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oz

Levan gida, kozmetik ve ila¢ sanayi gibi birbirinden farkli endustrilerde kullanim alanina sahip bir fruktoz
polimeridir. Levansukrazlar sakkarozu substrat olarak kullanarak fruktoz polimerleri olusumunu katalizleyen
enzimlerdir. Bakteriler tarafindan hiicre disina salgilanan levansukrazlar bakterinin yiksek sakkaroz
konsantrasyonunda levan ve/veya fruktooligosakkarit polimerlerini sentezlemesini saglar. Bu calismada
Zymomonas mobilis NRRL B-14023 kullanilarak levansukraz enziminin Gretilmesi ve levan polimeri tiretme
kosullart incelenmistir. Yapilan ¢alismada Z. mobilis levansukrazi tiretilmis ve ham enzimin levan aktivitesi
gostetilmistir. Levansukraz, Z. mobilis B-14023 hiicreleri tarafindan 36 saat boyunca 30.3 °C’de 159 g/L
sakkaroz, pH 4.91 ortaminda statik kiltiirde tretilmistir. Levansukrazin levan tretimi i¢in optimum
inktbasyon siiresi ve sicakligi 24 saat ve 25 °C olarak bulunduktan sonra aktiviteye etki eden faktorler
arastirilmistir. Artan NaCl konsantrasyonunda levan tretiminde azalma oldugu gérilmistir. Ayrica 10 mM
EDTA ve MgCl, varliginda enzimin levan tiretim aktivitesinde azalma oldugu bulunmustur. Sonug olarak Z.
mobilis NRRL B-14023 levansukrazi ile ortalama 62.42 g/L levan tretilmistir.

Anahtar kelimeler: Zynomonas mobilis, Levansukraz, Levan

USE of Zymomonas mobilis LEVANSUCRASE IN LEVAN PRODUCTION
ABSTRACT

Levan has a wide range of uses in different industries such as food, cosmetics and pharmaceutical.
Levansucrases are enzymes, which catalyze the formation of fructose polymers using sucrose as
substrate. Levansucrases are produced and secreted by bacteria and enable them to synthesize
levan/fructooligosacchatrides in medium containing high sucrose concentrations. In this study,
Zymomonas mobilis levansucrase was produced and its levan activity was investigated. Levansucrase
was produced by Z. mobilis NRRL B-14023 cells in static culture in medium with 159 g/L sucrose,
pH 4.91 at 30.3 °C for 36 h. The optimum incubation time, temperature of crude enzyme for levan
production wete found as 24 h and 25 °C. The levan production of levansucrase decreased with
increasing NaCl concentrations. Furthermore the presence of 10 mM EDTA and MgCl, showed an
inhibitory effect on levan production. As a result, on average 62.42 g/L levan was produced using Z.
mobilis NRRL B-1423 levansucrase.

Keywords: Zymomonas mobilis, Levansucrase, Levan

*Yazismalardan sorumlu yazar / Corresponding author;
D4 burcu.kaplan.turkoz@ege.edu.tr ©(+90) 232 311 3011 =1(+90) 232 311 4831

1061


mailto:burcu.kaplan.turkoz@ege.edu.tr
mailto:burcu.kaplan.turkoz@ege.edu.tr

1062

G. Sozgen, G. Ozdogan, B. Kaplan Tiirkodz

GIRIS
Fruktanlar  sakkarozdan  tiretilen  fruktoz
polimerleridir (Ritsema ve Smeekens, 2003).
Fruktanlar gida endustrisinde olduk¢a genis
kullanim alanina sahiptir. Inilin tipi fruktanlar
tatlandirict, yag ikamesi, tekstir dizeltici,
stabilizatér ve jellestirici olarak, ekmekeilikte,
pastacilikta, bebek mamalarinda, dondurma ve
tatlilarda kullanilmaktadir (Roberfroid, 2000).
Levan tipi fruktanlar ise hem suda hem yagda
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¢ozlnebilir olmalari, yuksek molekil agithgr ve
diigiik viskoziteye sahip olmalari, oda sicakliginda
su icinde sismemeleri gibi bir ¢ok 6zellikleri
sayesinde gida endistrisinde jellestirici ajan,
emulgator, stabilizatér ve kivam arttirict olarak
kullanilabilme potansiyeline sahiptir (Arvidson
vd., 20006; Stikanth vd., 2015a). Levan, ana zincire
D- fruktofuranosil halkalarinin -(2,6) baglari ile
baglanmasindan  olusan dogal bir fruktoz

polimeridir (Bekers vd., 2005) (Sekil 1).
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Sekil 1: Levan polimerinin kimyasal yapist.
Figure 1: Chemical structure of levan polymer.

