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OZET

Diinyadaki niifusun son yillarda artmasiyla beraber artan enerji ihtiyact ve fosil
yakitlarin kullanimimin gevreye zararli etkilerinden dolay1 alternatif ¢evre dostu
yakitlara olan ihtiya¢ artmigtir. Biyoetanol, yenilenebilir, doga dostu ve tarimsal ve
gida atiklarindan iiretilebilmesi sayesinde bu alternatif yakit i¢in biiyiik bir potansiyel
tagimaktadir. Cesitli tarimsal ve gida atiklarini igeren lignoseliilozik hammadde
kaynaklari, mikroorganizmalara aracigiyla biyoetanol {iretiminde kullanilarak cevre
dostu alternatif bir kaynak iiretimi ve atiklarin degerlendirilmesi agisindan biiyiik
Onem tasimaktadir.

Bu tez ¢alismasinda, lignoselilozik bir hammadde kaynagi olarak ananas kabugu
atigindan etkin biyoetanol iiretimi potansiyeli incelenmistir. Bu kapsamda, ananas
kabugu atiklarinin, mikroorganizmanin kullanabilecegi sekerleri agiga ¢ikarmak igin
asit ile hidroliz islemi gerceklestirilmistir. Bu calismada, ilk kez asit hidroliz
yontemiyle hazirlanmig ananas kabugu atiklarmin yeni bir Klebsiella oxytoca izolati
araciligiyla biyoetanol iiretim potansiyeli incelenmistir. Biyoetanol {iretiminin
arttirtlmasi amaciyla, sicaklik, baslangi¢ hiicre yogunlugu, pH, inkiibasyon siiresi gibi
fermantasyon etkinligini etkileyebilecek faktorler incelenmistir ve yine bu kapsamda
susun adaptif laboratuvar evrimi g¢alisilmistir. Bu tez calismasinda kiiciik Olcekte
(100mL) yapilan c¢alismalarin devaminda, ¢alismanin Olg¢eklenebilirligini  ve
endistriyel caligmalara uygunlugunu test edebilmek amaciyla fermantasyon biiyiik
Olcekte (1L) denenmistir. En ylksek biyoetanol dretimi (33.80 g¢/L), %1 HCI
konsantrasyonuyla, 30°C sicaklikta, 0.1 baslangi¢ hiicre yogunlugunda (ODsgonm),
48.saatlik inkibasyon sonucunda, pH degeri 8 kosullarinda elde edilmistir. Boylece
yeni bir Klebsiella oxytoca izolati araciligi, kullanilan asit hidrolizi yontemi ve
fermantasyon kosullarinin optimize edilmesi ile ananas kabugu atiginin, atiklarin
degerlendirilmesinde ve diisitk maliyetli biyoetanol tretimini amaclayan endustriyel
calismalarda kullanilabilecegini goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Fermantasyon, Biyoetanol, Ananas Kabugu Atigi, Klebsiella

oxytoca
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ABSTRACT

With the increase in the world population in recent years, the need for alternative
environmentally friendly fuels has increased due to the increasing energy demand and
the harmful effects of fossil fuel use on the environment. Bioethanol has a great
potential for this alternative fuel due to its renewable, nature-friendly nature and ability
to be produced from agricultural and food wastes. Lignocellulosic raw material sources
including various agricultural and food wastes are used in bioethanol production
through microorganisms and are of great importance in terms of an environmentally
friendly alternative source production and waste utilization.

In this thesis study, the potential for effective bioethanol production from pineapple
peel waste as a lignocellulosic raw material source was investigated. In this context,
acid hydrolysis process was carried out on pineapple peel wastes to release sugars that
microorganisms can use. In this study, the bioethanol production potential of pineapple
peel wastes prepared by acid hydrolysis method was investigated for the first time
through a new Klebsiella oxytoca isolate. In order to increase bioethanol production,
factors that may affect fermentation efficiency such as temperature, initial cell density,
pH, incubation time were investigated and in this context, adaptive laboratory
evolution of the strain was studied. In this thesis study, in continuation of the studies
conducted on a small scale (100mL), fermentation was tried on a large scale (1L) in
order to test the scalability of the study and its suitability for industrial studies. The
highest bioethanol production (33.80 g/L) was obtained with 1% HCI concentration,
30°C temperature, 0.1 initial cell density (OD600nm), 48 hours of incubation and pH
value 8 conditions. Thus, it shows that pineapple peel waste can be used in the
evaluation of waste and industrial studies aiming at low-cost bioethanol production by
using the acid hydrolysis method and optimizing fermentation conditions through a
new Klebsiella oxytoca isolate.

