise 5 kat
seyreltilmis Ornek i¢in  6.30 uncu dakikada gelen pikin 1-kestoz oldugu
belirlenmistir. Alikonma zamanlar1 arasindaki farkin standartlar ve 6rnekler igin
kullanilan mobil fazdaki asetonitril:su oraninin farkli olmasindan kaynaklandigi

diistiniilmektedir.

RID1 A, Refractive Index Signal (LVNSKRZ\11121522.D)
nRIU |
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Sekil 4.9 Glukoz, fruktoz ve sakkaroz standartlar1 (mobil faz asetonitril:su (85:15))

Cizelge 4.4 Glukoz, fruktoz ve sakkaroz standartlarinin alikonma zamanlari

Standartlar Alikonma zamam (dakika)
Glukoz 3.92
Fruktoz 421

Sakkaroz 491
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RID1 A, Refractive Index Signal (LVNSKRZ\11121510.0)
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Sekil 4.10 1-kestoz, nistoz ve fruktofranozilnistoz standartlar1 (mobil faz asetonitril:su (70:30))

Cizelge 4.5 1-kestoz, nistoz ve fruktofranozilnistoz standartlarinin alikonma zamanlari

nRIU

‘ 300000

250000

Standartlar Alikonma Zamani (dakika)
1-kestoz 6.38
Nistoz 8.21
Fruktofuranozilnistoz 10.65

RID1 A, Refractive Index Signal (LVNSKRZS\15121505.0)
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Sekil 4.11 Zymomonas mobilis levansukraz tarafindan tretilen 1-kestoz

(mobil faz asetonitril:su (70:30)) ornek 1/5 kat seyreltilerek kolona verilmistir.

min
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Cizelge 4.6 Zymomonas mobilis levansukraz tarafindan tiretilen FOS g¢esitleri ve alikonma

zamanlart
Standartlar Alhikonma zamam (dakika)
Glukoz 3.812
Fruktoz 4.063
Sakkaroz 4.712
1-Kestoz 6.288

Bekers et al. (2003), tarafindan yapilan ¢alismada Zymomonas mobilis 113
S susuyla {irettikleri levansukraz enzimi ile FOS firetimi gergeklestirmislerdir.
Calismada, 25 °C sicaklikta ve %15 sakkaroz konsantrasyonunda enzimin FOS
tretmedigi fakat %70 seker konsantrasyonu ve 45 °C sicaklikta yiiksek
verimlilikte (%31) FOS iirettigi gézlemlenmistir.

Bekers et al. (2002), Zymomonas mobilis ile iirettikleri levansukraz enzimini
kullanarak sakkaroz surubundan %22-32 verimlilikte 1-kestoz, 6-kestoz, nistoz ve
fruktofuronozilnistoz gibi FOS'lar1 liretmis ve elde edilen bu FOS cesitlerinin

diistik kalorili prebiyotik kaynagi olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Goldman et al. (2008), tarafindan yapilan ¢aligmada E.coli ‘de rekombinant
olarak tretilen Zymomonas mobilis levansukraz kullanilarak FOS iretimi
gerceklestirilmistir. Uretilen FOS’lar ince tabaka kromatografisi ve yiiksek

performans iyon degisim kromatografisi ile kestoz ve nistoz olarak belirlenmistir.

4.7 Zymomonas mobilis Levansukrazin Saflastiriimasi

Zymomonas mobilis NRRL B-14023 ile optimum kosullarda {iretilen
levansukraz enzimi, saflastirma islemlerinde yaygin olarak kullanilan amonyum
stlfat (% 80) ile ¢oktiiriilmiis ve olusan pellet 22 mM pH 5.4 sitrat-fosfat
tamponunda ¢oziilerek 12 kDa por ¢apina sahip membran kullanilarak 22 mM

pH5.4 sitrat-fosfat+50 mM NaCl iceren tamponda diyaliz edilmistir. Diyaliz
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isleminden sonra 6rnegin aktivite ve protein miktari belirlenmistir. Cizelge 4.7’de
saflagtirilan levansukraz enziminin aktivite ve protein miktarlar1 verilmistir.
Cizelge 4.7°de goriildigi gibi Zymomonas mobilis levansukraz enzimi diyaliz

sonrasinda % 36.38’lik bir aktivite verimi ile saflastirilmistir.