Levan polimerinin ticari Uretiminin ABD’de
1930°lu yillarda basladig: bildirilmistir (Srikanth
vd,, 2014). Levan, gida, kozmetik, ila¢c gibi
birbirinden farkli endustrilerde kullanim alani
bulmustur (Ergene ve Avci, 2016). Levan
kimyasal Ozellikleri sayesinde diger molekiillerle
kovalent bag yapabilir ve fonksiyonel polimerlerin
olusumuna olanak saglar. Ornegin levan fosfatin
bu 6zelligi ile yag ikamesi olarak kullaniabilecegi
bildirilmistir (Roberts ve Garegg, 1998). Levanin
yag ikamesi olarak kullanilmasinda yiksek
molekiler agirhigy ile tat reseptorleri tarafindan
algilanamayacak kadar biiyiik olmast ve ucuculuk
Ozelliginin  algilanabilir seviye icin ¢ok disik
olmast da avantaj saglamaktadir (Xiao vd., 2014).
Ekmek ile ilgili yapilan bir c¢alismada levamn
mikrojel olusturmasinin raf dmrintin uzamasina
etkili oldugu bulunmustur. Bugday ekmegine en
az %1 oraninda levan ecklendiginde kontrole
kiyasla %18-26 oraninda daha yumusak ekmek
elde edildigi gosterilmistir (Jakob vd., 2012).
Levanin biyobozunur ambalaj malzemesi olarak
da kullanilabilecegi bildirilmektedir. Levanin
yapisinda uzun esnek parcalar bulunmadigr icin
levan polimerinden yapilan filmler kullanim icin
¢cok  kirlgandir ancak kil  veya  diger
plastiklestiricilerle ~ birlikte kullandmasiyla  bu

soruna ¢Ozim bulunmustur (Vijayendra ve
Shamala, 2014). Bitiin bu 6zelliklerinin yaninda
levan ayrica prebiyotik 6zellik de gdstermektedir
(Ki-Hyo vd., 2003). Anti-irritan, antioksidan ve
antienflamatuar aktiviteleri de oldugu icin levan
tibbi agidan da degerli bir polimerdir (Oner vd.,
2016).

Levan uretimi mikrobiyal fermantasyon ile
yapilabilmektedir. Zymomonas mobilis
fermantasyonu sonrast elde edilen tst fazlarda
dogrudan levan bulundugu gosterilmistir (Silbir
vd., 2014). Silbir ve arkadaglarinin yapug
calismada Z. mobilis ile levan uretimi kogullart
optimize edilmistir ve 299.1 g/L baslangic
substrat (sakkaroz) konsantrasyonu, 42.3 saat
inkiibasyon siiresi ve pH 6.0 baslangic degerinde
maksimum levan konsantrasyonu olan 40.2
g/Lye ulasildigt belirtilmistit.  Bacillus  subtilis
(Natto) Takahashi kullanilarak yapilan  bir
calismada 200 g/L sakkaroz konsantrasyonu, 37
°C’de pH 7.0 degerinde 21 saat inkiibasyon siiresi
sonunda 49.4 ¢/L levan elde edildigi bildirilmistir
(Shih vd., 2005). Immobilize B. subtilis (Natto)
Takahashi kullanilarak da 72 saat inktbasyon
suresinde 70.6 g/L levan tretimi gerceklestirildigi
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bildirilmistir (Shih vd., 2010). Bacillus licheniformis
NS032  kullantlan  bir  calismada 96  saat
inktibasyon sonunda 47.8 g/L levan elde edildigi
(Kekez vd., 2015), Acetobacter xylinum NCIM 2526
kullanilarak da 60 saat sonunda 13.25 g/I. levan
elde edildigi (Srikanth vd., 2015b) bildirilmistir.

Mikroorganizmalarin  sakkaroz fermantasyonu
sirasinda levan tretmelerini saglayan hiicre disina
salgiladiklari levansukraz enzimleridir.

