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OZET

Zymomonas mobilis ile Levan Uretimi ve Uretim Parametrelerinin

Optimizasyonu

Silbir, Mehmet Selim

Yiiksek Lisans Tezi, Gida Miihendisligi Bolimii
Tez Danismani: Prof. Dr. Yekta Goksungur

2013, 64 sayfa

Levan, fruktoz tinitelerinin B-2,6 baglariyla baglanmasindan olusan bir
fruktoz polimeridir. Bu c¢alismada, Z. mobilis suslar1 ile sentetik ortam
kullanilarak levan iiretimi gergeklestirilmis ve en yiiksek levan iireten sus olan Z.
mobilis subspecies mobilis NRRL B-14023 ile levan biyosentezi lizerine baslangic
seker konsantrasyonu, siire, sicaklik, karigtirma-havalandirma, pH ve farkli azot
kaynaklarinin etkileri incelenmis, bunlardan; baslangic seker konsantrasyonu
(250-350g/L), fermentasyon siiresi (24-48 saat) pH’nin (4.5-5.5) levan iiretimine
etkilerini incelemek ve bu parametrelerin optimum seviyelerini belirlemek

amaciyla Cevap Yiizey Yontemi (CYY) kullanilmustir.

Seker konsantrasyonu, inkiibasyon siiresi ve pH’nin levan biyosentezi
tizerine 6nemli bir etkiye sahip, regresyon modelinin 6nemli (P<0.05) ve modelin
matematiksel uygunsuzlugundan kaynaklanan hatanin 6nemsiz (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 299.11 g/L baslangic seker
konsantrasyonunda, 42.34 saat inkiibasyon siiresinde ve pH 6’da, modelin
tahminledigi deger 42.6 g/L iken iiretim sonunda 40.2 g/L konsantrasyonunda

levan elde edilmistir.
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Zymomonas mobilis NRRL B-14023 hiicreleri Ca-aljinat boncuklarinda
immobilize edilmis ve dolgulu yatak biyoreaktdrde siirekli sistemde levan tiretim
denemeleri gergeklestirilmistir. En yiiksek levan tiretimi, seyreltme hizinin 0.14h™
oldugu denemede 31.8 g/L olarak ve verimlilik 4.45 g L™ h™ olarak bulunmustur.
En yiiksek verimlilik (6.55 g L™ h™) ise seyreltme hiznin 0.22 h™ ve levan

tiretiminin 29.8 g/L oldugu denemede elde edilmistir.

Anahtar sozciikler: Levan, mikrobiyal polisakkarit, Zymomonas mobilis,
Optimizasyon, Immobilizasyon, Levansiikraz, Cevap Yiizey Yontemi, Dolgulu

Yatak Biyoreaktor
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ABSTRACT

Production of Levan by Zymomonas mobilis and Optimization of Process

Parameters

Silbir, Mehmet Selim

Msc. In Food Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Yekta Goksungur

2013, 64 pages

Levans are microbial fructose polymers with g- (2,6) linked fructose
polymers. In this study, the production of levan from synthetic medium by Z.
mobilis subspecies mobilis NRRL B-14023 and the effects of initial sugar
concentration, fermentation time, temperature, agitation-aeration, pH and different
nitrogen sources on levan production was investigated and Response surface
methodology was used to investigate the effects and optimum levels of three
selected parameters; initial sugar concentration, (250-350 g/L ), fermentation time
(24-48 hour) and pH (4.5-5.5) on levan production.

Initial sugar concentration, fermentation time and pH had a strong linear
effect on levan concentration. 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 levan concentration of 40.2 g/L was obtained when the
predicted value was 42.6 g/L at the optimum levels of process variables (initial
sugar concentration 299.11 g/L, fermentation time 42.34 hour, pH 6) . These

values were obtained by fitting of the experimental data to the model equation.

The production of levan by Zymomonas mobilis subspecies mobilis NRRL
B-14023 immobilized in Ca-alginate beads in packed bed bioreactor was studied
using continous fermentation system. The highest levan concentration (31.8 g/L)

was obtained at a dilution rate of 0.14 h-1 with a productivity rate of 4.45g L™ h*
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And the highest productivity value (6.55 g L™ h™), was obtained at a dilution rate
of 0.22 h™ with a levan production rate of 29.8 g/L.

Key words: Levan, microbial polysaccharide, Zymomonas mobilis, Optimization,

Immobilization, Levansucrase, Response Surface Methodology, Packed Bed
Bioreactor
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1.GIRIS

Levan, D-fruktofuranozillerin B-2-6 baglariyla baglanan ve -2-1 baglarinda
dallanmalar yapmasiyla olusmus suda ¢oziiniir 6zellik gdsteren bir polisakkarittir.
Levan dogada bitkilerde, mayalarda, kiiflerde ve bakterilerde belirli oranlarda
bulunmaktadir (Jang et al., 2002). Levan bazi otlarda (Dactylis glomerata, Poa
secunda, and Agropyron cristatum) depo karbonhidrati olarak bulunurken
(Pollock and Cairns, 1991), bugday, arpa, kif (Aspergillus sydawi and A.
versicolor) ve mayalarda da iz miktarda bulunmaktadir (Han, 1990). Levan ayrica
hiicre dis1 polisakkarit olarak Aerobacter levanicum, Bacillus licheniformis,
Bacillus polymyxa, Corynebacterium laevaniformans, Pseudomonas aureofaciens,
ve Zymomonas mobilis gibi mikroorganizmalar tarafindan da iiretilebilmektedir
(Emnova et al., 2009; Takeshita, 1973; Dias and Bhat, 1962;.Han and Clarke,
1990; Ghaly et al., 2007; Ananthalakshmy and Gunasekaran, 1999). Diger
mikrobiyal polisakkaritler gibi levan polimeri de fermantasyon yoluyla kontrollii
miktarlarda ve mevsimsel degisikliklerden etkilenmeden {retilebilmektedir.
Mikrobiyal levanin bitkisel levanlardan farki daha uzun molekiiler zincirlere sahip
olmalaridir. Bitkisel levanlar 8-10 fruktoz igeren zincirden olusmakta iken
mikrobiyal levanlar 1000-2000 molekiilden olusan zincir uzunluguna sahip
olabilmektedirler. Bu ¢alismada kullanilan mikroorganizma Zymomonas mobilis
subspecies mobilis isimli Gram-negatif bir bakteridir ve bu bakteri glikoz, fruktoz
ve sakkarozu Entner-Doudoroff yoluyla metabolize eder (Sturzoiu, et al., 2012).
Entner- Doudoroff yolunu kullanan bakteri glikolizden veya pentoz fosfat
yolundan(PPP) farkli bir dizi enzim kullanarak glikoz ve piirivatin katabolize
olmasini saglar. Buna ragmen birgok bakteri enerji metabolizmasinda glikoliz ve
pentoz fosfat yolunu kullanir. Bu metabolizma yolu ilk kez 1952’de Michael
Doudoroff(1911-1975) ve Nathan Entner tarafindan kesfedilmistir (Entner and
Doudoroff, 1952).

Kimyasal yap1 olarak temelde B-2,6 glikozidik baglariyla baglanmis fruktoz
iinitelerinden olugsan bir polimer olan levan biyopolimeri, biyolojik olarak
pargalanabilen, yaga direngli, oksijen gecirmeyen ve toksik olmayan bir yapi1

gostermekte ve suda da ¢oziinebilmektedir (Bekers et al., 2005).



Levan polimerine karsi son yillarda artan ilginin en 6nemli nedenlerinden
biri de iyi film olusturma 6zelligi nedeniyle gida maddelerinin paketlenmesinde
ve kaplanmasinda kullanilabilmesidir. Gidanin tiiketiciye sunumu sirasinda
giday1, besin degeri, mikrobiyal kalite acisindan korumak gibi fonksiyonel
ozelliklere sahip ve direk olarak iiriin ile birlikte tiiketilebilen yenilebilir filmlerin

iiretiminde levan biyopolimeri de 6nemli alternatifler arasinda yer almaktadir.

Levan, yenilebilen film iiretimi disinda aroma maddelerini mikro enkapsiile
edici ajan olarak, su ile bulamag¢ haline getirilerek yapistirict olarak, kivam
arttirict ve stabilize edici ajan olarak ilag tabletlerinde de kullanilabilmektedir

(Han, 1990).

Cevap ylizey yontemi (Response Surface Methodology) ise proseslerin
gelistirilmesi ve optimizasyonu icin gerekli matematiksel ve istatistiksel
tekniklerin bir arada kullamildig1 bir yontemdir. Bu yontem ile parametrelerin
prosese olan etkileri incelenmekte ve bu parametrelerin optimum seviyeleri
belirlenmektedir (Myers and Montgomery, 1995). Bu yontem son yillarda
biyoteknoloji alaninda degisik faktdrlerin {iriin iiretimine etkilerini agiklayan
modellerin olusturulmasinda kullanilmaktadir (Liu et al., 2010; Goksungur, 2004).
Bu metodun avantajlari ise; daha az deney ile daha fazla bilgi elde edilebilmesi ve
birden ¢ok parametreyi ve interaksiyonlarmin etkilerini birlikte inceleme firsati
sunmasidir. Bu metotta deneysel veriler matematiksel modeller olusturmakta
kullanilmakta, elde edilen model ile proses icin optimum kosullar

belirlenmektedir (Urkiit, 2007).

Immobilizasyon, aktif olan enzim veya hiicrelerin bir destek maddesi
icerisinde veya iizerinde tutuklanmasi islemidir. Bir baska deyisle, aktif olan
enzim veya hiicrelerin hareketli sivi fazdan fiziksel olarak substrat ve iiriin
molekiillerinin fazlar arasinda yer degistirebilecegi sekilde ayrilmasidir (Kierstan
and Coughlan, 1985; Rosevar,1984). Immobilize hiicrelerin baslica avantajlari;
tekrar tekrar kullanilabilmeleri, siirekli sistemlerde de kullanilabilmeleri ve
hiicrelerin stabilitesini arttirmasidir. Ca-aljinatta tutuklama yontemi ise basitligi

ve biyokatalizore zarar vermemesi nedeniyle enzimlerin immobilizasyonunda



siklikla kullanilan bir yontemdir (Roy and Gupta,2004; Rajagopalan and Krishan,
2008).

Bu c¢ahsma iki asamada gerceklestirilmistir. ik asamada {ic farkli
Zymomonas mobilis susu (Zymomonas mobilis subspecies mobilis B-806, B-
14023, ve B-14234) kullanilarak levan tiretimi yapilmis ve bu suslar arasindan en
yiiksek levan tiretimini ger¢eklestiren Zymomonas mobilis subspecies mobilis B-
14023 susu calismanin ileriki asamalar1 i¢in secilmistir. Secilen Zymomonas
mobilis subspecies mobilis B-14023 susu ile levan iiretiminde baslangi¢ substrat
konsantrasyonu, farkli azot kaynaklari, sicaklik, pH, calkalama ve siire

parametrelerinin levan {iretimine etkileri incelenmistir.

Calismanm ikinci asamasinda levan iiretimi iizerine en fazla etkiye sahip
oldugu belirlenen ii¢ parametrenin (fermantasyon siiresi, pH ve baslangic substrat
konsantrasyonu) levan iiretimine dogrusal, interaksiyon ve kuadratik etkileri
cevap ylzey yontemi (CYY, RSM) ile incelenmis ve bu yontem ile bir
matematiksel model olusturularak optimum seviyeleri bulunmustur. Zymomonas
mobilis subspecies mobilis B-14023 hiicreleri Ca-aljinatta immobilize edilmis
dolgulu yatak biyoreaktor ile belirlenen optimum seviyelerde siirekli sistemde

levan tiretimi gergeklestirilmistir.

Yiiksek yarayishlik ve kullanim alaninda yiiksek cesitlilige sahip olan levan
polimerinin iiretimi biyoteknolojik bir prosesle gerceklestirilmistir. Levan
iiretiminde substrat olarak sakkaroz igeren sentetik bir besi yeri kullanilmasi
nedeniyle hammadde maliyetinin yiiksek olacagi Ongoriisiiyle, {iretim
parametrelerinin  optimizasyonu  ile  iretimin  verimlilestirilmesi  ve
ekonomiklestirilmesi amaglanmistir. Ayrica c¢alisma kapsaminda Zymomonas
mobilis ile dolgulu yatak biyoreaktor ile siirekli sistemde levan iiretimi
gerceklestirilmis ve literatlirde benzer bagka ¢aligma bulunamamistir. Bu sebeple,

tez calismasinin yapilacak diger ¢alismalara dncii olacag: diisiiniilmektedir.

Bu calisma, TOVAG 110 O 079 nolu TUBITAK projesinin bir pargasi

olarak yiiriitiilmiistiir.



2.LITERATUR OZETi

2.1 Levamn Yapisi Ve Ozellikleri

Levan polimeri, fruktozun dogal bir homopolimeri olup fruktoz iinitelerinin
B-2-6 ve B-2-1 baglariyla baglanmasiyla olusmaktadir. Polimer B-2-1 baglarinda
dallanma yapmaktadir (Arvidson et al., 2006). Sekil 1°de levanin molekiiler yapist

goriilmektedir.