Keywords: Fermentation, Bioethanol, Pineapple Peel Waste, Klebsiella oxytoca
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Sekil 4.10: M4 besiyerinde K. oxytoca susunun 30°C sicaklikta 50 rpm

calkalama hizinda farkli pH degerlerinde (5.0, 6.0, 7.0, 8.0 ve 9.0)
48 saatlik inkiibasyonlar1 sonrasi birim hiicre biyokiitlesi basina
tiretilen etanol miktarlari (g etanolx100 mL-1/OD).
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Sayfa
2019-2023 yillar1 arasindaki diinyada tiretilen etanol miktari 5
(milyon galon).
Ananas kabugu atiklarinin farkli konsantrasyonlardaki asit 18

hidrolizi ile hazirlanan besiyerlerinin (M3-M4) igerdigi

seker miktarlar1 (%).

K. oxytoca susunun farkli besiyerlerinde (M3, M4) 37°C sicaklikta, 19
0.5 baslangi¢ hiicre yogunlugunda (OD600nm) ve 50 rpm calkalama
hizinda farkli siirelerde (24 ve 48 saatler) inkiibasyonu sonunda elde
edilen toplam hiicre yogunluklar1 (OD600nm) ve iiretilen etanol
miktarlar (%).

K. oxytoca susunun M4 besiyerinde farkli baslangic hiicre 21
yogunluklarinda (OD600nm , 0.1 ve 0.5) ve farkli sicakliklarda

(30°C ve 37°C) ve 50 rpm ¢alkalama hizinda farkli siirelerde

(24 ve 48 saatler) inkiibasyonlart sonunda elde edilen toplam hiicre
yogunluklar1 (OD600nm), iiretilen etanol (%) ve besiyerinde kalan
seker (K. Seker, %) miktarlari.

K. oxytoca susunun M4 besiyerinde (Toplam seker : %3.42) 0.1 24
baslangi¢ hiicre yogunlugunda (OD600nm) 30°C sicaklikta ve

50 rpm ¢alkalama hizinda farkl siirelerde (24, 48 ve 72 saatler)
inkiibasyonlar1 sonunda elde edilen toplam hiicre yogunluklar
(OD600nm), iiretilen etanol (%) ve besiyerinde kalan seker

(K.Seker, %) miktarlari.

K. oxytoca susunun M4 besiyerinde 0.1 baslangic hiicre 27
yogunlugunda (OD600nm) 30°C sicaklikta ve 50 rpm

calkalama hizinda farkli pH degerlerinde (5.0, 6.0, 7.0, 8.0 ve 9.0)

24 saatlik inkubasyonlar sonunda elde edilen toplam hiicre
yogunluklar1 (OD600nm), iiretilen etanol (%) ve kalan seker

(K.Seker, %) miktarlari.

K. oxytoca susunun M4 besiyerinde 0.1 baslangic hiicre 28
yogunlugunda (OD600nm) 30°C sicaklikta ve 50 rpm ¢alkalama
hizinda farkli pH degerlerinde (5.0, 6.0, 7.0, 8.0 ve 9.0) 48 saatlik
inkiibasyonlar sonunda elde edilen toplam hiicre yogunluklari
(OD600nm), iiretilen etanol (%) ve kalan seker (K.Seker,%)
miktarlari.

K. oxytoca suslar1 (KO ve KO-A) ile M4 besiyerinde, 0.1 baslangic 32
hiicre yogunlugunda (OD600nm), 30°C sicaklikta ve 50 rpm
calkalama hizinda 48 saatlik 90 seri inkiibasyon sonunda elde

edilen toplam hiicre yogunlugu degerleri (OD600nm), iretilen

etanol (%) ve besiyerinde kalan seker (K.Seker, %) miktarlari.

M4 besiyerinde (pH 8.0), 0.1 baslangi¢ hiicre yogunlugunda 35
(OD600nm), 30°C sicaklikta, 50 rpm c¢alkalama hizinda, iki susun
(KO ve KO-A) biiyiik 6l¢ekte 24 ve 48. saatlik inkiibasyonlari
sonunda elde edilen toplam hiicre yogunluklari (OD600nm), iiretilen
etanol (%) ve besiyerinde kalan seker (K.Seker, %) miktarlari.
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1. GIRIS

Giliniimiizde diinya niifusunun artmasi, yasam standartlarinin gelismesiyle birlikte,
enerjiye ve gidaya olan talep insanlik i¢in oldukg¢a artmis olup, bu kaynaklarin
stirekliligi insanlik i¢in 6nemli bir sorun olmustur. Enerji talebindeki bu artig diinya
genelinde fosil yakitlar tarafindan karsilanmaktadir. Fosil yakitlarin kullaniminin
iklim degisikligi, kiiresel 1sinma ve cevre kirliligi gibi olumsuz etkileri oldugu
bilinmektedir. Bu noktada insanlik, c¢evre dostu, yenilenebilir alternatif enerji

kaynaklar1 bulunmasinin arayisina girmistir [Roukas and Kotzekidou, 2022].