Levansukrazlar, sakkarozu parcalayan ve aciga
cikan fruktozlart seker polimerlerine doniistiren
enzimlerdir. Bakteriler tarafindan hiicre disina
salgilanan  levansukrazlar  bakterinin  yiksek
sakkaroz konsantrasyonunda FOS ve levan
polimerlerini sentezlemesini saglar.
Levansukrazlar ~ mikrobiyal —kokenlerine  ve
reaksiyon kosullarina bagh olarak uzun levan
polimerleri ya da FOS iiretitler (Oner vd., 2016).
Levansukraz enzimi cesitli mikroorganizmalar
tarafindan  Uretilir ve bunlardan B. subtilis
(Chambert vd., 1974), Acetobacter diazotrophicus
(Hernandez vd., 1995), Emvinia amylovora (Caputi
vd., 2013), Psendomonas syringaepathovar (Hettwer
vd., 1995) ve Z. mobilis (Exdal vd., 2017; Santos-
Moriano vd., 2015) levansukrazlart karakterize
edilmistir.  Enzim  aktivitesi i¢in  6nemli
degiskenler sakkaroz konsantrasyonu, pH ve
sicakliktir. Z. mobilis levansukrazinin reaksiyon
kosullarina baglt olarak hem FOS hem de levan
trettigi bildirilmistir. Yapilan calismada 4-40 °C
arasindaki reaksiyonlar incelenmis ve 4 °C’de en
yiksek levan verimi elde edildigi, sicaklik
yukseldikce FOS tretiminin arttigr bildirilmigtir
(Santos-Motiano vd., 2015). Baska bir ¢alismada
Z. mobilis levansukrazin pH 5.4 tamponda ve 45
°C’de FOS aktivitesi oldugu gosterilmigtir (Erdal
vd., 2017). B. subtilis levansukrazi pH 6’da ve 22
°C’de levan uretitken (Chambert vd., 1974), E.
amylovora levansukrazi pH 6.5 tamponda ve 37 °C
sicaklikta FOS tretmektedir (Caputi vd., 2013).
Dogrudan saflagtirlmis levansukraz enzimlerinin
kullanilmasiyla levan tretimi ile ilgili literattirde

yapilmis ¢alismalar mevcuttur. Ornegin = B.
subtilis’ten levansukraz tretimi ve enzimatik levan
sentezi incelenmistir. Artan protein

konsantrasyonlarinda levan tretiminin arttugl ve
1000 pg/mL enzim kullanilarak %84 verimle

levan uretilebilecegi bildirilmistir (Abdel-Fattah
vd., 2005). Enzimatik levan tretimi; dusik yan
uirlin olusmasi, Uretimin kontrolli olmast ve
istenilen  stirede  gerceklesmesi  nedeniyle
avantajlidir. Bu calismada Z. mobilis levansukraz
enziminin eldesi ve ham enzim ile levan iretim
kosullart arastirilmustir.

MATERYAL VE YONTEM

Materyal

di-nitro salisilik asit (DNS) ve diger biitin analitik
safliktaki kimyasallar =~ Sigma-Aldrich ya da
Merck’ten temin edilmistir.

Mikroorganizma ve Ureme Kogullari

Bu calismada kullandan Z. mobilis NRRL B-14023
hiicresi  Agricultural Research Service Culture
Collection (Peoria, USA)’dan temin edilmistir.
Mikroorganizma, taze stok besiyeri ortaminda
(glukoz; 20 g/L, bacto peptone; 10 g/L, maya
ozutl; 10 g/L) 28 °Cde 24 saat boyunca
inkiibasyona birakilmis ve inkiibasyon sonrast
%50  gliserol ile karsturilarak  -86 °C’de
dondurularak saklanmustir.

Z. mobilis Levansukraz Fermantasyonu

Taze stok besiyeri ortaminda gelistirilen Z. zobilis,
%?5(v/v) oraninda ast kiltiir ortamina (sakkaroz;
50 g/L, maya ozutl; 7 g/L, KoHPOy; 2.5 g/L,
(NH4)2SO4; 1.6 g/L, MgSO4.7H,O; 1 ¢g/L, pH
5.0) ekilmis ve 28 °Cde 24 saat boyunca
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda
ast kiltiirden %5(v/v) oraninda iiretim ortamina
(sakkaroz; 159 g/L, maya oziutly; 2.5 g/L,
KoHPOg; 20 g/L,  (NH).SO4 2 g/L,
MgSO,.7TH,O; 1 g/L, pH 4.91) inokulasyon
yapilmustir. Fermantasyon, igerisinde 200 mL
tretim ortami bulunan 1 L erlenlerde statik kilttr
olarak 30.3 °C’de yapidmustir. Fermantasyon
stiresince farkli zamanlarda 6rnek alinarak hiicre

yogunlugu, protein miktart ve levansukraz
aktivitesi 6lctilmistiir.

Hiicre Yogunlugu

Fermantasyon ortamindaki hiicrelerin yogunlugu
Thermo  Scientific  Genesys 10S  UV-VIS

spektrofotometrede 600 nm dalga boyunda
belitlenmistir.
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Ham Enzim Eldesi

Hiicre disina salgilanan enzimin eldesi, hicre dist
proteinlerin  htcrelerden  ayrilmast  yoluyla
gerceklesmistir. Fermantasyon sonrasinda
hticrelerin uzaklastirilmasi icin iki farkli yontem
denenmistir. Santrifugasyon yonteminde
fermantasyon sonrasinda alinan tretim ortamlari
4 °C’de 6500 rpm’de 20 dakika santrifiij edilmis ve
temiz Ust faz ham enzim olarak ayrilmistir.
Filtrasyon yénteminde ise fermantasyon sonrast
st faz 0.22 pm seliiloz asetat filtreden gegirilmis
ve temiz alt faz ham enzim olarak ayrilmustur.