(a) Levan
CHQDH

HOHE _On_ H |HonS® o~ H
0 c c
—o0 Chz
H  HO N\ OH H OH H )

Glikoz Fruktofuranozil birimleri
molekiilii B(2-6) baglan

Sekil 2.1. Levanin molekiiler yapisi

Levanin bitkilerden elde edileninin ortalama molekiil agirligir 2000-33000
Da arasinda iken, bakteriyel levanin molekiil agirlig1 ise bitkilerden elde edilen
levandan daha fazladir ve 2x10°-100x10° Da arasindadir (Arvidson et al., 2006).
Levanin molekiil agirligi ve dallanma derecesi Tlretimi gergeklestiren

mikroorganizmalara bagli olarak da degismektedir.

Mikrobiyal levan sakkaroz igeren iiretim ortamlarinda, Bacillus subtilis,
Bacillus polymyxa, Aerobacter levanicum, Streptococcus sp., Pseudomonas sp.,
Corynebacterium  laevaniformans,  Zymomonas  mobilis  gibi  ¢esitli
mikroorganizmalar tarafindan tretilmektedir(Bergey et al., 1989). Cizelge 2.1°de

levan iireten baz1 mikroorganizmalar gosterilmektedir.



Cizelge 2.1 Levan iireten mikroorganizmalar (Ghaly et al., 2007)

Mikroorganizma Adi Verim

Acetobacter acetigenum

Acetobacter pasteurianus

Actinomyces viscosus 0.0245
Achromobacter sp.

Aerobacter aerogenes

Aerobacter levanicum 0.051
Arthrobacter ureafaciens

Azotobacter chroococum

Bacillus asterosporus

Bacillus amyloliquefaciens

Bacillus megaterium

Bacillus mesentericus

Bacillus polymyxa 0.45
Bacillus subtilis 0.285
Corynebacterium levaniformans

Corynebacterium beticola

Gluconobacter oxydans

Leuconostoc mesenteroides

Micbacterium laevaniformans

Odontomyces viscosus

Phytomonas pruni

Pseudonomas aureofaciens 0.83
Pseudonomas chlororaphis

Pseudonomas fluorescens

Rothis dentocariosa

Streptococcus sp.

Streptocuccus salivarius

Xanthomonas sp.

Zymomonas mobilis 0.0063
Yeast

Aspergillus sydawi

Aspergillus versicolor




Bu ¢alismada kullanilan Zymomonas mobilis ise ¢ubuk sekilli, eliptik,
yuvarlak uclu, genellikle ¢ifler halinde bulunan 2-6 pm uzunlugunda, 1.0-1.4 pm
genisliginde olan Gram-negatif bir bakteridir. Fakiiltatif anaerobiktirler, bazi
suglart zorunlu anaerobiktir. 1 mol glikoz veya fruktozu metabolize ederek
yaklasik 2 mol etil alkol, 2 mol CO; ve laktik asiti Entner-Doudorof metabolizma

yoluyla iiretirler (Bergey et al., 1989).

Levan suda ve yaglarda ¢6ziinebilir, aside, alkaliye ve 1siya kars1 dayanikli
ve stabildir, film olusturabilir, tuzlarla ve yiizey aktif maddelerle uyumludur, su
ve kimyasal tutma kapasitesi vardir (Bekers et al., 2005). Levan biyolojik olarak
parcalanabilir, film olarak iyi bir oksijen bariyeridir, organik ¢ozgenlere
direng¢lidir, kurutulmus graniil formunda uzun siire depolanabilir (Arvidson et
al.,2006). Uzun fruktan zincirlerine sahip olmasi nedeniyle levanin notr bir tadi
vardir. %20’nin altindaki konsantrasyonlarda levan newtonian akiskan 6zellikleri
gostermektedir. Bu 6zelliklerinden dolay1 levan, endiistriyel a¢idan 6nemli bir
biyopolimerdir ve sanayide Kkullanim potansiyeline sahiptir (Dagbagli ve
Goksungur, 2012).

Levanin gida sektoriinde kivam arttirict ve stabilizatér olarak uygulamalari
bulunmaktadir. Ayn1 zamanda prebiyotik ve kandaki kolestrolii azaltic1 etkileri
nedeniyle fonksiyonel gidalarda kullanilabilmektedir. Eczacilik alaninda ilag
kaplama malzemesi olarak da kullanilmaktadir. Tipta ise, tiimorlii hiicrelerde
hiicre zarlarinin modifikasyonunu saglar, hiicre zarlarindan sitotoksik ajanlarin
gecirgenligini arttirarak ajanlarin  tiimOrlii  hiicrelere karsi  etkinliklerinin
arttrmasina yardimei olur. Levan, hiicrelerin ¢ogalmasi, cildin nemlendirilmesi,
deri tahriglerinin hafifletilmesi iizerindeki miikemmel etkilerinden dolay1
kozmetik {irlinlerin formiilasyonlarnda da yer almaktadw. Siilfatlandirilms,
fosfatlandirilmis veya asetillendirilmis levan tiirevlerinin, antitlimor ajanlari
olduklarina dair ¢aligmalar vardir (Han, 1990). Cizelge 2.2°de levanin kullanim

alanlar1 gosterilmektedir.



Cizelge 2.2 Levanm kullanim alanlar1 (Ghaly et al., 2007)

Uygulama

Kullanim Sekli

Endiistriyel

Medikal/Farmasetik

Gidalar

Digerleri

Vizkozite arttiric
Su ve kimyasal tutma kapasitesi

Secici tikayict ajan (Selective
plugging agent)

Kan plazmasini arttirici

Kolesterol diisiiriicli ajan
Hiicre zar1 yapisini degistirici
ajan (timor hiicreleri)

Tablet baglayici
Tatlandirict

Gida dolgu materyali
Kabartici ajan

Arabik gam ikame materyali
Emiilsifiyer

Formiilasyona yardimci ajan
Stabilizer ve kivam arttirict
Yiizey diizlestirici ajan
Enkapsiilasyon ajan1

Koku ve aroma tastyici

Kozmetik

2.2 Levan Uretimi

Biyoteknolojik tiretimlerde mikroorganizma se¢imi, diislik substrat maliyeti
ve fermantasyon yOnteminin
gerceklestirilmesi i¢in dnemli parametrelerdir (Borsari et al., 2006). Zymomonas
mobilis biiyiik miktarlardaki levan tiretimlerinde kullanilabilecek ¢ok dnemli bir
bakteridir (Oliveira et al., 2007). Bu mikroorganizma, fakiiltatif anaerob, Gram

negatif bir bakteridir. Sakkaroz igeren ortamda fruktooligosakkarit ve levan

uretebilmektedir.

proseslerin ekonomik bir



Sekil 2.2 Zymomonas mobilis (Anonymous, 2012a; Anonymous, 2012b)

Bu mikroorganizma ayni zamanda etil alkol iireten bir bakteridir. Sakkaroz
konsantrasyonu ve sicaklik, fruktooligosakkarit sentezini ve levan olusumunu
katalizleyen Zymomonas mobilis tarafindan sentezlenen levansiikraz enzim
aktivitesi i¢cin onemli parametrelerdir (Bekers et al., 2002a). Yiksek sakkaroz
konsantrasyonu ve yiiksek sicaklik, fruktooligosakkarit sentezini arttirmakta ve
etil alkol iiretim hizmmi azaltmaktadwr (Borsari et al., 2006). Glikoz/fruktoz
karisimlarmin ya da bu monosakkaritlerin tek oldugu tliretim ortamlarinda gelisen
Z. mobilis’in levan irettigi gozlenmemistir (Panesar et al., 2006). Bunun
sebebinin  glikoz/fruktozun levan {iretimini inhibe edici etkisi oldugu
sanilmaktadir. Yapilan calismalarda, seker pancari surubunun levan liretimi i¢in
uygun bir hammadde oldugu bulunmustur (Bekers et al, 2002a). 34°C’nin
tizerindeki sicakliklarm Z. mobilis suslariyla levan {iretimini inhibe ettigi

gozlemlenmistir (Panesar et al., 2006).

Bekers et al., (2002b) yaptiklar1 ¢alismada farkli liretim ortamlarinda Z.
mobilis ile etil alkol ve levan tiretimini incelemislerdir. Arastirmacilar, iyi birer
azot kaynag1 olarak da kullanilan maya ekstrakti, piring destilat1 ve seker pancari
melasmi, sakkaroz iceren iiretim ortamina ilave ederek levan ve etil alkol
tiretimine olan etkilerini aragtirmiglardir. Calismada en yiiksek etil alkol ve levan
iretimi sirasiyla melasin ve maya ekstraktinin kullanildig1i ortamlardan elde

edilmistir.

Borsari et al., (2006) levan iiretiminin optimizasyonu iizerine ¢aligmislardir.
Calismada, seker kamisi suyunu, sakkarozu ve farkli fermantasyon proseslerini
(kesikli ve yar1 siirekli) bagimsiz degiskenler olarak belirlemis ve bu

parametrelerle levan liretimini optimize etmiglerdir. Fermantasyon ortamina seker



kamigt suyu ilave ettiklerinde olusan levan miktarinm artmadigini fakat biyokiitle,
sorbitol ve etil alkol miktarlarmin arttigin1 gézlemislerdir. Z. mobilis CP4 ile en
yiksek levan idretimi (40.14 g/L), 150 g¢/L sakkaroz ortammda kesikli

fermantasyon sistemi ile elde edilmistir.

Melo et al., (2007) levan iiretimi lizerine sicaklik, karistirma hizi, baslangig¢
sakkaroz konsantrasyonu ve maya ekstraktt konsantrasyonlarinin etkilerini
belirlemek amaciyla faktoriyel deney tasarimi kullanmiglar ve arastirmalarinin
sonucunda, levan iiretiminin baglangic substrat konsantrasyonu, sicaklik ve
karigtrma hizina bagl oldugunu ancak maya ekstrakti konsantrasyonuna bagli
olmadigmi gozlemislerdir. Calismada 50, 75 ve 100 rpm orbital karistirma hizlar1
kullanilmis ve 20 °C sicaklikta karistirma hizimm 50 ’den 100 rpm’e dogru
arttirmanin levan iiretiminde artisa neden oldugunu (5.6 g/L), 30 °C sicaklikta ise
karistirmanin levan {iretiminde Onemli bir artisa neden olmadigini tespit
etmiglerdir. Arastirma sonucunda levan iiretimi igin optimum kosullarin 100 rpm
karistirma hizi, 20°C sicaklik ve 250 g/L baslangig sakkaroz konsantrasyonu

oldugu belirlemislerdir.

Oliveira et al., (2007) Z. mobilis ile levan {iretimine farkli karbon
kaynaklarinin (ticari sakkaroz, melas ve seker pancari surubu) ve fermantasyon
ortamindaki diger bilesenlerin etkilerini belirlemek amaciyla faktéryel deney
tasarim1 kullanmiglardir. Ticari sakkaroz ve seker pancari surubu kullanarak
gergeklestirdikleri  fermantasyona kiyasla melasta daha disiik levan
konsantrasyonu elde etmislerdir. Sakkaroz igeren ortamda, levan iiretimi lizerine
maya ekstrakti ve KH,PO,’lin, seker pancari surubu iceren ortamda ise maya

ekstrakt1 ve MgSO4’1n 6nemli etkileri oldugunu bulmuslardir.

Han (1989) topraktan izole ettigi Bacillus polymyxa bakterisi ile levan
tiretimini incelemistir. En yiiksek levan tiretimi %8 sakkaroz igeren ortamda elde
etmistir. Uriiniin hidrolizi ile polisakkaritin tamamiyle D-Fruktoz iinitelerinden
olustugunu ve *C NMR spektroskopisi ile iriiniin p-(2-6) fruktofuranozil
baglariyla bagh fruktoz molekiillerinden olusan levan oldugunu belirlemistir. Bu
organizma ile bilinen diger levan iireticilerinin {i¢ kati (40 g/L) hiicre dis1

polisakkarit tiretilmistir.
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Muro et al., (2000) tarafindan yiiksek miktarda levan iireten Zymomonas
mobilis suglarmi1  N-metil-N-nitro-nitrozoguanidin ve kafein mutasyonu ile
se¢miglerdir. Bu suslar arasindan en yiiksek levan (41 g/L) iretimi, 200 g/L
sakkaroz ve 0.5 g/L (NH4)2SOs iceren ortamda HL29 mutant susu ile elde
edilmistir. Ayrica bu c¢alisma 7°C’de Zymomonas mobilis ile levan iretimi

konusunda yapilan ilk ¢aligmadir.