Diger bir tarafta, gidaya olan talebin siirekliligi, tarimsal, market ve evsel gibi ¢esitli
gida atiklarinin yiiksek miktarda ortaya c¢ikmasina sebep olmustur. Bu sorun, bu
atiklarin dogru sekilde islenememesi, dogaya birakilmasi veya yakilmasi, ¢evre
kirliligi ve ciddi seviyelerde sera gazi emisyonuyla sonuglanmaktadir. Kiiresel 6lgekte
niifusun biiylimesi, 6zellikle ulasim sektdriinde bir fosil yakit tiirevi olan petroliin
kullanimin fazlaca arttirmakta olup, ¢evreye verilen zararin biiylik dl¢lide artmasina
sebep olmaktadir. Benzine alternatif olabilecek yakitlar arasinda, bir siv1 biyoyakit
tiiri olan biyoetanol basta gelmektedir. Biyoetanoliin fosil yakitlara kiyasla
yenilenebilir ve ¢evre dostu olmasindan dolayr onemli bir alternatif enerji kaynag:
olma potansiyeline sahiptir. Mikroorganizmalarin ¢esitli karbonhidrat kaynaklarinin

fermantasyonu ile seri bir biyolojik strecle biyoetanol elde edilir [Shukla et al., 2023].

Biyoetanol tiretiminde kullanilan pek cok ¢esitli kaynak bulunmaktadir. Biyoetanol
genel olarak ticari dlgekte seker kaynakli seker kamisi, seker pancari ve nisasta
kaynakli misir bugday piring gibi ham maddelerden {iretilir. Bu ham maddelerden
biyoetanol iiretimi enerji temini ve gida giivenligi arasinda onemli bir sorun teskil
etmektedir. Bu yiizden dogada bolca bulunan, diisiik maliyetli ham madde kaynagi
olan lignoseliillézik hammaddeden biyoetanol iiretimi biiyiik 6nem kazanmistir. Gida
atiklar1 gibi hammadde kaynaklari, dogru gida atig1 yonetimi stratejileri saglanarak,
biyoetanol iiretiminde kullanilarak, hem ¢evre kirliligin azaltilmas1 hem de sera gazi
emisyonlarin1 azaltmaya yarayacak alternatif bir yakit iiretiminde kullanilma

potansiyeline sahiptir.



Gida atiklarinin degerlendirilmesi 6zellikle son yillarda 6nem kazanmustir. Tropikal
bir meyve olan ananas diinya genelinde en ¢ok Uretilen tglincu tropikal meyve olup,
Ozellikle taze bigimde veya meyve suyu seklinde islenilerek tiiketildiginden, kabuk
gibi tliketilmeyen kisimlar1 yiiksek miktarda atik olusturur. Ananas kabuklari,
hemiseliiloz, seliiloz ve lignin icerdigi i¢in bir lignoseliilozik ham madde olup, uygun
6n muamele ve hidroliz yontemleriyle islenip, mikroorganizmalarin fermantasyonu
yoluyla biyoetanol tiretiminde kullanilabilmektedir [Chen et al., 2021; Panahi et al.,
2022].

1.1. Literatiir Ozeti, Tezin Amaci, Katkis1 ve icerigi

Gelismeye ve bliylimeye devam eden insan popiilasyonunda enerjiye ve gidaya olan
ihtiya¢c da beraberinde buylmektedir. Bu ihtiyag temel olarak kdmdr, petrol ve
dogalgaz gibi cesitli fosil yakitlar tarafindan karsilanir ve ulasim, 1sinma ve enerji
tiretiminde kullanilir. Fosil yakitlarmin kullanimin kiiresel 1sinma, iklim degisikligi
gibi ¢evreye ve insan sagligina zararhi etkileri bulunmaktadir. Cevreye zararli ve
yenilenemeyen bir kaynak olan fosil yakit yerine temiz ve siirdiiriilebilir bir yakat

arayigi onemli bir mesele haline gelmistir [Haldar and Purkait, 2021].

Biyoetanol c¢esitli ham madde kaynaklarindan mikroorganizmalar araciligiyla
fermantasyon yoluyla hizlica iiretilebilen, doga dostu, siirdiiriilebilir bir kaynak
olmasindan dolay: fosil yakitlarin yerine alabilecek 6nemli bir alternatif yakit olmakla
beraber fosil yakitlarla karistirllip kullanilarak bu fosil yakitlarin ¢evreye zararl
etkilerinin indirgenebilmesi agisindan onemlidir. Biyoetanol {iretiminde kullanilan
ham madde kaynaklarindan misir, bugday, piring gibi 6nemli ham madde kaynaklar
enerji ve gida endiistrilerinde bir ¢eliskiye sebep olur ve bu yiizden ham madde olarak
kullanilabilecek bolca agiga c¢ikan ve ¢evreye zararl etkileri bulunan gida atiklarinin

degerlendirilmesi biiyiikk 6nem kazanmistir [Vohra et al., 2014].