Enzim Aktivite Tayini

Levansukraz aktivitesi, aciga ¢tkan indirgen seker
(glukoz ve fruktoz) ya da glukoz miktarinin
Slciilmesiyle belirlenmistir. Indirgen seker miktart
Miller'in DNS  yo6ntemine gdre belirlenmigtir
(Miller, 1959). 250 pLL seyreltilmis enzim Grnedi
0.5 M sakkaroz iceren 750 puLL tampon A (22 mM
sitrat-fosfat, pH 5.4) ile karstirilmis ve 35 °C su
banyosunda 10 dakika inkibasyona birakdmistir.
3 mlL. DNS (3,5-di-nitro salisilik asit) ¢6zeltisi
eklendikten hemen sonta, 6rnek 100 °C su
banyosunda 5 dakika boyunca kaynamaya
birakilmustir. Oda sicakligina getirilen Srneklerin
540 nm’deki absorbans degerleri GENESYS 10S
UV-Vis  spektrofotometre ile  Slgiilmistiir.
Ornekteki indirgen seker miktari glukoz standart
egrisi  kullanilarak  hesaplanmigtir.  Bir  birim
levansukraz aktivitesi, dakikada 1 umol indirgen

sekeri aciga cikaran enzim miktar1 olarak
tanimlanmustir.
Elektroforez
Protein safligt ve molekiler kitlesi SDS-

poliakrilamid jel elektroforezi ile belitlenmistir
(Laemmli, 1970). Hiicrelerden ayrilan ham enzim
liyofilize edilmis ve elde edilen toz, tampon A’da
¢ozilmustir. Ultrafiltrasyon Uniteleri (Amicon
500, NMWCO 10 kDa)  kullanilarak
santrifugasyon ile 30 kat konsantre edilmis, %12
akrilamid jelde yurttilmis ve Coomassie Brilliant
Blue G-250 ile boyanmustir (Lawrence ve Besir,
2009).

Zimogram
Jel tlzerinde enzim aktivitesi zimogram (P.
O’Mullan vd., 1991) ile belitlenmistir. 100 pg

protein iceren 40 pL Ornekler denatiire edici

olmayan %10’luk poliakrilamid jelde ytratilmiis
%5 sakkaroz igeren tampon A ile gece boyu
inkiibasyona birakilmistir.

Protein Tayini

Protein  miktart  Bradford  yontemi  ile
belirlenmistir (Bradford, 1976). 200 uL Bradford
boya ¢6zeltisi tizerine 4 ul. 6rnek ilave edilerek
Thermo Scientific Multiscan Go sistemde 96
kuyulu plakalarda 595 nm dalga boyunda okuma
yapilmistir. BSA ile olusturulan standart egri
denklem kullanilarak protein miktart
hesaplanmustir.

Levan Uretimi ve Miktar Tayini

Levan tretimi icin 30 birim enzim 0.2 M sakkaroz
iceren tampon A (22 mM sitrat-fosfat, pH 5.4) ile
karistirdlmistir. Levan Gretimi iki farkl sicaklikta
(15 °C ve 25 °C) su banyosunda, toplam 15 mL
hacimde gerceklestirilmis ve farkli zaman
araliklarinda 6rnek alinmistir. Reaksiyon sonucu
olusan levan miktart iki farkli yontem ile
hesaplanmistir.  Dogrudan miktart
belirlenmesi icin reaksiyonlarin 400 nm’deki
bulaniklik degisimi takip edilmistir (Vigants, vd.,
2001). Ticari levan ile olusturulan standart egriler
kullanilarak  levan miktar1 g/L  cinsinden
hesaplanmistir. Olusan levan miktarinin indirgen
seker cinsinden belitlenmesi i¢in ise levan
¢coktirulmis ve elde edilen levan ¢okeltisi 0.1 M
HCl asit ile 100 °C su banyosunda 1 saat boyunca
hidroliz edilmistir (Viikari, 1984). Aciga ¢tkan
indirgen seker DNS yontemi ile fruktoz standart
egrisi kullanilarak hesaplanmustir. Levansukrazin
levan tretimine iyonik yik etkisinin belitflenmesi
icin farkli NaCl konsantrasyonlart igeren
tamponlarda reaksiyonlar yapidmustir.  Ayrica
EDTA ve 10 mM MgCly, KCl, (NH4)>SO4, CaCl»
ve ZnSO.7H>O  iyonlart  varhginda da
reaksiyonlar yapilmistir.

levan

BULGULAR VE TARTISMA

Z. mobilis B-14023 Ureme Egrisi
Fermantasyon ortamundan 0., 12, 24. ve 30.
saatlerde 6rnek alinarak 600 nm dalga boyunda
absorbans okunmus ve en yiksek deger 306. saatte
gorilmustir (Sekil 2). Bu sonug Silbir ve ark.
(2014) ile paralellik gostermektedir,
mikroorganizma sayisinin en yiksek oldugu saat
36.saat olarak belirtilmistir.
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Ureme Egrisi
Growth Curve
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Sekil 2: Z. mobilis ireme egrisi
Figure 2: Z. mobilis growth curve