Chiang et al, (2009) tarafindan siirekli sistemde levan fiiretimi igin
Zymomonas mobilis levansiikraz enzimi immobilize edilmistir. Levansiikrazi
kitinin baglayici kismiyla birlestirmek i¢in, E. coli’ den ¢6ziinebilir formda hibrit
protein iretilmistir ve bu sayede hibrit proteinlerin kitin boncuklarma direk
adsorpsiyonu saglanmistir. Yapilan analizlerle enzim ile kitin boncuklar:
arasindaki bagm kararli oldugu goriilmiistiir. %20 sakkaroz igeren besiyeri ile
levan tretiminde % 41.5 sakkaroz doniisiim verimi ile immobilize olmayan
enzimlerle karsilastirildiginda ¢ok daha yiiksek bir deger olan 83 g/L levan
konsantrasyonu elde edilmistir. immobilize enzimler 7 kez art arda kullanilarak

480 g/L levan iiretimi saglanmustir.

Kiiciikagik ve ark., (2011) ¢aligmalarinda 6n iglem uygulanmig seker pancari
ve nisasta melaslarmi uygun sakkaroz kaynagi olarak kullanmay1 tercih etmisler
ve 5 degisik on isleme metodu ve bunlarin birbirleriyle kombinasyonlarini iki
melas tipine de uygulamislardir. Levan iretimi i¢in Halomonas sp. AADG6
hiicreleri kullanmiglar ve 30 g/L 6n islenmis seker pancari melas1 kullanilarak
yapilan iiretim sonucu elde edilen biyokiitle ve levan konsantrasyonlarii sirasiyla

6,09 g/L ve 12,4 g/L olarak bulmuslardir.

Han and Clarke (1990) gerceklestirdikleri ¢alismada, erlenlerde as1 kiiltiirii
gelistirilmis  ve  biyoreaktdorde  iiretim  yapilmistir.  Levan  iiretimi
gerceklestirildikten sonra aywrma ve saflastirma islemleri ile mikroorganizma
uzaklagtirilmis ve mikroorganizma igermeyen fermantasyon ortami elde
edilmistir. Elde edilen fermantasyon ortamindan etil alkol kullanilarak levan
polimeri ¢Oktiirilmiis, sonrasinda su ile tekrar siispansiyon haline getirilmis ve
dondurularak kurutulmustur. Sekil 2.3‘te bu c¢alismada kullandiklar1 Bacillus

polymyxa ile levan {iretiminin asamalar1 gosterilmistir.
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Kiiltiir

Asi kiiltiirii

Fermentor

Santrifiij/
Ultra filtrasyon

Alkol ile ¢oktiirme,
Suda c¢oziindiirme

|- o-=-=2-p-

Dondurarak kurutma

Sekil 2.3 B. polymyxa ile levan iiretimi (Han and Clarke, 1990)

2.3 immobilizasyon

Immobilizasyon, aktif olan enzim veya hiicrelerin bir destek maddesi
icerisinde veya lizerinde tutuklanmasi islemidir. Bir bagka deyisle, aktif olan
enzim veya hiicrelerin hareketli sivi fazdan fiziksel olarak substrat ve {iriin
molekiillerinin fazlar arasinda yer degistirebilecegi sekilde ayrilmasidir (Kierstan

and Coughlan, 1985; Rosevar,1984).

Hiicrelerin immobilize edilmesinin;

tekrar kullanilabilme,

®  hiicre aktivitesini stabilize etme,

®  giirekli yonteme uygunluk ve

= fermantasyon ortamindan daha kolay ayrilabilme gibi avantajlar1

vardrr.
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Immobilizasyon, aktif olan enzim veya hiicrelerin bir destek maddesi
icerisinde veya iizerinde tutuklanmasidir. Immobilizasyon ydntemleri;
adsorbsiyon, kovalent baglama ve polimerik yapida bir dayanak maddesi

icerisinde hapsetme olarak 3 grup altinda incelenebilir.

Adsorpsiyon yontemi ile immobilizasyonda enzimler, kat1 faz ile siv1 faz
arasindaki ara yiizeyde Van der Walls kuvvetleri, kuvvetli iyonik baglar veya
hidrofobik etkilesimlerle tutulurlar. Adsorpsiyon yontemi, immobilizasyon i¢in en
basit tekniklerden biri olmakla beraber enzimlerin ya da hiicrelerin kuvvetlice
tutulamamas1 ve birim tasiyict basma sinirli miktarda enzim veya hiicre adsorbe
edebilmesi gibi bazi1 dezavantajlar1 vardir (Koshcheyenko and Sukhodolskaya,

1985).

Kovalent baglama ile enzim veya hiicre immobilizasyonu yodnteminde
aktive edilen dayanak maddesine enzim kimyasal olarak baglanir. Bu teknikte
enzimlerin immobilizasyonu oldukga zordur ve diger yontemlere gore daha fazla

aktivite kayb1 meydana gelir.

Dayanak maddesi igerisinde hapsetme yoOnteminde ise enzimler veya
hiicreler dayanak maddesine direkt baglanmak yerine polimer matriksin igerisine
tutuklanir. Bu yontemde enzim bir membranin arkasinda veya bir jel yapmnin
icerisinde hapsedilir. Immobilizasyon, enzimin bir monomer ¢dzeltisiyle
karistirilip, kimyasal bir reaksiyon veya sicaklik degisikligi ile polimerizasyonu,
bir membran arkasinda tutuklanmasi ile ya da 6nceden olusturulan bir polimerin

jellesmesi ile gerceklestirilir (Urkiit, 2007).

Fruktozun glikoza doniistiiriilmesinde veya L-amino asitlerin iiretilmesinde
enzimlerin kullanimi, nisastadan etil alkol elde edilmesinde veya yogurt
iretiminde aktif hiicrelerin kullanimi gibi bir ¢cok biyolojik veya kimyasal sentez
ve doniisiim, aktif hiicre ya da enzimler kullanilarak yapilmaktadir. Bu gibi
proseslerin biiyiik 6lcekte siirdiiriilebilmesi i¢in biyokatalistlerin konsantre formda
ve tekrar kullanilabilir olmas1 gerekmektedir. Bu amag¢ enzimlerin ve hiicrelerin

immobilizasyonu ile saglanmaktadir (Mchugh, 2003).
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Bayramoglu ve ark., (2004) tarafindan yapilan ¢alismada, a-amilaz enzimi
poly(HEMA-GMA-1-3) membrana amid bag olusumu ile immobilize edilerek
nisastanin hidrolizi incelenmistir. immobilize a-amilazin sicaklik nedeniyle
inaktivasyona, serbest a-amilaza gére daha dayanikli oldugu ve enzimim optimum

pH’sinin da immobilizasyon reaksiyonundan etkilenmedigi gozlenmistir.

Sanjay and Sugunan (2005) tarafindan glukoamilaz enziminin
montmorillont kile, adsorbsiyon ve kovalent baglama ile immobilize edilmesiyle
sabit yatak reaktdrde nisastanin hidroliz profili incelenmistir. 96 saat sonunda iki
immobilize sisteminin de %100 aktivite gosterdigi fakat kovalent baglama ile

yapilan sistemin daha stabil oldugu belirlenmistir.

Chakrabarti and Storey (1990) hidrofilik poliiiretan sabuna (Hypol® 2002)
amiloglukosidaz ve pullulanaz enzimlerinin immobilize edilmesinin nigastanin
hidrolizi i¢in uygun bir yaklasim oldugunu ve immobilize amiloglukosidaz ve
pullulanaz ile elde edilen glikoz veriminin sadece amiloglukosidazin
immobilizasyonunda elde edilene gore 1.6 kat daha fazla oldugunu

belirlemislerdir.

Grote et al., (1980) Zymomonas mobilis’i Ca-aljinat ve K-karregenan ile
immobilize ederek siirekli sistemde etil alkol tiretmisler ve yaptiklari denemelerde
60 g/L etil alkol konsantrasyonu ve 50 g L™h™hacimsel verimlilik degeri elde
etmiglerdir. 800 saat siirekli iiretimden sonra immobilize hiicrelerin aktivitelerinde

%30’luk bir diisiis gézlemislerdir.

Klein and Kresdorf (1983) yiiksek etil alkol konsantrasyonlarma (74 g/L)
ulagmak i¢in Zymomonas mobilis DSM424 susunu Ca-aljinat jelinde immobilize
etmisler ve li¢ asamali bir reaktor sistemi kurmuslardir. Ca-aljinat boncuklarmin
boyutu kii¢iildiikce verimin arttigmi gézlemislerdir. Reaktor stirekli sistemde 65
giin boyunca galistirildiginda daha dnceki galismalardan daha yiiksek(56 g L™ h™)
verimlilik elde edildigini ve sekerin de %98 doniisiim verimi ile kullanildigmi

belirtmislerdir.
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Margaritis et al, (1981) kiitle transferini en az diizeyde tutmak ve
immobilize hiicre aktivitesini en yiiksek seviyelere ¢ikarmak i¢cin Zymomonas
mobilis hiicrelerini Imm ¢apindaki kiigiik Ca-aljinat boncuklarina immobilize
etmisler ve kiicik boncuk boyutu ve yiiksek (58g kuru hiicre/L) hiicre
konsantrasyonunu dolgulu yatak biyoreaktor sisteminde kullanarak yiiksek etil
alkol verimliligi saglamuslardir. Sistem kararli halde iken seyreltme hizlar1 0.4 h*
ile 3.9 h™ arasinda degistirilerek 100 g glikoz/L substrat konsantrasyonu ve %87
seker doniisiimii ile en yiiksek 102 g etil alkol L™ h™ verimliligi elde etmislerdir.
Biyoreaktorii 384 saat boyunca stirekli calistirmislar ve kisa araliklarla CaCl;
uygulamast ile etil alkol verimliligini en yiiksek diizeyine (116 g etil alkol L™ h™)

ulastrmislardir.
2.4 Cevap Yiizey Yontemi

Cevap Yiizey Yontemi (Response Surface Methodology, CYY) ilk olarak
1951 yilinda Box ve Wilson tarafindan gelistirilmis ve tanimlanmistir. Bu
arastirmacilar one siirdiigii yaklagimlar, son 50 yilda miihendislerin, bilimcilerin
ve istatistik¢ilerin endiistriyel proseslerin gelistirilmesine bakis acilarmin
tamamiyla degismesine neden olmustur. Bu calismada Box and Wilson (1951),
Cevap Yiizey YoOntemi’nin temelini olusturan eleme (screening), bolge arastirma
(steepest ascent), islemin/liriiniin karakterize edilmesi ve optimizasyonunu
kapsayan bir seri deneme felsefesini ortaya koymustur. Ardindan, Bradley (1958)
ve Hunter (1959), Cevap Yiizey Yontemi’nde kullanilan istatistiksel ve

matematiksel bir takim teknikleri agiklamiglardir (Eren, 2004).

Cevap Yiizey Yontemi (CYY), cesitli arastrmacilar tarafindan kiiciik
farkliliklarla tanimlanmistir. Box and Draper (1987), bu yontemi tanimlarken
“CYY, ampirik model gelistirmek ve bu modeli degerlendirmek i¢in kullanilan bir
grup istatistiksel teknikler toplulugudur. Dikkatlice dizayn ve analiz edilmis
deneylerle, bagimsiz bir degisken ile onu etkileyen bir grup kontrol edilebilir
degisken arasindaki iliskiyi aragtirir” ifadelerine yer vermistir (Eren, 2004). Myers
and Montgomery (1995) ise CYY’1 “ proseslerin gelistirilmesi ve optimizasyonu
icin gerekli bir takim istatistiksel ve matematiksel tekniklerin bir arada

kullanildig: bir yontem” olarak tanimlamustir.
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Bu tanimdan yola ¢ikarak genel olarak, CYY uygulamalarinin dogasini bir
dizi istatistiksel ve matematiksel tekniklerin birbiri ardina uygulanmasi ve her bir
asamada elde edilen verilerin bir sonraki asamada kullanilmasi olusturmaktadir.
Oncelikle, bir takim fikirler 6ne siiriilerek sistemi karakterize edebilecek
performans Olgiileri (cevaplarin) ve bunlar lizerinde etkili olabilecek faktorlerin
veya degiskenlerin belirlenmesi gerekmektedir. Bu asamada arastirmacinin proses
hakkinda teknolojik bilgiye sahip olmasi, bu faktorlerin belirlenmesi ve isletme
bolgesi (operating region) iizerinde bir deneme bolgesinin (region of interest)
secilmesi agisindan biiyiik kolaylik saglamaktadir. Bir¢ok proseste bu faktorler
oldukca kabarik bir liste olusturur. Bu durumda, bir takim 6n denemeler yapilarak
bu faktorler arasindan istatistiksel olarak en 6nemli olan birkag tanesi segilebilir.
Bu denemeler “eleme (screening) denemeleri” olarak adlandirilir ve arastirmanin
ilerleyen kisimlarinda daha az sayida deneme yapilarak maliyet ve zaman

acisindan 6nemli avantajlar saglanmasina neden olur (Eren, 2004).