Bu tez calismasinda yenilenebilir ve doga dostu bir alternatif enerji kaynagi olan
biyoetanol iiretimi igin, ¢evreye zararli etkileri bulunan ananas kabugu atiklar
degerlendirilmek iizere asit hidrolizi islemi ile kullanima hazir hale getirilmis olup,
Klebsiella oxytoca susu araciligiyla fermantasyon gergeklestirilmistir. Bu kapsamda,
ananas kabugu atiklarinin, yeni bir izolat olan Klebsiella oxytoca susunun
fermantasyonu yoluyla biyoetanol Uretim kapasitesinin fermantasyon verimini

etkileyecek hidroliz yontemi, sicaklik, pH, baslangi¢ hiicre yogunlugu, inkiibasyon

2



stiresi gibi faktorlerin optimize edilmesi ve adaptif evrim yaklagimi ile arttirilmasi
amaclanmistir. Boylelikle bir meyve isleme atig1 olan ananas kabuklarindan etkin bir

sekilde etanol eldesinin saglanmasina ¢alisilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Biyoetanol

Diinyadaki insan niifusu 2024 yilinda yaklasik olarak 8 milyar olup, bu saymin 2050
yilinda neredeyse 12 milyara yaklasmasi beklenmektedir [Dibazar et al., 2024]. Fosil
yakit kaynaklarinin giinlimiiz tiiketim miktariyla bile, yaklasik 50 yil iginde
tilkenebilecegi 6n goriilmektedir [Manikandan et al., 2022]. Diinyanin niifusunun
tahmin edilen bu hizl1 artistyla beraber, fosil yakit tiiketimi beraberinde artmakta olup
dogaya salinan CO2 miktari artacak olup kiiresel 1stnmaya neden olacaktir [Demirbag
vd., 2004]. On gériilen bu veriler 15131nda, fosil yakitlarin siirekliligi ve gevreye olan
negatif etkileri yiiziinden uzun vadede doga dostu, siirdiiriilebilir enerji kaynaklarina
ihtiyag duyulmaktadir. Biyoyakitlar, fosil yakitlara kiyasla zararsiz, biyolojik olarak
pargalanabilen ve c¢evreye zararli olan etkileri azaltmak hedefiyle fosil yakitlarla
beraber kullanabilmekte ya da uzun vadede yerini alabilme potansiyeli tasimaktadir
[Toor et al., 2020]. Biyoyakitlar arasinda biyoetanol, digerlerine kiyasla giiniimiizde
en ¢ok bulunan biyoyakattir.

Biyoetanol (etil alkol, C2H50H, CH3-CH2-OH, EtOH), fosil yakitlara kiyasla daha
diistik toksisitiye sahip, ¢evre dostu, yenilenebilir bir s1v1 biyoyakittir. Global markette
yaygin olarak bulunan biyoetanol, fosil yakitlarin g¢evresel zararlarini azaltmak
amaciyla, dizel ve benzin gibi yakitlarla belirli oranlarda karistirilarak
kullanilmaktadir. Ayrica, biyoetanoliin oksjien igeriginin, oktan sayisinin Yiksek
olmasi sayesinde bu yakitlarla karigtirildiginda agiga ¢ikan kirliligin azalmasina sebep
olarak daha temiz bir yakit elde edilmesine katkida bulunur. Ozellikle ABD’ de E10
koduyla, %10 etanol ve %90 benzin karigtiralarak bir¢ok otomobilde yakit olarak
kullanabilir. E85 ise genellikle ABD ve ¢esitli Avrupa iilkelerde %85 etanol ve %15
benzin karistiralarak bir¢ok otomobilde kullanilan bir yakittir. Brezilya’da ise E100
saf etanolden olusan yakit da kimi araglarda kullanilmaktadir [Adigiizel, 2013; Balat
vd., 2008; Aditiya et al., 2016;].

Tablo 2.1°e gore diinyada 2023 yilinda iiretilen etanol miktar1 29,550 milyon galon

yani yaklagik 111 milyar litredir. Diinyada biyoetanol iiretiminin neredeyse yarisini



Amerika Birlesik Devleti gerceklestirmekte olup, sirasiyla Brezilya ve Avrupa Birligi
takip etmektedir. 2007 yilinda bu miktarin yaklasik 50 milyar litre oldugu bilinmekte
olup son 17 senede ciddi artis gostermistir. Tirkiye’de 2021 yilinda etanol {iretim

miktar1 112,39 milyon litre olup etanol iireticileri,
e Tezkim Tarimsal Kimya San. ve Tic. A.S.
e Konya Seker San. ve Tic. A.S. Cumra Biyoetanol Tesisi Subesi
e Tarimmsal Kimya Teknolojileri San. ve Tic. A.S

e Tiirkiye Seker Fabrikalar1 A.S. Eskisehir Seker Fabrikasi’dir.