Z. mobilis Levansukraz Uretimine Siirenin
Etkisi

Fermantasyon strasinda farkli saatlerde alinan
Orneklerden santrifiij yoluyla tst fazlar elde
edilmistir. Elde edilen tst fazlar elektroforez ile
incelenmis ve tek belirgin protein bandt oldugu
gorilmustir (Sekil 3). Ayrica daha 6nce yapilan
calisma ile bu protein bandi sekanslanmis ve
levansukraz oldugu dogrulanmustir (Erdal vd.,
2017). Levansukraz enzimi hiicre dist bir enzim
oldugundan ve tst fazlarda levansukrazdan baska
belirgin bir protein bandi gérilmediginden elde
edilen st faz ile enzim aktivite tayini yapilmistir.

L 1
—_—
) §
50 kDa
40kDa |8

Sekil 3: Z. mobilis fermantasyon sonrast Ust fazin
%12 SDS-poliakrilamid jelde incelenmesi L:
Protein ladder, 1: 6rnek. Levansukraz bandi

yildiz ile isaretlenmistir.

Figure 3: Analysis of cell free supernatant of Z. mobilis

on 12% SDS-polyacrylamide gel 1.: protein ladder, 1:
sample. Levansucrase band is marked with a star.

Levansukraz enziminin hidroliz  aktivitesinin
belirlenmesi  i¢in indirgen seker yOntemi
kullamlmistir ve enzimin en yiksek hidroliz
aktivitesi  degerinin = 36. saatte  bulundugu
gorilmustir (Sekil 4a). Hicrelerden ayrilmis tst
fazdan toplam protein tayini yapilarak, protein
miktarinda artis incelenmistir. Fermantasyon
siiresince artan protein miktar1 levansukraz
miktarindaki artistan kaynaklanmaktadir. Hidroliz
aktivitesi sonuglariyla aynt sekilde en yiksek
protein miktart 36. saatte gérilmistiir (Sekil 4b).

36 saat fermantasyon sonunda ist faz protein
miktart 0.049£0.007 mg/mL ve hidroliz aktivitesi
10.07£1.3 mM glukoz/dakika olarak
hesaplanmustir. Bu sonuglar 1s1ginda inkiibasyon
stiresi 36 saat olarak belirlenmistir.

Levansukraz ile Levan Uretimi

Ham enzim eldesi hiicre dist proteinlerin
hticrelerden ayrilmast yoluyla gerceklesmistir.
Hiicre dist proteinlerin  hiicrelerden ayrilmast
santrifugasyon ve filtrasyon ile gerceklestirilmis ve
elde edilen ham enzim levan lretim
denemelerinde  kullanilmustir.  Reaksiyonlar
sonucunda gorilen beyaz bulanikligin levan
oldugu bildirilmistir (Vigants vd., 2001; Viikari,
1984). Yapilan 6n denemede 25 °C’de 30 birim
levansukraz ile 0.2 M sakkaroz varliginda
reaksiyon gerceklestirilmis ve 24 saat sonunda
levan olustugu goralmistir (Sekil 5a). Levan
tretimi ayrica zimogram ile de gésterilmis ve jelde
belirgin beyaz bir bant olustugu gorilmistir
(Sekil 5b).
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Hidroliz Aktivitesi
Hydrolysis Activity

= e
[= T S ]
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Hydrolysis activity (mM
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Sekil 4: Z. mobilis fermantasyon st fazinin (a) hidroliz aktivitesi ve (b) protein miktar
Figure 4: Hydrolysis activity (a) and protein amonnt (b) of Z. mobilis fermentation supernatant

Levan Uretimine Etki Eden Faktdtler
Reaksiyon Siiresi ve Swaklik

Levansukraz ile levan tdretimi i¢in optimum
zaman ve sicaklik kosullarint belirlemek amactyla
yapilan deneyler sonucunda artan siire ile levan
uretiminin  artugl gozlenmistir (Sekil 6a). Bu
calismada en fazla 24 saat reaksiyon yapilmis ve en
yiksek levan miktar1 24. saatte elde edilmistir.
Reaksiyon icin iki farklt sicaklik denenmis ve Z.
mobilis levansukrazimin 25 °C’de daha yuksek
miktarda levan urettigi gérilmustiir (Sekil 6b).