Cizelge 4.7 Levansukraz enziminin kismi saflagtirma sonuglari

Asama Aktivite (mM glukoz/dak) Protein (mg/mL)  Aktivite verimi (%0)
Ham ekstrakt 9.95 0.037 100
Diyaliz sonrasi 3.62 0.762 36.38

Saflagtirilan  enzimin safligim1  kontrol etmek ve molekiil kiitlesini
belirlemek, saflagtirilan enzimi ham ekstrakt ile kiyaslamak i¢in SDS-PAGE
analizi yapilmustir. Sekil 4.12°de SDS-PAGE jel goriintiisiinde gortildiigii gibi
diyaliz sonrasi enzim ham ekstrakta kiyasla daha belirgin ve homojen bir bant
vermektedir. Enzimin molekiil agirhig yaklasik 48 kDa olarak belirlenmistir.
Yapilan diyaliz islemi sonrasinda baglangica gore enzim aktivitesinde 6nemli bir
diistis meydana gelmesine ragmen SDS-PAGE ile belirgin bir protein bandi
gbzlenmistir. Diyaliz sonrasinda enzim aktivitesinde ciddi bir azalma olmasinin
diyaliz tamponunda kullanilan NaCl ‘den kaynaklandig: diistinilmektedir. Vigants
et al. (2003) tarafindan Zymomonas mobilis ile gergeklestirilen c¢alismada
iirettikleri hiicre dis1 levansukraz enzimini saflastirmada tire, Tween 20 ve NaCl
gibi farkli ajanlar kullanmiglardir ve 0.5 M NaCl varliginda enzim aktivitesinde

diisiis oldugu ve en diisiik enzim aktivitesi elde edildigi belirtilmistir.

Goldman et al. (2008) tarafindan yapilan ¢alismada Zymomonas mobilis
levansukraz E. coli hiicrelerinde sitoplazmik olarak ¢6ziiniir halde iretilmis ve
rettilen rekombinant protein saflastirilmistir, enzimin molekiil agirhigr SDS-
PAGE ile yaklasik 46.7 kDa olarak belirlenmistir. Ayn1 ¢calismada pH 7.4 fosfat
tamponunda dimerik yapida elde ettikleri proteinin pH azaldik¢a (pH 5.0-6.0)
yiksek molekiiller agirlikli oligomerlere doniistiigli  gosterilmistir. Bu
oligomerlerin fibril yapida levan sentezleyebilen aktif enzimler oldugunu ve
fibrillerin pH yiikseldikge tekrar dimerlere dontiserek levan aktivitelerini

kaybettigi  belirtilmistir. Diyaliz sonras1 enzim aktivitesindeki diisilislin
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levansukrazin pH degisimine bagli olarak levan ile oligomerik yap1
olusturmasindan dolay: substratin enzimin aktif bolgesine yerlesemedigi boylece

aktivitesinin diistigii 6ngoriilmektedir.

Sekil 4.12°deki SDS-PAGE jel goriintiisii incelendiginde ise 50 kDa
boyunda amonyum siilfat sonrasi elde edilen pellet ile bir bant olusumu
goriilmemesine ragmen diyaliz sonrasinda yaklasik 48 kDA civarinda belirgin bir
protein banti olusmustur ve bu olusan bantin literatiirde belirtilen molekiil agirligi
civarinda oldugu ve levansukraz enzimine ait oldugu diisiiniilmektedir. Amonyum
siilfat sonrasi elde edilen pellet yaklasik 70 kDa civarinda bir bant olusumu
vermistir fakat elektroforezde yiiksek tuz konsantrasyonlarinda dogru sonuglarin
elde edilmesi zordur. Amonyum siilfat presipitasyonu sirasinda oligomerik levan-
levansukraz enzim kompleksi olustugu disiiniilmekte ve bu kompleksin
elektroforez baslangicinda 3 numarali kuyuya giremeyen kisim oldugu

distiniilmektedir.