Tablo 2.1: 2019-2023 yillar1 arasindaki diinyada iiretilen etanol miktari
(milyon galon) (Web 1).

Bolge 2019 2020 2021 2022 2023 unvalretim

Pay1 (%)
ABD 15778 13.941 15016 15361 15.580 53%
Brezilya 8.860 8100  7.320  7.400  8.260 28%
AVIUDA 4 309 1330 1410 1460  1.440 5%
Birligi
Hindistan 500 520 870 1230  1.430 5%
Cin 1.020 940 900 920 950 3%
Kanada 497 429 434 447 460 2%
Tayland 430 390 350 370 370 1%
Arjantin 290 210 270 310 300 1%
Diger 645 620 680 722 760 3%
Ulkeler
Toplam  29.400 26480 27.250 28.220  29.550 100%

2.1.1. Biyoetanol Uretiminde Kullanilan Hammadde Kaynaklar

Biyoetanol iiretiminde seker kaynakli; seker kamisi, seker pancari, nisasta kaynakl;
misir, bugday ve patates ve tarimsal atiklar, orman atiklari, endiistriyel atiklar gibi
lignoseliilozik biyokiitleler yaygin olarak kullanilmaktadir. Bunlardan seker ve nisasta
kaynakli hammaddeler, biyoetanol iiretiminde temel olarak kullanilmakta olup birinci
nesil hammaddeler olarak adlandirilmaktadir. Biyoetanol Gretiminde birinci nesil
kaynaklarimin kullanilmasi stireci lignoseliilozik kaynaklara gore daha basit ve daha

ucuz maliyetli olmasma ragmen misir, seker kamist ve bugday gibi birinci nesil



hammaddelerin kullaniminin gida giivenligine ve bu kaynaklarin ¢okca kullaniminin
ekonomiye olumsuz etkileri bulunmaktadir. Birinci nesil kaynaklarin ortaya ¢ikardigi
bu sorularin ¢oziilmesi i¢in biyoetanol iiretiminde tarimsal, gida ve orman atiklar1 gibi

lignoseliilozik hammaddelerin degerlendirilmesi amaglanmaktadir.

Ikinci nesil biyoyakitlarin iiretiminde, insanlar tarafindan tiiketilemeyen, cesitli gida,
meyve isleme atiklarindan elde edilen lignoseliilozik biyokiitleler kullanilir. Bu
atiklarda seker, nisasta, protein, lipitler, seliiloz, hemiseliiloz ve lignin gibi bilesikler

bulunabilir [Akbas and Stark, 2016]. Lignoselilozik biyokditleler,
¢ Diinya genelinde bol miktarda bulunmasi,
e (Gida sektorii i¢in bir risk durumu olusturmamast,
e Atiklardan elde edildigi i¢in diisiik maliyetli olmasi,
e Atiklarin degerlendirilmesi ile ¢evresel kirliligin azaltilmasi,
gibi avantajlar1 sayesinde biyoetanol {iretiminde biiyiik bir potansiyel tagimaktadir.

Lignoseliilozik biyokiitleler icinde mikroorganizmalarin fermente edebilecegi ve
edemeyecegi sekerler bulundurur. Lignoseliilozik biyokiitlenin temelde biiyiik bir
kismint seliiloz ve kalan kisimlarini hemiseliiloz ve lignin olusturur. Lignin, fermente
edilebilen sekerlerin agiga ¢ikmasini engelleyerek fermentasyon verimini diisiiriir ve

on iglemlerle ayrilmasi gerekmektedir.

2.1.2. Biyoetanol Uretim Asamalar

Biyoetanol tretimi genel olarak,

e Hammaddenin toplanip 6giitme ya da mekanik par¢alama ile kullanima hazir

hale getirilmesi

e On muamele ve asit ya da enzim hidroliz yontemleriyle fermente edilebilecek

basit sekelerin aciga ¢ikarilmasi
e Bu sekerlerin farkli mikrorganizmalar araciligiyla fermentasyonu
o Elde edilen biyoetanoliin distilasyonu

asamalarindan olusmaktadir.



Devi ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada [2022] bu asamalar sekildeki gibi ifade
edilmistir (Sekil 2.1).

Hammaddenin
Toplanmasi _>[ On Muamele ]

)

( ) Enzim ya da
Hidroliz ~ S Asit Kullanimi

Sekerlerin
mikroorganizmalar q )
araciligyla _— Fermantasyon
\__fermantasyonu ) L )
, )
s Distilasyon
Saflastirma ] —— islemi
g\ L J
q '—'_
J BIYOETANOL
. A

Sekil 2.1: Lignoseliilozik biyokiitlelerden biyoetanol iiretim agamalari.