Literatiirde yapilan bir calismada Z. mobilis CT2
levansukrazinin optimum reaksiyon kosulunun
0.5 M sakkaroz ve 50 mM asetat pH 5.0 tamponda

25 °C’de oldugu gosterilmistir (Senthilkumar ve
Gunasekaran, 2005). Bir baska calismada Z. mobilis
UQM 2716 levansukrazin 0.16 M sakkaroz 0.02
M sitrat fosfat pH 5.4 tamponda levan aktivitesi
icin optimum sicaklik 25 °C olarak belitlenmis ve
35 °C’de aktivitenin gérilmedigi bildirilmistir
(Crittenden ve Doelle, 1994). Diger bir ¢alismada
da E. co/7de tretilmis rekombinant Z. mobilis ZMI1
levansukrazinin levan dretimi i¢in optimum
stcakligin 0 °C oldugu bilditilmistir (Belghith,
1996). Hettwer ve ark., (1995) yaptiklar calismada
P.  syringae levansukazinin en yiksek levan
aktivitesini 18 °C’de gosterdigini bildirmistir.
Bacillus sp. TH4-2 levansukrazinin levan aktivitesi
icin en uygun sicakligin 50 °C oldugu bildirilmistir
(Ammar vd., 2002).
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(2)

72 kDa
55 kDa

36 kDa

(b)

Sekil 5: (a) t=0 ve t=24 saat aninda levan reaksiyon tipleri (b) Zimogram analizi. L: Protein Ladder 1:
ornek. Levansukraz bandi yildiz ile isaretlenmistir.
Figure 5: Levan production in reactions tubes at t=0 and 1=24 hours (a) and gymography (b) L: protein ladder, 1:
sample. Levansucrase band is marked with a star.

Enzimin Elde Edilme Y ontemi

Levan reaksiyonlart hem santrifugasyon hem de
filtrasyon ile elde edilen ham enzim ile
gerceklestirilmistir.

Elde edilen levan c¢ozeltilerinin 400 nm’deki
absorbans degerleri c¢ok yakin bulunmus
(filtrasyon: 1,76; santrifugasyon: 1,66) daha kolay
ve hizhh bir yontem oldugu icin c¢alismalarda
santrifugasyon yontemi kullandmistir (Sekil 6¢).

Tyonik Yiik, EDTA ve Metal Iyonlar

Z. mobilis levansukrazindan levan Uretimi icin
optimum  inkiibasyon siresi ve  sicaklik
belirlendikten sonra levan tretimini
etkileyebilecek parametrelerden iyonik yik ve
metal iyonlar1 incelenmistir. Reaksiyonlara farklt
konsantrasyonlarda NaCl, EDTA ve farkli metal
iyonlart  MgCl,, KCI, (NH4)2504, CaCly,
ZnS0O4.TH>0) cklenerek reaksiyonlar 30 birim
levansukraz enzimi ile 25 °C’de 24 saat streyle
gerceklestirilmistir. Reaksiyonlar ti¢ tekrar halinde

gerceklestirilmis ve levan miktart 400 nm’de
spektrofotometrik olarak él¢ilmistiir.

yonik Yiik

Sonuglar artan NaCl konsantrasyonunun levan
tretimini olumsuz etkiledigini géstermistir (Sekil
7). 500 mM NaCl varliginda levan bulaniklik
degerinde %18.5’luk bir azalma gbzlenmistir. Bu
sonuglar literatiirde daha 6nce yapilan ¢alismalar
ile farklilik géstermektedir. Vigants ve ark., (1998)
yaptgl calismada Z. mobilis 113 S levansukrazi
kullanilmis ve 0.4 M NaCl varhginda levan
uretiminin  kontrole kiyasla 1.2 kat arttug:
bildirilmigtir. Trujillo Toledo ve ark., (2004)
Gluconacetobacter diazotrophicus SRT4 levansukrazi
kullanarak yaptiklart calismada ise 0.1 M sakkaroz
vathiginda 30 °C’de levan uretiminin artan (0-1.2
M) NaCl konsantrasyonu ile artt1ig1 gosterilmistir.
Bu sonuglarin  farkhhigr  kullanilan  farkls
mikroorganizma tirlerine ve dier reaksiyon
parametrelerine bagl olarak actklanabilir.
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Sekil 6: (a) Farkli reaksiyon zamanlarinda ve (b) farkl sicakliklarda levan iiretimi (c) Filtrasyon ve
santrifugasyon ile elde edilen ham levansukrazin 25 °C’de levan tretimi.
Figure 6: Levan production at different reaction time (a) and temperature (b). Levan production of levansucrase obtained
by filtration and centrifugation at 25 °C (c).
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Sekil 7: Farkli NaCl konsantrasyonlarinda 25 °C’de gergeklestirilen levan reaksiyonlarinin 24 saat
sonundaki 400 nm absorbans degetleri.
Figure 7: 400 nm absorbance values of levan reactions with different NaCl concentrations. Reactions were done at 25 °C
Sor 24 hours.