Sekil 4.12 SDS-PAGE jel goriintsii 1. L: Protein ladder 1: Ham enzim ekstrakti

2: Amonyum siilfat sonras1 3: pellet 4: Diyaliz sonrasi saflagtirilmis enzim

Ayrica optimum kosullarda iiretilen enzimin protein miktarini konsantre
etmek amaciyla lretim sonrasi elde edilen ham ekstrakt liyofilize edilmis ve
liyofilizasyon sonrasinda proteinin molekiiler boyutu SDS-PAGE ile kontrol
edilmistir. Sekil 4.13’te liyofilize edilen ham enzim ekstraktinin SDS-PAGE jel
goriintlisi verilmistir. Sekil 4.12°deki jel goriintiisii incelendiginde yaklagik 48
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kDa civarinda fermantasyon sonrasit ham ekstrakta gore (1. 6rnek) daha belirgin
bir protein band1 gézlenmektedir. Buna ek olarak liyofilizasyon sonrasinda kuru
enzim Ornegi 100 kat konsantre olacak sekilde 22 mM pH 5.4 sitrat-fosfat
tamponunda ¢oziilmiis ve aktivitesi 39.55 mM glukoz/dak olarak bulumustur.
Boylece enzimin liyofilizasyon sonrasinda aktif oldugu belirlenmis ve uzun
vadede liyofilizasyon sonrasinda Ornegin uygun saflagtirma yontemleri ile

saflastirilmast 6ngdriilmiistiir.

70 kDa
50 kDa

Sekil 4.13 SDS-PAGE jel goriintiisii 2. L: Protein ladder 1, 2, 3: Liyofilize 6rnekler
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5. SONUC

Bu ¢alismada Zymomonas mobilis B-14023 susu kullanilarak, statik kiiltiir
ile levansukraz enzim iiretimi gergeklestirilmistir. Uretilen enzim kullanilarak
FOS f{retilmistir, optimum kosullarda {iretilen enzim saflastirilmis ve molekiil

agirlig belirlenmistir.

Ilk asamada Zymomonas mobilis NRRL B-14023 susu kullanilarak
levansukraz iiretimi yapilmis ve baslangi¢c substrat konsantrasyonu, sicaklik, pH
ve fermantasyon siiresi gibi dnemli proses parametrelerin enzim iiretimine etkisi

incelenmistir.

Baglangic substrat konsantrasyonunun levansukraz {iretimine etkisi
incelendiginde en yliksek levansukraz aktivitesi olan 10.44 mM glukoz/dak
degeri, 150g/L baslangi¢ substrat konsantrasyonu igeren ortam kullanilarak elde
edilmistir. Daha yiliksek substrat konsantrasyonlari kullanildiginda elde edilen
levansukraz  aktivitesi azalmistir. Boylece yliksek baslangic  substrat
konsantrasyonlarinin levansukraz aktivitesini inhibe edici etkisi oldugu
belirlenmistir. Fermantasyon sicakliginin enzim aktivitesine etkisi incelendiginde
en yiiksek levansukraz aktivitesi 30 °C sicaklik degerinde 11.03 mM glukoz/dak
olarak bulunmustur. pH’nin etkisini belirlemak amaciyla yapilan denemeler
sonucunda en yiiksek levansukraz aktivitesi pH 5.0 iiretim ortaminda 11.43 mM

glukoz/dak olarak belirlenmistir.