2.1.3. Lignoseltlozik ~ Hammaddeden  Biyoetanol Uretiminde
Kullamilan On Muamele ve Hidroliz Yéntemleri
Lignoselilozik hammaddelerin, kullanilacak kaynaga bagli olarak genellikle
yapisinda %10-25 arasinda lignin bulunmaktadir. Bu oran odunsu bitkilerde %30’lara
varmaktayken ananas gibi meyve atiklarinda %5-10 civari arasinda degismektedir.
Biyoetanol iiretiminin veriminin arttirilmasi ve asit ya enzim hidroliziyle fermente
edilebilen basit sekerlerin agiga c¢ikarilmasi i¢in 6n muameleme islemi gerekli
olabilmektedir. Lignin, seltiloz ve hemiseliiloz igin bir bariyer gorevi gorerek, hidroliz

yontemleri ile basit sekerlerin olusumunu zorlastirir [Rezania et al., 2020]. Bu bariyeri



asmak i¢in cesitli fiziksel, kimyasal, biyolojik ve fizikokimyasal yontemler

bulunmaktadir. On muamele ydntemi segerken;
e Ucuz maliyetli olmasi
e Seker veriminin yiiksek olmasi
e Doga dostu olmasi
e Inhibitor gibi yan iiriinleri az miktarda olusturmasi

gibi 6zellikler tercih edilmektedir.

2.1.3.1. Fiziksel Yontemler

Lignoselilozik biyokiitlelerin 6n muamelesi i¢in kullanilan fiziksel yontemler, lignin
bariyerinin kaldirilip komplike yapinin bozulmasi ya da kullanilacak hammaddenin
boyutunu kiiciilterek yiizey alanini ¢ogaltma amaciyla kullanilmaktadir. Bunlardan

yaygin olanlari,
e Ogltme
e Mikrodalga uygulamasi

e Sonifikasyon uygulamasidir.

2.1.3.2. Kimyasal Yontemler

Lignoseliilozik biyokiitlelerin 6n muamelesi i¢in kullanilan kimyasal yontemler,
yapisinda bulunan seliiloz, hemiseliiloz ve lignin arasindaki baglar1 bozarak, enzim
hidrolizinde sekerlere ulasimi kolaylastirarak fermantasyon verimini arttirma amaciyla

kullanilmaktadir. Bunlardan yaygin olanlari,
o Asit
o Alkali

e Organosolv uygulamalaridir.



2.1.3.3. Biyolojik Yontemler

Lignoseliilozik biyokiitlelerin 6n muamelesi i¢in kullanilan biyolojik ydntemler,
hidroliz isleminde sekerlere ulasimi kolaylastirmak amaciyla herhangi bir fiziksel ya
da kimyasal yontem kullanmadan bakteri ve mantar gibi mikroorganizmalar ve

enzimler araciligiyla fermantasyon verimini arttirma amaciyla kullanilmaktadir.

2.1.3.4. Fizikokimyasal Yontemler

Lignoseliilozik biyokiitlelerin 6n muamelesi i¢in kullanilan fizikokimyasal yontemler,
kimyasal ve fiziksel yontemleri bir arada kullanarak, lignin bariyerini kaldirarak seker
verimini arttirma amaci tagimaktadirlar. Bunlardan en yaygini buhar patlatma

uygulamasidir [Mankar et al, 2021; Niphadkar et al., 2018].

Hidroliz kisminda, fermentasyonda mikroorganizmalar tarafindan kullanilmak tizere
polisakkaritler asit ya da enzim hidroliziyle monosakkaritlere indirgenirler. Asit
hidrolizi kullaniminda, ©6n muamele islemlerine gerek kalmadan lignin
uzaklagtirilabilmektedir. Enzim hidrolizine kiyasla olduk¢a wucuz maliyetlidir.

Genellikle bu islem i¢in hidroklorik asit veya siilfirik asit tercih edilmektedir.

Abidin ve arkadaslarmin yaptigi bir ¢alismada [2014], manyok kabuklari farkli
konstantrasyonlardaki (0.1, 0.5 ve 1 M) siilfirik asit ile farkli siirelerde (30 ve 60
dakika) 100°C sicaklikta hidroliz edilmistir. Saccharomyces cerevisiae araciligiyla 6
giin fermentasyon gergeklestirilmis olup 4. giiniin sonunda maksimum biyoetanol
eldesi (28.24 g/L) ve maksimum seker eldesi (57.5 g/L) 0.5M asit konsantrasyonunda

60 dakika uygulama sonucunda ger¢eklesmistir.

Thangavelu ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada [2019], mikrodalga 6n
muamele yontemi ve asit hidrolizi beraber kullanilmistir. Bu ¢alismada sago palmiyesi
atiklar, farklh konsantrasyonlardaki (0.5, 1, 1.5 M) siilfirik asit ve mikrodalgada farkl
guclerde (550, 700, 900 W) ve farkli siirelerde (1, 2, 3 dakika) hidroliz edilmistir.
Fermantasyon Saccharomyces cerevisiae araciligiyla 30°C sicaklikta 200 rpm
calkalama hizinda bir c¢alkalamali inkiibatorde gergeklestirilmistir. 1M asit
konsantrasyonunda, 900 W giiciinde ve 1 dakika siireyle hazirlanan hidrolizatin seker
miktar1 72 g/L olup maksimum biyoetanol eldesi (30.8 g/L) bu hidrolizat kullanilip

hazirlanan besiyerinde 36. saatin sonunda gergeklesmistir.