Metal Selat (EDTA)

Z. mobilis levansukrazinin levan aktivitest 1 mM
EDTA varhiginda %7 ve 10 mM EDTA varliginda
%18.5 azalmustir (Sekil 8). Menéndez ve atk.,
(2002) G. diazotrophicns SRT 4 levansukrazini
rekombinant olarak E. w/’de tretmis ve 1 mM
EDTA vatliginin levan aktivitesi lzerine etkisini

incelemis ve levan dretiminin yaklastk %5
oraninda azaldigini  gostermistir.  Immobilize
levansukraz-hidroksiapetit kompleksi ile yapilan
bir calismada, 1 mM EDTA aktivitede %2’lik bir
azalmaya neden olmustur (Jang, vd., 2000). Bu
fark immobilize enzimin artan stabilitesi ile
actklanabilit.

Levan Uretimi
Levan Production

16
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06
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Absorbance (400nm)

0,4
0,2

0,0

1 10
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EDTA concentration (mM)

Sekil 8: Farkli EDTA konsantrasyonlarinda 25 °C’de gerceklestirilen levan reaksiyonlarinin 24 saat
sonudaki 400 nm absorbans degerleri.
Figure 8: 400 nm absorbance values of levan reactions in the presence of EDTA. Reactions were done at 25 °C for 24
hours.
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Metal Lyon

10 mM EDTA varlig1 Z. mobilis levansukrazinin
levan aktivitesinde 6nemli bir azalmaya neden
olmustur (Sekil 8). Bu sonu¢ Z. mobilis
levansukrazinin levan diretimi i¢in metal iyonlarina
gereksinimi  olabilecegini gostermektedir. Bu
sebeple  farkli metal iyonlart  varliginda
reaksiyonlar gerceklestirilmistir (Cizelge 1).

Cizelge 1: Farkli metal iyonlarinin 10 mM
konsantrasyonda levan tretimine etkileri.

Tablel: Effect of different metal jons (10 mM) on levan

production.

10 mM MgClz, KCI, (NH4)2SO4, CaClz ve
ZnS0O4.TH,O iyonlart varliginda levan iiretiminde
bir miktar azalma gozlenmistir, MgCl, varligindaki
aktivite (%068.2) digerlerine gére daha disik
bulunmustur (Sekil 9 ve Cizelge 1).

EDTA ile elde edilen sonuglar (Sekil 8) ile birlikte
degerlendirildiginde, levan tretimine olumlu etki
eden bir metal iyonun oldugu diisinilmiss ancak
denenen iyonlar arasinda tespit edilememistir.

B. methylotrophicus SK 21.002 levansukrazt ile
yaptlan bir calismada Ca?% Na® K* metal
iyonlarinin levan iretimi tizerine anlamlt bir etkiye
sahip olmadigi, bununla birlikte Cu?™ Fe?™ ve
Zn?* iyonlarinin levan olusumunu inhibe ettigi
gosterilmistir. Mg?t metal iyonunun ise kontrole
gore aktiviteyi %15 arttirdigr bildirilmistir (Zhang
vd., 2014). Calismada Z. mobilisten farklt bir
mikroorganizma kullanildigt icin elde edilen farkls
sonuglarin mikroorganizma farkindan
kaynaklandig1 diigtiniilmektedir.

Levan Uretimi
Levan Production

Reaksiyon Levan Uretimi (%)
Reactions Levan Production (%)
Kontrol (Control) 100
MgCly 68.2
KCl 93.52
(NH4)2SO4 85.05
CaCl, 79.44
ZnSO4.7H,O 94.77
18
16
-2 14
£ I
g3 !
Tt os
£5 06
$35 04
23 o2
0
Kontrol 1 MgCl2 Kcl
Control 1

(NH4)2504

CacCl2 Kontrol 2 ZnS04.7H20
Control 2

Metalivonlar (10 mM)
Metal ions (10 mM)

Sekil 9: Farkli metal iyonlart varliginda 25 °C’de gerceklestirilen levan reaksiyonlarinin 24 saat
sonundaki 400 nm absorbans degetleri.
Figure 9: 400 nm absorbance values of levan reactions in the presence of different metal ions. Reactions were done at 25
°C for 24 hours.

Z. mobilis levansukraz ile yapilan bir c¢alismada,
farkli iyonlar iceren c¢ozeltilerin  bulundugu
reaksiyonlar 37 °C’de 60 dakika inkibe edilerek
hidroliz aktivitesi iizerindeki etkisi incelenmistit. 1
mM konsantrasyonda K* ve Na'* iyonlarinin
kontrole gbre aktiviteyi %05 ve %2 arttirdigy, ancak
metal iyonlarinin konsantrasyonunun artmast ile

aktivitenin azaldig1 bildirilmistir. Ca?* iyonu
varhiginda sirastyla 1 mM, 5 mM ve 10 mM
cozeltilerde %025, %33 ve %306 artis gbzlenmistir.
Zn?*  iyonu ile yapilan deneyde ise artan
konsantrasyonda, aktivitede %3, %8 ve %10
azalls  gozlenmistir  (Shaheen vd., 2017).
Literatiirde Z. mobilis levansukrazinin metal iyon