Onemli degiskenler ve deneme bolgesi belirlendikten sonra Cevap Yiizey
Yontemi’nin diger asamasma gecilir. Ikinci asamada amag, bagimsiz
degiskenlerin deneme bdlgesi icerisinde belirlenen seviyelerinin sistemin
yanitinda olusturduklar1 degerin, optimum noktaya yakin sonuglar verip
vermedigini belirlemektir. Optimum noktaya yaklasildik¢a, olusturulan yanit
yiizeydeki egrilik dogal olarak daha belirgin hale gelmektedir. Dolayisiyla,
CYY’in bu asamasini birinci dereceden modeller kullanilarak bu egriligin test
edilmesi olusturmaktadir. Birinci dereceden modeller sistemin yanitini
belirlemede yeterli olursa, secilen deneme bolgesinin sistemin optimum
performansindan uzakta oldugu anlasilir ve yeni bir deneme bolgesi secilerek
faktor ayarlamalar1 yapilir. Bu islem, olusturulan yanit yiizeydeki egriligin 6nemli
oldugu bolgeler bulununcaya kadar devam eder. Bu islem bdlge tarama (region
seeking) olarak adlandwrilir. Cevap Yiizey calismasinin {igiincii asamasi islem
optimum noktaya yaklasildiginda baslar. Bu noktada arastirmaci, optimum nokta
cevresinde gercek yanit fonksiyonunu dogru ve hassas bir sekilde tahminlemeye
calisir. Gergek cevap fonksiyonu, optimum nokta etrafinda Onemli egrilik
gostermektedir. Bu egriligin tahminlenmesinde genellikle ikinci dereceden
polinomiyal modeller kullanilir. Bu modelde egriligin tahminlenebilmesi igin bir

onceki asamada uygulanan deneysel tasarima ilave deneysel noktalarin eklenmesi
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gerekmektedir (Central Composite Rotatable Dizayn). Uygun bir model elde

edildikten sonra, bu model optimum noktanin arastirilmasinda kullanilir.

Ancak pratikte bazi durumlarda, arastirmacinin bir takim fiziksel
kisitlamalar nedeniyle, tasarim degiskenlerini belli araliklar icerisinde incelemesi
gerekmektedir. Diger bir ifadeyle, deneme bolgesi (region of interest) ve isletme
bolgesi aynidir. Dolayisiyla, bolge taramasi yapilmasi gerektiren bir durum
yoktur. Bunula birlikte, arastirmaci proses hakkinda daha 6nceden detayl bilgiye
sahipse bahsedilen bu asamalardan bir veya birka¢ tanesini kullanmayabilir. Bu

sayede hem zaman hem de maliyet ag¢isindan 6nemli kazanglar saglanmis olabilir.

Goriildigi gibi CYY, proses degiskenlerinin deneysel uzayini arastirmak
icin deneysel stratejileri, sistemin cevabini ve iizerinde etkili olan bagimsiz
degiskenler arasindaki iliskiyi belirlemek icin kullanilan ampirik modelleme
tekniklerini ve proses degiskenlerinin sistemin yanitinda arzu edilen etkiyi
gosterdigi seviyelerinin bulunmasi i¢in kullanilan optimizasyon tekniklerini
icermektedir. Dolayisiyla, denemelerin dizayn edilmesi, model gelistirilmesi
(regresyon analizi), varyans analizi (ANOVA) ve optimizasyon CYY ’nin baslica

kisimlarini olusturmaktadir (Eren, 2004).

CYY, prosesteki bagimsiz degiskenlerin, ayr1 ayr1 veya birlikte etkilerini
ortaya koymaktadir. Bagimsiz degiskenlerin etkilerinin incelenmesinin yaninda,
olusturulan matematik modelle tiim proses de aciklanabilmektedir. CYY’de
kullanilan matematiksel model denklem, ikinci derece polinomiyal denklemdir.
Gida proseslerinde gerceklesen fiziksel ve kimyasal degisimlerin tamammi ikinci
derece denklemlerle agiklamak miimkiin olmamakla birlikte bagimsiz
degiskenlerin araliklarmin uygun bir sekilde segilmesiyle CYY gida proseslerinin
incelenmesinde oldukga etkili bir yontem haline gelmektedir. Ancak CYY ile elde
edilen ikinci derece polinom modellenen sistemi her zaman i¢in yiiksek bir uyum
ile tanimlayamamaktadir. Dahasi, CYY ile elde edilen yiizey grafikleri deneysel
veriler ile degil, elde edilen model esitlik ile tahmin edilen veriler kullanilarak
olusturulmaktadir. Bu da elde edilen model esitligin yiiksek bir uyuma sahip
olmamast durumunda, yiizey grafiklerinin sistemin gercek davranigmi ifade

etmemesi sonucunu dogurmaktadir (Dudak ve ark., 2005).



17
2.4.1 Ikinci dereceden modeller icin kullanilan tasarimlar

Ikinci dereceden bir polinom [ 1+2n+n (n-1) /2] adet (n: bagimsiz degisken
sayis1) parametre icermektedir. Deneysel tasarim en az polinomun igerdigi
parametre sayist kadar nokta kullanilarak olusturulmalidir. Her bagimsiz degisken
en az ii¢ seviyede temsil edilmelidir. ikinci dereceden modeller icin kullanilan iki

deneysel tasarim asagida tanimlanmistir (Myers and Montgomery, 1995).
2.4.1.1 Merkez-tiimlesik tasarim

Iki bagimsiz degisken ile olusturulmus bir merkez-tiimlesik tasarim, bir
dairenin ¢evresinde esit uzakliklarda bulunan sekiz nokta ve merkezinde bir veya
daha fazla noktadan olusmaktadir. U¢ bagimsiz degisken oldugu durumlarda ise
bir kiirenin yiizeyinde bulunan 14 nokta ve merkezinde 1 veya daha fazla
noktadan olugsmaktadir. Sekil 2.3’de iki bagimsiz degiskenden olusan bir merkez

tiimlesik tasarmm gosterilmektedir (Myers and Montgomery, 1995).

Merkez-tiimlesik tasarimin en biiyiik 6zelligi eksenel mesafenin ve

merkezde yapilan tekrarlarin sayisinin belirlenebilmesidir.

(0,v2)

ERIN SNEEY

(_\/2,0) @ e ) (\/2,0)

(1) i (1)
é

(0,-v2)

Sekil 2.4. Merkez tiimlesik tasarimin grafiksel gosterimi
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2.4.1.2 Yiizey merkezli tasarnm

Yiizey merkezli tasarim, iki parametreli bir tasarim i¢in eksenel noktalarin

kare kenarlarinin orta noktalarina kaydirilmasi sonucu elde edilmektedir (Sekil
2.5).

Arastirmaci ya da miithendis i¢in 6n denemelerle belirlenen bolge disindaki
noktalarda deney yapmak anlamli olamayabilir. Merkez-tlimlesik tasarimda
calisilmak istenen araliklarin disinda dort adet nokta daha bulunmaktadir. Bazi
durumlarda bu noktalarda deney yapmak anlamsiz ya da imkansiz olabilmektedir.
Bu durumda ylizey-merkezli tasarimin kullanilmasi daha uygun olmaktadir

(Myers and Montgomery, 1995).

(-1,1)  (0,1) (1,1)

(-1,-1) (0,-1) (1,-1)

Sekil 2.5. Yiizey merkezli tasarimin grafiksel gosterimi

2.4.2 Cevap yiizey yonteminin kullanildig1 calismalar

Cevap ylizey yonteminin fermantasyon proseslerinde kullanimina ait pek
cok calisma bulunmaktadir. Bu ¢alismalarin bir kisminda sadece ortam
kompozisyonunu olusturan besiyeri bilesenlerinin optimizasyonu, diger
caligmalarda ise fermantasyonu etkileyen parametreler arasindaki iliski
incelenerek proses optimizasyonu saglanmstir. Cevap ylizey yontemi kullanilarak
Zymomonas mobilis ile seker kamis1 melasindan sorbitol (Cazetta et al., 2005),

seker pancar1 melasindan kitozan (Goksungur, 2004), ksilitol (Faveri et al., 2004),
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seker pancar1 melasindan laktik asit (Kotzamanidis et al., 2002), kitinaz enzimi
(Nawani and Kapadnis, 2005), karistirmali tank tipi biyoreaktorde, sentetik tiretim
ortaminda pullulan (Goksungur ve ark., 2005), immobilize hiicreler ile pullulan
(Urkiit ve ark., 2007), farkli fermantasyon kosullarinda B-galaktosidaz enzimi
(Dagbagli ve Goksungur, 2008, 2009), atik nisasta kullanilarak pullulan

(Goksungur ve ark., 2011) iiretimlerinin optimizasyonu gergeklestirilmistir.
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3.MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Mikroorganizma

Calismada levan iiretiminde Agricultural Research Service Culture
Collection (Peoria, USA)’dan temin edilen Zymomonas mobilis subspecies
mobilis NRRL B-806, Zymomonas mobilis subspecies mobilis NRRL B-14023 ve
Zymomonas mobilis subspecies mobilis NRRL B-14234 kullanilmistir. Bunlardan
en ¢ok levan iiretebilen sus olan Zymomonas mobilis subspecies mobilis NRRL B-
14023 calismanin daha sonraki asamalarinda kullanilmak {izere seg¢ilmistir.
Mikroorganizmalar kiiltlir besiyeri ortaminda +4°C’de saklanmis ve her 5 haftada
bir taze ortama ekim yapilarak kiiltiir yenilenmistir. Taze kiiltiir ortamina ekilen
mikroorganizma 28°C’de 1 giin boyunca  gelistirilmistir. ~ Geligen
mikroorganizmalar yeniden kullanilana kadar depolanmak iizere +4°C’deki

buzdolabina yerlestirilmistir.

3.1.2 Substrat

Calismada substrat olarak kullanilan besiyeri sakkaroz agirlikli bir iiretim
ortamudir. Uretim igin iki farkli besiyeri hazirlanmistir. Bunlarin biri iiretim
ortami digeri ise kiiltiir ortami olarak adlandirilmistir. Uretim ve kiiltiir
ortamlarinin bilesenleri ayni kimyasallar olup sadece amaca yonelik olarak
miktarlar1 faklidir. Oncelikle mikroorganizmanm gelistirilmesi igin kiiltiir ortami
hazirlanmistir. Bu ortamin kompozisyonu fliretim ortammin kompozisyonuna
benzemekle birlikte, kosullar mikroorganizmanin gelistirilmesi i¢in uygun sekilde
ayarlanmistir. Kiiltiir ortaminda mikroorganizma gelistirilmis ve daha sonra
dretim ortamlarmma asilanmustir. Azot kaynagi olarak maya ekstrakti, pepton,
tripton ve musir 1slatma suyu sirayla denenmistir. Caligmada kullanilan tim

kimyasallar analitik safliktadir.



21

3.2 Yontemler

3.2.1 Substratlarin hazirlanisi

Zymomonas mobilis hiicrelerinin iiretilmesinde kullanilan kiiltiir ortami
kompozisyonu ve levan iiretiminde kullanilacak tiretim ortami kompozisyonu

sirastyla Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.1 Kullanilan kiiltiir ortaminin kompozisyonu: (pH= 5).

Bilesen Miktan (g/L)
Sakkaroz 50
Maya Ekstrakt1 7.0
KH,PO4 2.5
(NH4)2S04 1.6
MgSQO,4.7H,0 1.0

Cizelge 3.2 Kullanilan iiretim ortami kompozisyonu: (pH= 5).

Bilesen Miktan (g/L)
Sakkaroz 150-300
Maya Ekstrakti 2.5
KH,PO, 1.0
(NH4)2S04 1.0
MgS0..7H,0 0.5

Substrat konsantrasyonunun levan iiretimine etkisini incelemek igin 100,
150, 200, 250, 300 ve 350 g/L sakkaroz igeren iiretim ortamlar1 hazirlanmistir.
Daha sonraki optimizasyon asamalar1 i¢in daha yiiksek levan iiretiminin

saglandig1 150-300 g/L sakkaroz konsantrasyonlarinda calisiimistir.

Azot kaynagmin levan iretimine etkisini incelemek i¢in maya ekstrakti,
pepton, tripton ve misir 1slatma suyu igeren iiretim ortamlar1 kullanilmigtir.
Denenen azot kaynaklart %0,25 maya ekstrakti ile esit azot temelinde

kullanilmistir. Bu amagla ortama, azot oranlar1 belirlenen maddelerin 2,5 g/L
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maya ekstrakt: ile ayn1 oranda azot verecek miktarlar1 150 g/L sakkaroz iceren
baslangi¢c substart konsantrasyonundaki fermantasyon ortamina ilave edilmistir.
Cizelge 3.3’te denenen azot kaynaklari, icerdikleri azot oranlar1 ve fermantasyon

ortamina ilave edilen miktarlar1 verilmistir.