2.1.4. Biyoetanol Uretiminde Kullamlan Mikroorganizmalar

Biyoetanol tretiminde hidroliz sonucu agiga ¢ikan sekerleri kullanip etanol iiretebilme
yetenegi olan ¢esitli maya ve bakteri tiirleri kullanilmaktadir. Bunlardan bir maya tiirti
olan Saccharomyces cerevisiae, Zymomonas mobilis, Escherichia coli, Clostridium
spp. ve Klebsiella oxytoca gibi farkli bakteri tiirleri biyoetanol iiretiminde ¢okga

kullanilmaktadir. Kullanilan bu mikroorganizmalarin endiistriyel kullanimda,
e Teorik veriminin %90’dan fazla olmasi
e Etanole karsi toleransinin 40 g/L.’den fazla olmasi
e Etanol tiretim hizinin 1 g/L/saatten fazla olmasi,

gibi 6zelliklere sahip olmasi gerekmektedir [Zabed et al., 2014].

Klebsiella oxytoca bagirsaklarda yasiyan, Gram negatif, hem oksijenli hem de
oksijensiz ortamda biiyiiyebilen, hem heksoz hem de pentozlari tiikketebildigi icin
cesitli hammadde kaynaklarindan etanol tiretebilen bir bakteridir. Etanol verimini
arttirmak i¢in P2 ve M5A1 gibi rekombinant suslari olusturulmustur [Sutton and
Peterson, 2001; Ohta et al., 1991].

Tran ve arkadaglarinin gergeklestirmis oldugu bir ¢alismada [2011], lignoseliiloz
indirgeyebilen bir mikrofloradan izole edilmis Klebsiella oxytoca THLC0409 susunun
farkli lignoseliilozik kaynaklardan (Napier ¢imi, misir kogani, bambu) farkh
kosullarda (pH, sicaklik) etanol iiretim verimi incelenmesi amaciyla hammaddeler
stilfirik asit ile hidroliz edilip fermentasyon gerceklestirilmistir. Maksimum etanol

verimi ve hiicre gelisimi 30°C sicaklikta pH degeri 7°de elde edilmistir.

Bir baska ¢alismada, Tiwari ve arkadaslar1 [2022] Klebsiella oxytoca ATCC 13182
susunun etanol Uretimini arttirmak amaciyla pH, sicaklik ve inkiibasyon siiresi gibi
parametreleri optimize etmek istemistir. Bu amagla, ham madde olarak pirin¢ kabugu
kullanilmis olup en yiiksek biyoetanol eldesi (32.61 g/L) 36°C sicaklikta, pH degeri

7’de ve 48 saatlik inkiibasyon sonunda goriilmiistiir.
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3. GERECLER ve YONTEMLER

3.1. Gerecler
3.1.1. Kullanilan Sarf Malzemeler

Calismada kullanilan taze ananas kabugu atiklar1 Dijital Platform Gida Hizmetleri
A.S. (Tiirkiye)’den temin edildi. Hidrolizat hazirlanirken ananas kabugu atiklari farkl
konsantrasyonlardaki HCl (Merck, Almanya) ile karistirildi. Elde edilen karigima
maya oziitii (AppliChem, Ispanya), CaCl, (Sigma, Amerika Birlesik Devletleri),
MgSOs (Sigma, Amerika Birlesik Devletleri), (NH4)2SOs4 (Merck, Almanya)
eklenerek fermantasyon besiyeri hazirlandi. Besiyerinin pH degeri 10 N NaOH
(Merck, Almanya) kullanilarak ayarlandi. HPLC analizi kalibrasyonu i¢in glukoz
(Sigma, Amerika Birlesik Devletleri), fruktoz (Merck, Almanya) ve etanol (%96,
Alkomed, Bulgaristan) kullanildi. HPLC analizi i¢in numune hazirlarken 0.22 um
siringa ucu seliiloz filtreler (Gottingen, Almanya) kullanildi. HPLC analizinde mobil
faz olarak asetonitril (Merck, Almanya) kullanildi ve kolon olarak NH2 kolon (GL
Sciences, Tokyo, Japonya) tercih edildi.