Zymomonas mobilis levansukraz ile levan tretimi

varliginda levan tretim aktivitesi ile ilgili yapilan
calismaya rastlanmamustir. Levan dretiminin ve
hidroliz aktivitesinin farkli mekanizmalari oldugu
yapist ¢Ozilen L. amylovora levansukrazinda
gOsterilmistir  (Wuerges vd., 2015). Ayrica Z.
mobilis levansukrazi ile yapilan yap: modellemesi
calisgmasinda da hidroliz aktivitesi ve levan
tretiminde enzimin farklt bélgelerinin aktif rol
oynadigl gosterilmistir (Bakar ve Kaplan-Ttrkoz,
2017). Metal iyonlarin hidroliz ve levan aktivitesi
tzerine farkll etki gOstermesinin  sebebinin,
reaksiyon mekanizmalarindaki farktan
kaynaklandig1 diigtiniilmektedir.

Levan Verimi
Levan miktarinin  belitlenmesi icin iki farkl
yontemle hesaplama yapilmistir.

Olusan levanin fruktoz igeriginin belirlenmesine
dayanan yoénteme gore levan ¢oktirilmus, asit
hidrolizi ile parcalanmis ve indirgen seker tayin
yontemiyle levan miktari 69.159 mg fruktoz/mL
olarak  hesaplanmistir. Levan miktar1 igin
kullanilan diger yontemde ise levan miktari 400
nm’deki absorbans degeri ve olusturulan levan
standart egrisi kullanidarak hesaplanmistir. Bu
yontemle 24 saat reaksiyon sonunda 62.42+0.28
g/L levan olustugu hesaplanmistir, bu deger
literatir  ile  karsilasturildiginda  ytlksektir.
Literatiirde rekombinant Z. mobilis levansukrazlati
ile calismalar yapilmistir. Chiang vd., (2009) 10
mL %20 0.5 M sakkaroz 100 mM sodyum asetat
pH 5.0 tamponda reaksiyon hazirlanmis ve 15

°C’de 9 saat inktiibasyon sontast 53 g/L levan elde
edildigi bildirilmistir. Diger bir ¢alismada 50 mM
asetat pH 5.0 tamponda %020 sakkaroz kullanilmisg
ve 0 °C’de 70 saat inkiibasyon sonrast 50 g/L
levan elde edilmistir (Belghith, 1996).

SONUC

Bu calismada Z. mobilis kullanilarak levansukraz
enzimin eldesi ve elde edilen enzim ile levan
Uretimi bagartyla gerceklestirilmistir. Levan gida
ve diger bircok farkh endiistride prebiyotik, yag
ikamesi, antioksidan ve biyofilm olusturma gibi
Ozellikleri sayesinde kullanim alanina sahiptir.
Levanin bu genis endustriyel uygulamalarina
ragmen biylk Olcekte Uretimleri i¢in yeni
yontemler aranmaktadir. Levanin  ekonomik

olarak  uretilebilmesi
gerekmektedir.

icin  yeni stratejiler

Bu ¢alismada levan tretimi icin ham levansukraz
enzimi kullanidmis ve levan Gretimi i¢in optimum
sure ve sicaklk 25 °Cde 24 saat olarak
bulunmustur. Bu uretim suresi ve sicaklikta
ortalama 62.4210.28 g/L levan tretimi gercekles-
tirilmistir.

Levan Uretimi gerceklestirildikten sonra tretime
etki eden faktérler incelenmistir ve 10 mM
EDTA, 10 mM MgCl, varliginda ve artan NaCl
konsantrasyonlarinda dretilen levan miktarinda
azalma oldugu bulunmustur.

Bu calismayla Z. mobiis NRRL B-14023
hicrelerinden Uretilen levansukraz enziminin
levan idretiminde kullaniabilecegi ik  kez
gosterilmis oldugundan literatiire 6nemli katki
saglayacagl distnilmektedir. Ayrica ham enzim
ile maliyetli saflagtirma islemlerine gerek
kalmadan ve oda sicakliginda verimli levan Gretimi
yapilabilecegi gosterilmistir. Butin bunlar biyik
Olgek  dretimin  uygulanabilir  oldugunu
gostermektedir. Uretimin endiistriye uygulanmast
ve uretilen levanin 6zelliklerinin incelenmesi
onerilmektedir.

TESEKKUR
Bu calisma  “Zymomonas mobilis  levansukraz
enziminin Uretilmesi, saflastirilmast,

karakterizasyonu ve endistriyel kullanimi" baglikls
TUBITAK-TOVAG (proje no: 2140174) proje
kapsaminda desteklenmistir.
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