Cizelge 3.3 Levan iiretiminde kullanilan bazi azotlu maddelerin igerdikleri azot oranlar1 ve

fermantasyon ortamina ilave edilen miktarlari

Azot kaynagi Azot (%)| Ortama ilave edilen miktar
(9/L)

Maya ekstrakti 9.80 2.5

Misir 1slatma suyu 6.44 3.8

Pepton 14 1.75

Tripton 12.70 1.95

Yukarida belirtilen kompozisyonlardaki ortamlar hazirlandiktan sonra
121°C°de 15 dakika sterilize edildikten sonra sogutularak fermantasyona hazir
hale getirilmistir. Ortam pH’1 sterilizasyondan once ortama 0,1 N NaOH ilave

edilerek ayarlanmustir.
3.2.2 Kesikli sistemde levan iiretimi

Levan iiretimi, ilk olarak sicaklik kontrollii inkiibatorde c¢alkalama
yapilmaksizin, igerisinde 100 ml {iretim ortami bulunan 250 ml’lik erlenlerde
statik kiiltiir olarak gerceklestirilmistir. Oncelikle stok Kkiiltiir ortanindan taze
kiiltiir ortamina 6ze ile asilanmis ve 28°C sicaklikta 24 saat boyunca
mikroorganizmanin  gelismesi saglanmigtir. Kiltiir ortaminda  gelistirilen
mikroorganizma, fermantasyon baslangicinda aseptik kosullarda %5 (v/v)
oraninda, hazirlanan iiretim ortamma inokiile edilmistir. Levan iiretiminin ilk
asamasinda, baslangic substrat konsantrasyonunun levan {iretimine etkisini

belirlemek i¢in 100-350 g/L arasinda sakkaroz igerecek sekilde fermantasyon
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ortamlar1 hazirlanmig ve fermantasyon siiresince her 12 saatte bir 6rnek alinarak
biyokiitle, levan ve kalan seker miktarlar1 belirlenmistir. Fermantasyon
denemeleri iki paralel halinde gergeklestirilmis ve elde edilen verilerin aritmetik

ortalamalar1 alinmistir.

Levan liretiminin ikinci agsamasinda, levan liretimine etki eden parametreler
olan baslangi¢ substrat konsantrasyonu, fermantasyon siliresi ve pH
degiskenlerinin levan {iiretimine olan lineer, kuadratik ve interaksiyon etkileri
cevap yiizey yontemi (CYY) kullanilarak incelenmis ve bu parametrelerin
maksimum levan Uretimini saglayacak optimum seviyeleri belirlenmistir. Bu
amacgla MINITAB Release 13.20 istatistik paket programi kullanilarak deneme
plan1 gerceklestirilmistir. Elde edilen deneysel veriler kullanilarak bir matematik
model olusturulmus ve elde edilen bu model yardimiyla proses i¢in optimum
kosullar belirlenmistir. Belirlenen bu kosullarda Zymomonas mobilis subspecies
mobilis B-14023 hiicreleri Ca-aljinatta tutuklanmis ve dolgulu yatak biyoreaktor

ile siirekli sistemde levan iiretim denemeleri gergeklestirilmistir.

3.2.3 Zymomonas mobilis hiicrelerinin Ca-aljinatta immobilizasyonu

Sekil 3.1°de gosterilen immobilizasyon yonteminde ilk olarak 25 ml %
4’lik sodyum aljinat (Sigma, A-2033) ¢ozeltisi hazirlanmistir. Y1gm olusumunu
engellemek igin, manyetik karistirici ile siirekli karistirilan saf suya toz haldeki
sodyum aljinat azar azar ilave edilmis ve ¢0ziinmeyi saglamak i¢in karistirma
yarim saat kadar devam ettirilmistir. Olusan hava kabarciklarin1 uzaklastirmak
icin bir slire dinlendirilen ¢o6zelti 120 °C’de 15 dakika sterilize edilmistir.
Sterilizasyon ile zor ¢6ziinen sodyum aljinatin ayni zamanda tam olarak
coziinmesi de saglanmistir. Sterilize edilip sogutulan sodyum aljinat ¢ozeltisi,
Zymomonas mobilis subspecies mobilis B-14023 bakterilerini igeren kiiltiir ortami

ile 1:1 (v/v) oraninda karistirilmistir.
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Hiicre siispansiyonu + % 4 steril sodyum aljinat (1:1,v/v)

Stirekli karistirilan % 2 CaCl, ¢ozeltisine damla damla besleme

|

2.0 - 2.4 mm ¢apinda kalsiyum aljinat boncuklar1

Fizyolojik su (% 0.85 NaCl) ile boncuklarin yikanmasi

|

Uretim ortamu ve sartlarinda aktivasyon

+ 4 °C’de % 0.2 maya ekstrakti ¢ozeltisinde saklama

Fermantasyon

Sekil 3.1 Zymomonas mobilis bakterilerinin Ca-aljinat jelinde immobilizasyonu

Sekil 3.2°de gosterilen immobilizasyon diizeneginde hiicre siispansiyonu ile
% 2 sodyum aljinat igeren karigim (1:1 oraninda karistirildigi i¢in derisim %2’ye
diiser), peristaltik pompa kullanilarak 1 ml’lik standart plastik mikropipet ucundan
1 litre, % 2’lik CaCl, ¢ozeltisine damlatilmistir. Damlalar CaCl; ile temas ettikleri
anda katilasmis ve iclerinde Zymomonas mobilis subspecies mobilis B-14023

hiicreleri barindiran Ca-aljinat boncuklar1 elde edilmistir (Sekil 3.3). Siirekli
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karigtirilan CaCl, ¢ozeltisinde 30 dakika daha tutularak sertlesmeleri saglanan
boncuklar, fazla kalsiyum iyonlarmni ve hapsedilmemis serbest haldeki hiicreleri

uzaklastirabilmek i¢in steril fizyolojik su ile ( % 0.85 NaCl ) yikanmustir.

Immobilize bakterileri igeren kalsiyum aljinat boncuklari, iiretim ortammda
28 °C’de c¢alkalamali inkiibatorde 12 saat tutularak aktive edilmistir.
Fermentasyon oOncesi yapilan bu aktivasyon islemi ile tutuklanan hiicre
popiilasyonu arttirilmistir (Audet ve ark.,1988;Audet ve ark.,1989;Tuli et
al.,1985). Kalsiyum aljinat boncuklar1 kullanilincaya kadar steril % 0.2 maya

ekstrakti iceren sivida +4 °C’de saklanmustir.

Sekil 3.2 Ca-aljinat boncuklarinin elde edilmesi (solda: hiicre siispansiyonu+ Na-aljinat

¢ozeltisi karisimi, sagda: boncuklarin olusmaya basladigi %2°1lik CaCl, ¢ozeltisi)
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Sekil 3.3 Z.mobilis hiicrelerini iceren Ca-aljinat boncuklart

Sekil 3.2°de tutuklanmis Zymomonas mobilis hiicrelerini igeren Ca-aljinat

boncuklar1 gosterilmistir.

3.2.4 Siirekli sistemde levan iiretimi

Calismada kalsiyum aljinatta immobilize edilen Zymomonas mobilis
subspecies mobilis B-14023 hiicrelerini i¢eren boncuklar dolgulu yatak
biyoreaktore, siirekli sistemde levan iiretimini gerceklestirme denemeleri igin

doldurulmustur.

Immobilize hiicre ile dolu olan dolgulu yatak biyoreaktore (Sekil 3.4), CYY
ile belirlenen optimum kosullarda hazirlanan sentetik {iretim ortamu farkli
debilerde alttan verilmis, list kismindan da levan igeren fermantasyon sivisi
almmistir. Daha sonra bu sividan alt akim islemleriyle levan ayrilmis ve

kurutma/6giitme islemleri ile graniil haline getirilmistir.
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Sekil 3.4 Dolgulu yatak biyoreaktdr

Cizelge 3.4’te de c¢alismada kullanilan dolgulu yatak

Ozellikleri verilmistir.

Cizelge 3.4 Ca-aljinatta immobilize edilmis Zymomonas mobilis ile

kullanilacak dolgulu yatak biyoreaktériin 6zellikleri.

biyoreaktoriin

levan tretiminde

Dolgu Maddesi Ca-aljinat boncuklar1
I¢ Cap 1.57 cm
Kolon Yiiksekligi 49 cm
Toplam Reaktéor Hacmi 95 ml

Yatak Hacmi 85 ml

Bos Hacim 22 mi
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3.2.5 Graniil levan tiretimi

Fermantasyon ortamindan alinan fermantasyon sivist santriflij edilerek
biyokiitle ayrilmis, kalan sivi kisim 3 hacim etil alkol ile muamele edilmis ve pH

10’a ayarlanarak levanin ¢okmesi saglanmistir.

Son santrifiij ile alkolii uzaklastirilan mikrobiyal polisakkarit, hava
sirkiilasyonlu ortamda 28 °C’de 1 hafta kurutulmustur. Kurutulan polisakkarit

cekicli degirmenden gegirilerek graniil haline getirilmistir.

3.3 Analiz Yontemleri

3.3.1 Biyokiitle (hiicre) miktar

Fermantasyon sivisindan alman 50 ml 6rnek 5340 g (7500 rpm)’de 10
dakika santrifij edilmis ve saf su ile iki defa yikanmistir. Yikanan hiicreler
80°C’de sabit tartima kadar kurutularak kuru hiicre agirligi belirlenmistir ve tekrar
sulu ¢ozeltisi hazirlanarak 590 nm’de spektrofotometrede okunarak kalibrasyon

egrisi ¢cikartilmistir (Bekers et al., 2002a).

3.3.2 Mikrobiyal polisakkarit

Sekil 3.5’te fermantasyon sivisindaki levani elde etmek i¢in kullanilan
yontem verilmistir. Biyokiitlesi ayrilan fermantasyon sivisma 3 hacim etil alkol
ilave edilmis ve 1 M KOH ile pH 10’a getirilerek polisakkaritin ¢okmesi
saglanmistr. (Viikari, 1984).
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Ferment asyon S1visi

Santrifiigasyon

(7500 tpm- 5340 g/ 10 dak.)

——  Biyokiitle —— Yikama (x2)

v

Stvt kistm (1 hacim)

* 3 hacim etanol

pH 10 (1M KOH ile)

v

Santrifiigasyon

(7500 tpm- 5340 g/ 5 dak.)

Polisakkarit (Levan)

SeKkil 3.5 Levan iiretimi semasi (Viikari, 1984)

Etil alkol ekledikten ve pH’sin1 ayarladiktan sonra ¢oken polisakkariti {ist
fazdan ayirmak icin biyokiitle icermeyen fermantasyon sivisi 5340 g
(7500rpm)’de 5 dakika santrifiij islemine tabi tutulmustur. Coken polisakkaritteki
levan miktarin belirlenmesi i¢in ise, elde edilen polisakkarit ayni miktardaki 0.1
M HCI ile 100°C’de 60 dakika hidrolize ugratilmistir. Fruktoz birimi, DNS

yontemi ile belirlenmistir. Levan miktari, fruktoz birimi olarak hesaplanmstir.
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3.3.3. indirgen seker

Levan tayininde belirtilen indirgen seker(fruktoz) miktarmin saptanmasi
i¢in, uygun oranda seyreltme yapildiktan sonra dinitrosalisilik asit (DNS) yontemi
(Ghose, 1984) kullanilmistir. Buna gore 0.09, 0.18, 0.27, 0.36 mg/mL fruktoz
iceren standart c¢ozeltiler kullanilmigtir ve okumalar spektrofotometrede

(Analyticjena Spekol-1300) 540 nm dalga boyunda yapilmistir.
3.3.4 Toplam seker

Boliim 3.3.2°de belirtildigi sekilde polisakkarit etil alkolle ¢Oktiiriilerek
ayrildiktan sonra, kalan sivi kisimdan 6rnek alinmis ve kalan seker miktarinin
belirlenmesi i¢in ornekler uygun oranda seyreltilip Fenol-Siilfirik Asit yontemine
gore toplam seker tayin edilmistir (Dubois et al., 1956). Bu yontemde 20, 40, 60,
80, 100 mg/L sakkaroz igeren standart cozeltiler kullanilmis ve okumalar
spektrofotometrede (Analyticjena Spekol-1300) 490 nm dalga boyunda
yapilmistir.

3.3.5 pH

Orneklerde pH okumalart WTW Series pH 720 marka pH metre ile
yapilmistir. Cihazin kalibrasyonu diizenli araliklarla standart pH tampon

cozeltileri ile yapilmistir.
3.3.6 Levan iiretimi verimlilik hesaplan

Doéniistim verimi, elde edilen levanin fermantasyonda harcanan sakkaroz
miktarma yiizdesel orani seklinde tanimlanmistir. Bu deger fermantasyonda
kullanilan substratin (sakkaroz) ne kadarmnin levan {iretimi i¢in harcandigini
gostermektedir. Substrat, iirliniin (levan) yani sira biyokiitle olusumu icin de
harcandig1 i¢in, harcanan substrat basmna olusan iriiniin hesaplandigi bu terim

Onem kazanmaktadir.
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Doniistim verimi, %= P/ Sp-S
P: Fermantasyon sonunda olusan levan, g/L
So: Baglangigta ortamda bulunan sakkaroz, g/L.

S: Fermantasyon sonunda kullanilmadan kalan sakkaroz, g/L

Efektif Verim= P/S,
P: Fermantasyon sonunda olusan levan, g/LL

So: Baglangigta ortamda bulunan sakkaroz, g/L.