Calismanin ikinci asamasinda ise fermantasyon sicakligi, pH ve substrat
konsantrasyonu levansukraz enzim aktivitesine etkilerinin incelenmesi igin
secilmis ve bunun i¢in Cevap Yiizey Yontemi kullanilmistir. Bu ii¢ degiskenin
levansukraz aktivitesine lineer, kuadratik ve interaksiyon etkileri Cevap Yiizey
Yontemi ile belirlenmistir. Bulunan model, proses degiskenlerinin etkilerini
yeterli dilizeyde aciklayabilmistir. Cevap Yiizey YoOnteminin uygulanmasi
sirasinda secilen fermantasyon sicakligi, substrat konsantrasyonu ve pH araliklar
icin yiizey merkezli tasarim kullanilmistir. Segilen tasarim i¢in deney modeli
olusturulmus ve modelin belirledigi 20 noktada deney yapilmistir. Deneysel

veriler kullanilarak ikinci dereceden model denklem elde edilmis ve bu esitlik
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kullanilarak 20 deney noktasi i¢in levansukraz enzim aktivitesi hesaplanmistir.
Tasarimm R? degeri 0.994 olarak belirlenmis olup bu deger deneysel verilerin
elde edilen model denklemde % 99.4 dogrulukla aciklanabilecegini ifade
etmektedir. Levansukraz iiretiminde optimum parametrelerin  hesaplanmasi
amaciyla yiizey merkezli tasarima ait regresyon katsayilar1 kullanilarak 3 degisken
(fermantasyon sicakligi, pH ve substrat konsantrasyonu) i¢in matris ¢dziimlemesi
yapilmistir. Yapilan ¢éziimleme sonucunda optimum fermantasyon sicakligr 30.3
°C, pH 4.91 ve substrat konsantrasyonu 159.01 g/L olarak bulunmustur. Modelin
bu degerler ile iiretim igin tahminledigi maksimum levansukraz aktivitesi 13.18
mM glukoz/dak iken, iiretim sonucunda 13.3 mM glukoz/dak levansukraz enzim
aktivitesi elde edilmistir. Optimizasyon oncesi elde edilen en yiiksek levansukraz
aktivitesi 11.43 mM glukoz/dak iken, optimizasyon sonrasi levansukraz
aktivitesinin 13.3 mM glukoz/dak degerine ulagsmasi Cevap Yiizey YoOnteminin
levansukraz aktivitesinin optimizasyonunda basarili bir sekilde kullanilabilecegini
gostermektedir. Zymomonas mobilis kullanilarak iiretilen levansukraz enzimi FOS
iretiminde kullanilmigtir. Enzimin yiiksek sakkaroz konsantrasyonunda (%60 v/v)
ve 45°C yiiksek sicaklik degerinde transfruktosilasyon aktivitesi ile 1-kestose
irettigi belirlenmistir. Ayrica optimum kosullarda iiretilen enzim saflagtirilmis ve
saflagtirilan enzimin molekiil agirligi SDS- PAGE ile yaklasik 48 kDa olarak

belirlenmistir.

Son yillarda stabilizator, emiilgator, kivam artirict 6zellikleri ile gidalarda
kullanimi miimkiin olan levan ve fonksiyonel gida katkisi olarak kullanilan
FOS’lar iireten levansukraz enziminin 6nemi giderek artmaktadir. Levansukraz
enziminin mikrobiyal biyoprosesler ile iretilmesi, bu enzimin bir¢ok alanda
kullaniminmi gelistirilebilecegi ve farkli uygulamalar i¢in yeni ¢aligmalar1 tesvik

edecegi diisliniilmektedir.

Literatiirde Zymomonas mobilis levansukraz iiretimi iizerine yapilan birgok
caligma olmasina ragmen fermantasyon kosullarinin en yiiksek enzim aktivitesi
icin matematiksel yontemlerle optimize edildigi ¢calisma bulunmamaktadir. Bu tez
projesinde sicaklik, baslangi¢ substrat konsantrasyonu ve pH gibi fermantasyon
kosullarina bagli olarak farklt metabolik aktivite gdsteren hem Zymomonas

mobilis bakterisi hem de levansukraz enzimi igin elde edilen optimizasyon
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sonuglar1 literatiire kazandirilacak olup ayrica saflastirilan enzimin molekiil
agirligr belirlenmistir. Saflagtirma islemleri sonrasinda elde edilen sonuglarin
enzimin ileri diizeyde biyokimyasal karakterizasyonu i¢in temel bir basamak

olusturacagi diisiiniilmektedir.
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