Kesikli sistemde hacimsel verimlilik, birim zamanda olusan levan miktar1

olarak tanimlanmistir ve levan olusum hizin1 gostermektedir.
Verimlilik (g L* h™)= P/t
P:: belirli bir t saatinde ortamda bulunan levan konsantrasyonu

t: siire (saat)

Siirekli sistemde hacimsel verimlilik;
Verimlilik (g L* hh=D (h") x P (g L™
D: Siirekli sistemde seyreltme hizi (h™)

P: Siirekli sistemde belirli bir seyreltme hizinda, denge halinde elde edilen

{iriin konsantrasyonu (g L™)
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3.3.7 istatistiksel analizler

Levan iiretiminde kullanilan deneysel tasarim ve istatistiksel analizinde
Minitab Statistical Software (Release 13.20) kullanilmistir. Levan {iretiminin
optimizasyonu i¢in deneysel tasarimda kullanilan parametreler (bagimsiz
degiskenler) ve bu parametrelerin 6n denemeler sonucunda segilen seviyeleri
Cizelge 3.5’te listelenmistir. Calismada, 20 deneysel noktadan (14 farkl
kombinasyona sahip ve merkezde alt1 tekrarli) olusan ve ii¢ degisken ile
olusturulan yiizey merkezli istatiksel tasarim (face central statistical design, a=1)
kullanilmistir. Her deneme paralel yapilmis ve denemelerin standart sapmasi 1.7
ile 3.1 arasinda degismistir. Seviyeler, 0 merkez noktasi olmak iizere, —1, 0 ve
+1°dir. Her faktoriin merkez noktasindaki gercek seviyesi asagidaki denklem

kullanilarak hesaplanmustir.

Gergek seviye — (yliksek seviye + diisiik seviye) /2

Kodlanmig deger =

(yiiksek seviye — diisiik seviye) /2

Proses degiskenlerinin levan tiretimine etkisini tahminleyen ikinci derece

polinomiyal denklem asagida verilmistir.

Y=o + BiXy + BaXo + PaXa + PuXe® + PuXo® + PaXa® + PraXiXe
+ B1aX1 Xz + P2asXoXs

Burada, Bo, PB1, B2........02s regresyon katsayilarini, Xi, Xz, X3 bagimsiz
degiskenleri ifade etmektedir.

Olusturulan bu modelin deneysel verileri ne Ol¢lide karsiladigi varyans
analizi (ANOVA) ile belirlenmistir. Bu yontemle her bir faktoriin lineer, quadratik
ve interaksiyon etkilerinin cevaplar iizerindeki istatistiksel onemlilikleri %95
giivenlik seviyesinde Fischer (F testi) uygulanarak bulunmustur. Her bir etki i¢in
hesaplanan F¢, ile tablo Fy, degerleri karsilastirilmis ve istatistiksel olarak 6nemli

olmayan etkiler modelden ¢ikarilmistir. Bir model sistemin gergek cevaba uygun



33

bir yaklasim olup olmadigma uyum eksikliginden (lack of fit) kaynaklanan
hatanin 6nemsiz olmasi ve regresyondan kaynaklanan varyasyonun %95 giivenlik

seviyesinde onemli olmasi kosulu ile karar verilmistir.

Cizelge 3.5’te levan iiretiminin optimizasyonu i¢in kullanilan baslangic

substrat konsantrasyonu, inkiibasyon siiresi ve pH seviyeleri verilmistir.

Cizelge 3.5 Incelenen parametreler ve seviyeleri

Degisken seviyeleri

Faktorler Bagimsiz degiskenler Semboller -1 0 +1
X1 Substrat konsantrasyonu (g/L) SK 250 300 350
X Inkiibasyon siiresi (saat) T 24 36 48

X3 pH pH 4.5 5.0 5.5
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Farkli Zymomonas mobilis Suslarinin Levan Uretimi Uzerine Etkisi

Agricultural Research Service Culture Collection (Peoria, USA)’dan temin
edilen Zymomonas mobilis subspecies mobilis NRRL B-806, Zymomonas mobilis
subspecies mobilis NRRL B-14023 ve Zymomonas mobilis subspecies mobilis
NRRL B-14234 suslarmin levan iiretimi iizerine etkilerinin belirlenmesi amaci ile
baslangic seker konsantrasyonu 150 g/L. olan fermantasyon ortami hazirlanmis ve
28°C’deki inkiibatérde biyokiitle, kalan seker ve levan iiretiminin kinetikleri

belirlenmistir.

Sekil 4.1, 4.2. ve 4.3’de goriildiigli gibi polisakkarit konsantrasyonu
fermantasyonun 48. saatine kadar artmig, daha sonra azalmaya baslamistir. Levan
konsantrasyonundaki ~ bu  disiis, fermantasyonun ileri  asamalarinda
mikroorganizma tarafindan tretilen levani yikma 6zelligine sahip bir enzim ile

levanin hidrolizinden kaynaklanabilir.

Elde edilen en yiiksek levan {iretimleri fermantasyonun 48. saatinde
Zymomonas mobilis subspecies mobilis NRRL B-14023 ile 15.52 g/L (Sekil 4.1),
Zymomonas mobilis subspecies mobilis NRRL B-14234 ile 9.12 g/L (Sekil 4.2) ve
Zymomonas mobilis subspecies mobilis NRRL B-806 ile 7.48 g/L (Sekil 4.3)

olarak bulunmustur.

Muro et al. (2000), farkli iiretim ortmalarinda farkli Zymomonas mobilis
mutant suslarinin levan iiretimine etkisini arastirmislardir. Calismalarinda,
Zymomonas mobilis subsp. mobilis ATCC 10988, Zymomonas mobilis subsp.
mobilis FloB3, Zymomonas mobilis subsp. mobilis 10J14 suslar1 ile Zymomonas
mobilis subsp. mobilis HL9, Zymomonas mobilis subsp. mobilis HL11 ve
Zymomonas mobilis subsp. mobilis HL29 suslarin1 kullanmiglardir. En yiiksek
levan tretimi (41g/l), 200 g/l baslangi¢ substrat konsantrasyonu ve HL29 susu
kullanilarak elde etmislerdir. Fermantasyon sonunda elde edilen levan miktarmin,
kullanilan mikroorganizmanin susuna ve substratin kimyasal kompozisyonuna

bagli oldugunu belirlemislerdir.
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Sekil 4.1 Zymomonas mobilis subspecies mobilis NRRL B-14023 ile levan lretiminin

kinetigi. (T=28 °C, pH=5.0,Baslangi¢ substrat konsantrasyonu=150 g/L)

—e—Levan —=—Biyokutle —a—Kalan seker

12,0 16

Levan, biyokiitle, g/L
oo
Kalan seker, g/L

Sire, h

Sekil 4.2 Zymomonas mobilis subspecies mobilis NRRL B-14234 ile levan iiretiminin

kinetigi. (T=28 °C, pH=5.0, Baslangi¢ substrat konsantrasyonu=150 g/L)
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Sekil 4.3. Zymomonas mobilis subspecies mobilis NRRL B-806 ile levan iiretiminin
kinetigi. (T=28 °C, pH=5.0, Baslangi¢ substrat konsantrasyonu=150 g/L)

Zymomonas mobilis subspecies mobilis NRRL B-14023 ile fermantasyonda
en ylksek iirlin donilisiim verimi 48. saatte % 21.74 bulunmustur. En yiliksek
efektif verim fermantasyonun 48. saatinde % 10.3 olarak bulunmustur.
Fermantasyonun 36. saatinde en yiiksek verimlilik ise 0,375 g L™ h™ olarak

hesaplanmistir.

Zymomonas mobilis subspecies mobilis NRRL B-14234 ile gerceklestirilen
fermantasyonda en yiiksek iirlin donlisiim verimi 48. saatte %12.77 olarak
bulunmustur. En yiiksek efektif verim, fermantasyonun 48. saatinde % 6.08 olarak
hesaplanmustir ve en yiiksek verimlilik ise 0.255 g L™ h™ olarak 24. saatte elde

edilmistir.

Zymomonas mobilis subspecies mobilis NRRL B-806 ile ger¢eklestirilen
levan iiretiminde en yiiksek {iirlin doniisiim verimi fermantasyonun 60. saatinde
%9.29 olarak hesaplanmistir. Yani kullanilan sakkarozun % 9.29’u levana
doniigsmiistiir. En yiliksek efektif verim 48. saatte % 4.98 olarak hesaplanmis, en

yiiksek verimlilik ise 0.188 g L™ h™ olarak 24. saatte elde edilmistir.
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Zymomonas mobilis subspecies mobilis NRRL B-14023, Zymomonas
mobilis subspecies mobilis NRRL B-14234 ve Zymomonas mobilis subspecies
mobilis NRRL B-806’nin spesifik itireme hizlar1 sirasiyla 0.0593, 0.0235 ve
0.0133 h olarak hesaplanmustur.

Calismanin diger asamalarinda, en yiliksek levan iiretimini gergeklestiren sus

olan Zymomonas mobilis subspecies mobilis NRRL B-14023 kullanilmistir.
4.2 Baslangic pH Degerlerinin Levan Uretimi Uzerine Etkisi

Zymomonas mobilis NRRL B-14023 susu ile sentetik ortamlardaki farkli
baslangic pH degerlerinin levan iiretimine olan etkisini goérmek i¢in, 28°C
sicaklikta pH 4.5, 5.0, 5.5, 6.0 ve 6.5 baslangic degerlerinde denemeler
yapilmistir.

Elde edilen levan miktarlar1 Sekil 4.4’de verilmistir. Goriildiigii gibi en
yliksek levan miktar1 baslangic ortam pH’s1 5 (15.52 g/L) oldugunda elde
edilmistir pH 4.5, 5.5, 6 ve 6.5 degerlerinde ise levan miktar1 sirasiyla 4.8, 13, 8.9

ve 1.8 g/L olarak bulunmustur.

16,0 -
14,0
12,0
10,0
8,0
6,0
4,0
2,0
0,0 -

Levan, g/L

SN NNNNN

4.5 5 55 6 6,5
pH

Sekil 4.4. Baslangi¢ pH degerlerinin levan iiretimine etkisi (Zymomonas mobilis subspecies
mobilis NRRL B-14023. T=28 °C, Baslangi¢ substrat konsantrasyonu = 150 g/L)
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Ananthalakshmy and Gunasekaran (1999), Zymomonas mobilis B-4286 susu
ile farkli baslangi¢ pH kosullarinin levan iiretimi etkisi iizerine c¢alismislardir.
Arastirmacilar en yiiksek levan iiretimini 150 g/L sakkaroz konsantrasyonunda ve
pH 5°de 14.5 g/L olarak belirlemislerdir. pH 4’iin altinda mikrobiyal gelisme ¢ok
diistik oldugu i¢in levan tiretimi gézlenmemis, pH 7’nin {izerinde levan iiretiminin
azaldigmi tespit etmiglerdir. Levan olusturma aktivitesine sahip levansiikraz
enzimi pH 5’in iizerinde sakkaroz hidroliz aktivitesini yitirmeye baslamistir
(Crittenden and Doelle, 1994). Levansiikraz enziminin levan sentezi i¢in optimum
noktast pH 5’tir. Bu noktanin iizerindeki pH degerlerinde oligosakkaritin,

levandan daha fazla olustugu belirlenmistir (Yanase et al., 1992).

4.3 Kanistirma ve Havalandirmanin Levan Uretimine EtKisi

Karistirma ve havalandirmanin levan iiretimi {izerine etkisini incelemek i¢in
48 saatlik iiretim, karistirmali ve ilk 8 saat karistirmali daha sonra karistirmasiz
olarak gerceklestirilmistir. Sekil 4.5’te de goriildiigii gibi levan {iretimi 28°C’de
48 saat boyunca karistirmasiz olarak gergeklestirildiginde en yiiksek miktarda
levan (15.52 g/L) elde edilmistir. Karistirmali (150 rpm) ve ilk 8 saati karigtirmali
olarak gerceklestirilen levan iiretimlerinde ise sirasiyla 9.9 ve 9.1 g/L levan

iretilmistir.

16 /
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Sekil 4.5 Karigtirma ve havalandirmanin levan iiretimine etkisi (Zymomonas mobilis
subspecies mobilis NRRL B-14023. T=28 °C, Baslangi¢ substrat konsantrasyonu = 150 g/L;
1. karistirmasiz, 2. karigtirmali, 3. ilk 8 saat karistirmalr)



39

Sonug olarak c¢alistigimiz bakterinin (Zymomonas mobilis subspecies
mobilis) fakiiltatif anaerob olmasina ragmen karistrmali ortamlarda (oksijenli)
karistirmasiz (oksijensiz) ortamlara gore daha az levan iiretme Sebebinin, fazla
oksijenin  Zymomonas mobilis gelisimini olumsuz yonde etkilemesi oldugu
belirtilmistir (Doelle et al., 1993).

Melo et al.,, (2007) levan iiretimi lizerine sicaklik, karistirma hizi, baslangig
sakkaroz konsantrasyonu ve maya ekstraktt konsantrasyonlarmin etkilerini
belirlemek amaciyla faktoriyel deney tasarimi kullanmiglar ve arastirmalarinin
sonucunda, levan iiretiminin baglangic substrat konsantrasyonu, sicaklik ve
karistrma hizina bagli oldugu ancak maya ekstrakti konsantrasyonuna bagli
olmadig1 gozlemislerdir. Calismada 50, 75 ve 100 rpm orbital karistirma hizlari
kullanilmig ve 20 °C sicaklikta karistirma hizimi 50 ’den 100 rpm’e dogru
arttirmanin levan tiretiminde artisa neden oldugunu (5.6 g/L), 30 °C sicaklikta ise
karistirmanin levan {iretiminde Onemli bir artisa neden olmadigmi tespit
etmislerdir. Arastirma sonucunda levan tiretimi igin optimum kosullarin 100 rpm
karistirma hizi, 20°C sicaklik ve 250 g/L baslangig sakkaroz konsantrasyonu

oldugunu belirlemislerdir.

4.4 Farkh Azot Kaynaklarinin Levan Uretimine Etkisi

Calismada levan iiretimine farkl azot kaynaklarmin etkileri incelenmistir.
Bu amagcla, maya ekstrakti, misir 1slatma suyu, pepton ve tripton azot kaynagi
olarak kullanilmistir. Bu denemelerde maya ekstraktinin yerine kullanilan azot
kaynaklari, 2.5 g/L maya ekstrakti ile esit miktarda azot igerecek sekilde sakkaroz

iceren iiretim ortamina ilave edilerek fermantasyon gergeklestirilmistir.

En yiliksek levan {iiretimi (15.52 g/L), iiretim ortaminda maya ekstrakti
kullanildiginda elde edilmistir (Sekil 4.6). Azot kaynagi olarak musir 1slatma
suyunun kullanildig: iretimlerde de 13.91 g/L levan bulunmustur. Diger azot
kaynaklar1 olan pepton ve tripton kullanilarak gerceklestirilen {iretimlerde
sirasiyla 4.94 ve 9.78 g/L levan elde edilmistir. Levan {iretimi i¢in en uygun azot

kaynaginin maya ekstrakti oldugu sonucuna varilmistir.
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Sekil 4.6 Farkli azot kaynaklarmin levan iiretimine etkisi (1. maya ekstrakti, 2. misir

1slatma suyu, 3. pepton, 4. tripton)

Bekers et al., (2002b) yaptiklar1 ¢alismada farkli {iretim ortamlarinda Z.
mobilis ile etil alkol ve levan iiretimini incelemislerdir. Arastirmacilar, iyi birer
azot kaynagi olarak da kullanilan maya ekstrakti, piring destilat1 ve seker pancari
melasmi, sakkaroz iceren tiretim ortamina ilave ederek levan ve etil alkol
iiretimine olan etkilerini arastirmiglardir. Calismada en yiiksek etil alkol ve levan
iiretimi smrasiyla melasin ve maya ekstraktinin kullanildigi ortamlardan elde

edilmistir.

4.5 Baslangi¢c Substrat Konsantrasyonunun Levan Uretimine Etkisi

Baglangic substrat konsantrasyonunun levan {retimine olan etkisini
belirlemek i¢in, 100, 150, 200, 250, 300 ve 350 g/L sakkaroz iceren sentetik ortam
kullanilmistir. Seker konsantrasyonu 100°den 300 g/L’ye arttirildiginda, levan
konsantrasyonlar1 artmistir (Sekil 4.7). 300 g/L seker konsantrasyonunun tistiinde,
kesikli kiiltlirtin bir 6zelligi olan yiiksek seker konsantrasyonunun inhibisyon

ozelliginden dolay1 levan konsantrasyonunda 6nemli bir diisiis olmustur.

En yiiksek levan {iretimi baslangig substrat konsantrasyonu 300 g/L
oldugunda ve fermantasyonun 48. saatinde, 30.12 g/L levan olarak bulunmustur.

Diger baslangi¢c konsantrasyonlar1 olan 100, 150, 200, 250 ve 350 g/L sakkaroz
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iceren sentetik ortamlarda ise fermantasyonun 48. saatinde gézlemlenen levan

konsantrasyonlari sirasiyla 11.2, 15.52, 19.2, 24.52 ve 9.55 g/L’dir.

Bazi1 aragtirmacilar yiiksek seker konsantrasyonlarinin, 0zmotik basing
(gecisme basinci) ve diisiik su aktivitesinden dolayr mikrobiyal polisakkarit
iretiminde azalmaya neden oldugunu rapor etmislerdir (Lazaridou et al., 2002).
Zymomonas mobilis subspecies mobilis NRRL B-4286 susu ile gergeklestirilen bir
calismada (Ananthalakshmy and Giinasekaran, 1999), farkli baslangi¢c substart
konsantrasyonlar1 (50-250 g/L) denenmis ve en yiiksek levan liretiminin 250 g/L
baslangi¢ substrat konsantrasyonunda (15.5 g/L) elde edildigi belirtilmistir.

Shih et al., 2010 yaptiklar1 ¢alismada kalsiyum aljinatta immobilize edilmis
Bacillus subtilis (natto) Takahashi hiicreleri ile siirekli sistemde levan tiretimini
incelemislerdir. Yaptiklari bu c¢alismada farkli baslangi¢ substrat(sakkaroz)
konsantrasyonlar1 denemisler (0, 50, 100, 150, 200 and 250g/L ) ve en yiiksek
levan (86.3 g/L) iiretimini, 200 g/L sakkaroz konsantrasyonunda, tiretimin 36.

saatinde elde etmislerdir.
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Sekil 4.7 Farkli substrat konsantrasyonlarmin levan {iretimi iizerine etkisi (Zymomonas

mobilis subspecies mobilis NRRL B-14023, pH=5.0, T=28 °C, fermantasyon siiresi = 48 h)



4.6 Levan Uretiminin Optimizasyonu

Levan iretiminde Onemli proses parametreleri olan sicaklik, pH ve
baslangi¢ substrat
degiskenlerinin optimum seviyelerini belirlemek igin cevap yiizey yontemi

kullanilmigtir. Cevap yiizey yonteminde kullanilan deneysel tasarim noktalar1 ve
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analiz sonuglar1 Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1 Deneysel tasarim ve cevaplari

konsantrasyonunun  etkisini

incelemek ve bu proses

Faktirler
Cahsma Levankonsantrasyom
Sirast kuni;l:::;:;mm Stc ?khk pH (/L) ‘
€L) ©
1 250 24 45 18,63
2 350 48 5.5 33,00
3 330 36 5.0 30,02
4 300 36 5.5 40,17
5 230 36 5.0 1085
6 300 36 3.0 36,20
7 300 24 5.0 27.33
2 300 36 3.0 36,26
o 300 36 5.0 36,60
10 230 48 5.5 28,18
11 300 48 5.0 30,12
12 300 36 5.0 36,20
13 350 24 45 14 46
14 300 36 45 20,07
15 230 48 45 6,20
16 300 36 5.0 36,50
17 300 36 5.0 36,10
12 330 48 45 16,40
19 350 24 5.3 17,11
20 250 24 5.5 2538
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Tasarim matrisi ve her bir terimin uyumu varyans analizi (ANOVA) ile

incelenmis ve sonuclar Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2 ikinci dereceden model denklemin istatistiksel analizi (R*= 0.999)

Kaynak SD KD Diiz. KT Diiz. KO F P

Regresyon 9 1576.09 1576.09  175.121 1E+03  <0.001

Lineer 3 355.02 355.02  118.341 4E+03  <0.001
ikinci 3 1020.38 1020.38  340.128 838.12 <0.001
derece

Etkilesim 3 200.69 200.69 66.895 <0.001
Artik hata 10 0.80 0.80 0.080 3.18

Uyum 5) 0.61 0.61 0.121 1E+03 0.115
eksikligi

Saf hata 5 0.19 0.19 0.038

Toplam 19 1576.89

SD: serbestlik derecesi, KT: kareler toplami, Diiz. KT: diizeltilmis kareler toplam1, Diiz. KO:
diizeltilmis kareler ortalamasi

Deneysel veriler ve tahmin edilen veriler arasindaki uyumu gosteren iliski
katsayis1 (R?) degeri 0.999 olarak elde edilmistir. Bu deger; yiizey merkezli model
ile deneysel verilerin % 99.9 dogrulukta agiklanabilecegini ifade etmektedir. Bu
sonu¢ 20 deneysel nokta kullanilarak elde edilen model denklemin levan
konsantrasyonu i¢in incelenen bagimsiz degisken araliginda yiiksek dogrulukta

kullanilabilirligini gostermektedir.

Cizelge 4.2 incelendiginde Regresyon i¢in F testinin %5 6nem derecesinde
anlamli oldugu (P<0.05), ayrica model ile elde edilen veriler arasindaki uyum
eksikliginin  (0.115) %5 Onem derecesinde Onemsiz oldugu (P>0.05)

goriilmektedir. Bunun anlami ise baslangi¢ substrat konsantrasyonu, inkiibasyon
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siresi ve pH’nin Zymomonas mobilis subspecies mobilis NRRL B-14023
hiicreleri ile levan iiretimine etkilerinin olusturulan model ile iyi bir sekilde

aciklanabilecegidir.

Deneysel veriler tizerine ¢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 = — 426.757+ 1,6103X; — 0,631952X, + 80.5715 X3 -0.00264503 X, —
0.0543235 X, — 7.70634 X3 + 0.00557660 X;X, — 0.0439856 X X3+
0.593507 X,X3

Y= Levan konsantrasyonu

X1, X3, X3 = Incelenen parametrelerin gercek seviyeleri

Cizelge 4.3 Levan konsantrasyonlari igin tahmin edilen regresyon katsayilari

Terim Katsayilar SH kat. T P
Sabit -426.757 0.09712 374.837 <0.001
SK 1.61030 0.08934 2.300 0.044
T -0.631952 0.08934 13.065 <0.001
pH 80.5715 0.08934 65.361 <0.001
SK x SK -0.00264503 0.17036 -38.815 <0.001
TXT -0.0543235 0.17036 -45.917 <0.001
pH x pH -7.70634 0.17036 -11.309 <0.001
SKxT 0.00557660 0.09988 33.498 <0.001
SK x pH -0.0439856 0.09988 -11.009 <0.001
TxpH 0.593507 0.09988 35.652 <0.001

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

Cizelge 4.3’te baslangi¢ substrat konsantrasyonu ve pH ile cevap (levan
konsantrasyonu) arasinda pozitif dogrusal bir etki oldugu goriilmektedir (P<0.05).

Bu sonug artan substrat konsantrasyonu ve pH degerlerinde levan iiretiminin
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artacagini gostermektedir. P degerleri her bir katsayinin 6nemini kontrol etmek
icin bir arag olarak kullanilmaktadir. P degerinin daha kiigiik olmasi, katsayiya
iliskin korelasyonun 6nem derecesinin daha fazla oldugunu gostermektedir. pH,
en yiiksek dogrusal katsay1 ile (80.5715) levan konsantrasyonu iizerine en biiyiik
etkiye sahiptir. pH’1 sirayla substrat konsantrasyonu (1.61030) ve inkiibasyon
stiresi (0.631952) takip etmektedir.

Ayni ¢izelge incelendiginde substrat konsantrasyonu, inkiibasyon siiresi ve
pH’nin cevap ilizerinde negatif kuadratik etkisinin oldugu da goriilmektedir
(P<0.05). Bunun anlami artan substrat konsantrasyonu, inkiibasyon siiresi ve pH
degerlerinde levan iiretiminin artmas1 ve daha ytliksek degerlere ¢ikilmaya devam

edildiginde levan iiretiminin azalmasidir.

Substrat konsantrasyonu ve pH arasindaki negatif interaksiyon etkilesim,
her iki parametrede meydana gelen artiglarda levan {iretiminin artacagi, belli bir
degerde iiretimin maksimum degerine ulasacagi ve parametrelerde daha yiiksek
degerlere c¢ikildiginda iiretimin azalacagi anlami tagimaktadir. Substrat
konsantrasyonu-inkiibasyon siiresi, substrat konsantrasyonu-pH ve pH-

inkiibasyon siiresi arasindaki etkilesimler anlamlidir (P<0.05).

Sekil 4.8, 49 ve 4.10°da faktorlerden bir tanesi merkezde sabit
tutuldugunda, diger iki faktér seviyelerinin levan konsantrasyonu lizerine olan
etkileri izohips egrileri ve yiizey grafikleri ile gosterilmistir. Sekil 4.8’de substrat
konsantrasyonunun ayni diizeyleri i¢in, merkezden yiiksek seviyedeki siirelere
gelindikce levan konsantrasyonu azalmig, merkezden yiiksek seviyedeki pH’larda
ise levan konsantrasyonu artmistir. Sekil 4.9°da sabit pH degerlerinde, merkezden
yiiksek seviyedeki substrat konsantrasyonu ve inkiibasyon siirelerinde levan
konsantrasyonu azalmustir. Sekil 4.10°da sabit inkiibasyon siiresinde, substrat
konsantrasyonu degerleri merkez seviyesinin lizerine g¢iktiginda levan
konsantrasyonu azalmis, pH degerleri merkez seviyesinin iizerine ¢iktiginda ise

levan konsantrasyonu artmustir.
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Levan biyosentezini tahminlemek i¢in olusturulan ikinci derece polinomiyal
esitlik ¢oziilmiis ve proses icin belirlenen optimum kosullar belirlenmistir. Bu
optimum kosullar, baslangi¢ seker konsantrasyonu 299.11 g/L (X3), inkiibasyon
sliresi 42.34 saat (X) ve pH 6 (X3)’dir ve bu kosullarda model, fermantasyon
sonunda maksimum 42.6 g/L levan iiretilebilecegini tahminlemistir. Bu veriler
Zymomonas mobilis subspecies mobilis NRRL B-14023 susu ile sakkaroz igeren
sentetik besi yeri ortaminda maksimum levan iiretimi i¢in en uygun seviyeler

olarak belirlenmistir.

Borsari et al., (2006) levan iiretiminin optimizasyonu iizerine ¢aligmiglardir.
Calismada, seker kamist suyunu, sakkarozu ve farkli fermantasyon proseslerini
(kesikli ve yar1 siirekli) bagimsiz degiskenler olarak belirlemis ve bu
parametrelerle levan iiretimini optimize etmislerdir. Fermantasyon ortamina seker
kamist suyu ilave ettiklerinde olusan levan miktarinin artmadigini fakat biyokiitle,
sorbitol ve etil alkol miktarlarmin arttigmi gozlemislerdir. Z. mobilis CP4 ile en
yilksek levan iretimi (40.14 g/L), 150 g/LL sakkaroz ortamida kesikli

fermantasyon sistemi ile elde edilmistir.

Son fermantasyonda, modelin verdigi optimum kosullarda Zymomonas
mobilis subspecies mobilis NRRL B-14023 susu kullanilarak sakkaroz igeren
sentetik besi yeri ortaminda Kkesikli sistemde {iretim gerceklestirilmis ve
fermantasyonun 42. saatinde maksimum levan konsantrasyonu (40.2 g/L) elde
edilmistir. Bu deger modelin verdigi deger olan 42.6 g/L degerine oldukga yakin
bir degerdir.

4.7 Dolgulu Yatak Biyoreaktorde Levan Uretimi

Cevap ylizey yontemi kullanilarak optimum kosullar belirlenmis bu degerler
g6zoniinde bulundurularak dolgulu yatak biyoreaktorde Zymomonas mobilis

subspecies mobilis NRRL B-14023 susu ile levan iiretimi denemeleri yapilmistir.

Calismada, Zymomonas mobilis subspecies mobilis NRRL B-14023
hiicreleri Ca-aljinat boncuklarinda immobilize edilmistir. Immobilize edilmis

hiicreler, dolgulu yatak biyoreaktore (packed bed bioreactor) doldurularak siirekli
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sistemde levan iiretim denemeleri gerceklestirilmistir. Bu amagla farkli seyreltme

hizlarinda levan tliretim denemeleri gerceklestirilmistir.

En yiiksek levan iiretimi, seyreltme hizmnin 0.14 h™ oldugu denemede 31.8
g/L olarak bulunmustur. Diger seyreltme hizlari olan 0.22, 0.29 ve 0.4 h*
degerleri ile gergeklestirilen levan iiretimlerinde ise sirasiyla 29.8, 22.1 ve 11.2

g/L levan elde edilmistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11 Dolgulu yatak biyoreaktorde farkli seyreltme hizlarinda levan iiretimi(#: levan,
m: kalan seker).

Farkli seyreltme hizlarinda gerceklestirilen iiretimlerin verimlilikleri Sekil
4.12°de gosterilmistir. En yiiksek verimlilik 0.22 h™ seyreltme hizinda 6.56 g L™
h? olarak ve en diisiik verimlilik ise 0.4 h™ seyreltme hizinda 4.5 g¢ L™ h™ olarak
hesaplanmustir. En yiiksek hacimsel verimlilik degerinin elde edildigi 0.22 h™
seyreltme hizinda kullanilmadan kalan sakkaroz konsantrasyonu da 96.2 g/L gibi
oldukca yiiksek bir degerdir. Bunun sebebinin, siirekli sistemin karakteristigi olan
yiksek akig ve yiliksek seyreltme hizlarinda mikroorganizmalarin substrati
kullanacak yeterince vakit bulamamalari ve kullanilmadan kalan substrat
konsantrasyonunun artmas1 oldugu diistiniilmiistiir. Diger seyreltme hizlar1 olan
0.14 h' ve 0.29 h™ seyreltme hizlarinda hesaplanan verimlilik degerleri ise
srastyla 4.45 g L™ h™ ve 6.41 g L™ h™tir.
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Stirekli sistemde elde edilen sonuglar degerlendirildiginde, maksimum
hacimsel verimliligin elde edildigi (D=0.22 h™) ve maksimum substrat tiiketimi
ile beraber levan olusumunun elde edildigi (D=0.14 h™) iki 6nemli seyreltme
hizinin oldugu goriilmektedir.

Literatiirde Zymomonas mobilis ile dolgulu yatak biyoreaktor kullanilarak
levan tiretiminin gergeklestirildigi bir ¢alisma bulunamamustir. Fakat Margaritis
et al, (1981) kiitle transferini en az diizeyde tutmak ve immobilize hiicre
aktivitesini en yiiksek seviyelere ¢ikarmak i¢in Zymomonas mobilis hiicrelerini
Imm ¢apindaki kiigiik Ca-aljinat boncuklarina immobilize ederek kiigiik boncuk
boyutu ve yiiksek (58g kuru hiicre/L) hiicre konsantrasyonunda, dolgulu yatak
biyoreaktor sisteminde etil alkol tiretimi gergeklestirmisler ve yiiksek etil alkol
verimlilik degerleri saglamiglardir. Sistem kararli halde iken seyreltme hizlar1 0.4
h™ ile 3.9 h™ arasinda degistirilerek 100 g glikoz/L substrat konsantrasyonu ve
%87 seker doniisimii ile en yiiksek 102 g etil alkol L™ h™ verimliligi elde
etmiglerdir. Biyoreaktorii 384 saat boyunca stirekli calisgtirmiglar ve kisa
araliklarla CaCl; uygulamasi ile etil alkol verimliligini en yliksek diizeyine (116 g

etil alkol L™ h™) ulastirmuslardir.
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Sekil 4.12 Farkli seyreltme hizlarinda levan iiretim verimliligi
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5. SONUC

Bu ¢aligmada, sakkaroz igeren besi yerinde Zymomonas mobilis subspecies
mobilis B-14023 susu kullanilarak, iki asamada, kesikli ve siirekli sistemlerde
levan iiretimi gergeklestirilmistir. Kesikli sistemde levan iiretimine etki eden

faktorler Cevap Yiizey Yontemi (CYY) kullanilarak optimize edilmistir.

Calismanin ilk agamasinda, kesikli fermentasyon yontemi ile levan iiretimi
gergeklestirilmistir. Maksimum levan iiretimi elde etmek i¢in farkli baslangic
substrat konsantrasyonlari, farkli azot kaynaklari, farkli pH seviyeleri ve
inkiibasyon siireleri denenmis ve en yiiksek levan iiretiminin elde edildigi

seviyeler belirlenmistir.

Baslangi¢ substrat konsantrasyonunun levan {iretimine etkisi incelendiginde
en yliksek levan konsantrasyonu olan 30.12 g/L degeri, 300 g/L baslangi¢ substrat
konsantrasyonu igeren ortam kullanilarak elde edilmistir. Daha yliksek baslangi¢
substrat konsantrasyonlar1 kullanildiginda elde edilen levan miktarlar1 azalmistir.
Boylece yiiksek baslangic substrat konsantrasyonlarmin levan {iretimini inhibe

edici etkisi oldugu belirlenmistir.

Farkli azot kaynaklarmimn levan iiretimine etkisinin incelendigi asamada,
dort farkli azot kaynagi denenmis ve en yiiksek levan tiretiminin (15.52 g/L) maya

ekstakt1 kullanilarak yapilan fermantasyonda elde edildigi belirlenmistir.

Fermantasyon siiresi, pH ve substrat konsantrasyonu levan iiretimine
etkilerinin incelenmesi i¢in se¢ilmis ve bunun i¢in cevap yiizey yoOntemi
kullanilmistir. Bu ti¢ degiskenin levan iiretimine lineer, kuadratik ve interaksiyon
etkileri cevap ylizey yOntemi ile belirlenmistir. Bulunan model, proses
degiskenlerinin etkilerini yeterli diizeyde agiklayabilmistir. Cevap yiizey
yonteminin uygulanmasi sirasinda segilen fermantasyon siiresi, pH ve substrat
konsantrasyonu araliklar1 i¢in yiizey merkezli tasarim kullanilmistir. Segilen
tasarim i¢in deney modeli olusturulmus ve modelin belirledigi 20 noktada deney
yapilmugtir. Deneysel veriler kullanilarak ikinci dereceden model denklem elde

edilmis ve bu esitlik kullanilarak 20 deney noktasi i¢in levan konsantrasyonlar1
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hesaplanmustir. Tasarimm R? degeri 0.999 olarak belirlenmis olup deneysel
verilerin elde edilen model denklemde % 99.9 dogrulukla agiklanabilecegini ifade
etmektedir. Levan iiretiminde optimum parametrelerin hesaplanmasi amaciyla
yiizey merkezli tasarima ait regresyon katsayilar1 kullanilarak 3 degisken
(fermantasyon stiresi, pH ve substrat konsantrasyonu) i¢in matris ¢oziimlemesi
yapilmistir. Yapilan ¢oziimleme sonucunda optimum fermantasyon stiresi 42.34
saat, pH 6 ve substrat konsantrasyonu 299.11 g/L olarak bulunmustur. Modelin bu
degerler ile kesikli sistemde iiretim i¢in tahminledigi maksimum levan miktari
42.6 g/L iken iiretim sonucunda, % 13.4 efektif verim ile 40.2 g/L levan elde
edilmistir. Optimizasyon oncesi elde edilen levan konsantrasyonu 30.12 g/L iken,
optimizasyon sonrast levan konsantrasyonunun 40.2 g/L seviyesine ulagmasi,
cevap yiizey yonteminin levan iiretiminin optimizasyonunda basarili bir sekilde

kullanilabilecegini gostermektedir.

Caligmanin ikinci asamasinda ise; dolgulu yatak biyoreaktor ile stirekli
sistemde levan iiretimi gergeklestirilmistir. Dolgulu yatak biyoreaktérde, Ca-
aljinatta immobilize edilmis Z.mobilis hiicreleri ile gergeklestirilen levan
iiretiminde en yiiksek levan konsantrasyonu olan 31.8 g/L, 0.14 h™ seyreltme
hizinda ve 4.45 g L™ h verimlilik degerinde elde edilirken; en yiiksek verimlilik
degeri (6.56 g L*h™) ise 29.8 g/L levan iiretiminde ve 0.22 h™ seyreltme hizinda
elde edilmistir. immobilize hiicrelerle siirekli sistemde levan iiretiminde, denenen
seyreltme hizlar1 igerisinde iirlin konsantrasyonunun maksimum oldugu ve
hacimsel verimliligin maksimum oldugu iki ayr1 kritik seyreltme hizi oldugu

sonucuna varilmistir.

Bu tez projesinde elde edilen sonuglar, levan iiretiminde cevap yiizey
yontemi ile optimizasyonun iiretimin maliyetini diisiirmek acisindan ne kadar
kullanigh ve 6nemli bir yontem oldugunu ortaya koymaktadir. Ayrica Zymomonas
mobilis ile dolgulu yatak biyoreaktorde siirekli sistemde levan iretiminin bu
alanda bir ilk olmas1 ve yapilacak ¢alismalara 151k tutacak nitelikte olmasi da tez

projesinin diger bir 6nemini yansitmaktadir.
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EKLER

Ek 1 Indirgen Seker Analizi Absorbans- Konsantrasyon Grafigi (Dns
Metodu; Dalga Boyu: 540nm)

Ek 2 Kalan Seker Analizi Absorbans- Konsantrasyon Grafigi (Fenol
Siilfiirik Asit Metodu- Dalga Boyu: 490 Nm)

Ek 3 Biyokiitle Tayini Absorbans- Konsantrasyon Grafigi (Optik
Dansite Yontemi- Dalga Boyu: 590 Nm)
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EK1 INDIRGEN SEKER ANALIZI ABSORBANS- KONSANTRASYON
GRAFIGI (DNS METODU; DALGA BOYU: 540nm)
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EK2 KALAN SEKER ANALIZI ABSORBANS- KONSANTRASYON
GRAFIGI (FENOL SULFURIK ASIT METODU- DALGA BOYU: 490 nm)
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EK3 BIYOKUTLE TAYINi ABSORBANS- KONSANTRASYON GRAFIGI
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