3.1.2. Kullamlan Cihazlar

Belirli 6l¢tide kesilip kullanima hazir hale getirilen taze ananas kabugu atiklar1 KERN
hassas terazi (Balingen, Almanya) ile tartildi. Farkli konsantrasyonlardaki ve farkli
hacimlerdeki HCI (Merck, Almanya) ile karistirilarak bir blender (Arzum, Ironmix,
Istanbul, Turkiye), araciligiyla piire haline getirildi. Besiyerinin pH degeri bir pH
metre ile (Hanna Instruments,HI 2211pH/ORP, Ingiltere) belirlendi. Besiyerinin
homojen karisimi i¢in bir manyetik karistirict (IKA, RH basic 2 model, Almanya)
kullanild1. Calisma boyunca santrifiij islemleri i¢in (Gyrozen, 1248R model,Daejeon,
Kore ve Eppendorf Centrifuge, 5420 model) santrifiij cihazlar1 kullanildi. On
kiltdrlerin ve fermantasyon besiyerlerinin inkiibasyonu bir ¢alkalamali inkiibatorde
(New Brunswick Scientific Excella E24, Hamburg, Almanya) gergeklestirildi.
Inkiibasyon sonrast 600 nm’deki toplam hiicre yogunluklar: bir spektrometre ile
(Shimadzu UV 1800, ABD) 0lculdu. Fermantasyon deneyleri sonucundaki Uretilen
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etanol ve kalan seker miktarlart (glukoz ve fruktoz) bir HPLC cihazi (Shimadzu, LC-
20AD, Autosampler SIL-20AC, RID Dedektoér RID-10A, Firin CTD-10AS, Japonya)

ile 6lculda.

3.1.3. Kullanilan Bakteri Susu

Bu tez caligmasinda, ananas kabugu atiginin optimize edilen hidroliz yontemiyle
birlikte etanol iiretim kapasitesini belirlemek amaciyla, Gebze Teknik Universitesi
Mikrobiyal Biyoteknoloji Laboratuvari’nda izole edilmis ve tanimlanmis olan yeni bir

Klebsiella oxytoca susu kullanildi.

3.2. Yontemler

3.2.1. Ananas Kabugu Atiklarimin Calismada Kullamlmak Uzere
Hazirlanmasi

Dijital Platform Gida Hizmetleri A.S. (Tiirkiye)’den temin edilen taze ananas kabugu

atiklari, bir bigak araciligiyla yaklasik 2x2x2 cm boyutundaki kiiciik parcalara ayrildi.

Elde edilen kiigiik ananas pargalar1 sonrasinda besiyeri i¢in kullanilmak iizere -20°C

sicaklikta muhafaza edildi.

3.2.2. On Kiiltiirlerin Hazirlanmasi

K. oxytoca susunun 6n kiiltiirii i¢in, bakteri susu %5 (kati/siv1) glukoz ve 30 mL LB
stv1 besiyeri iceren 50 mL erlene inokiilasyonu ile hazirlandi. On kiiltiir 180 rpm

calkalama hizinda 37°C sicaklikta biiytitiildii.

3.2.3. Ananas Kabugu Atig1 Kullamilarak Hidrolizat ve
Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Daha 6nceden kullanima hazir hale getirilen farkli miktardaki ananas kabugu parcalari,
200 mL hacminde ve konsantrasyonlardaki (%0.5-1 (s/s)) HCI ile seyreltilerek bir
blender yardimiyla 2 L hacimli beher kaplar1 i¢inde 2 dakika siire ile parcalanarak piire
haline gelene kadar karistirildi ve mikrodalga firin yardimi ile 120W gii¢ seviyesinde
3 dakika siireyle 1sitilarak farkli hidrolizatlar olusturuldu. Islemler sonrasinda elde
edilen homojen karisim, 1 L hacmindeki erlenlere alinip 121°C sicaklikta 15 dakika

stireyle otoklavlanarak steril edildi.
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3.2.3.1. M3 Besiyerinin Hazirlanmasi

Daha 6ncesinde kullanima hazir hale getirilen 200 g ananas kabugu atigi, 200 mL HCI
cozeltisi (%0.5, s/s) ile bir blender araciligiryla 2L hacimli beher kabi igerisinde 2
dakika stre ile parcalandiktan ve piire hale getirildikten sonra, mikrodalga firinda
120W gii¢ seviyesinde 3 dakika siireyle 1sitildi. Bu islemden sonra, homojen karisim
sterilize edilmesi i¢in 1 L hacmindeki erlene alinip 121°C sicaklikta 15 dakika siireyle

otoklavlanarak sterilize edildi.

60 mL ananas kabugu hidrolizati, 8 mL maya 6ziitii, 4 mL CaClz, 4 mL MgSOQa, ve 4
mL (NH4)2SO4 mineralleri ilave edilerek M3 besiyeri hazirlandi. Besiyerinin pH
degerini 10 N NaOH ¢o6zeltisi kullanilarak pH degeri 7.0 olacak sekilde ayarlandi.
Sonrasinda, hazirlanan besiyeri 50 mL hacimli santifiij tiiplerine aktarilip 4100 rpm
donme hizinda 15 dakika boyunca 4°C sicaklikta santrifiij edildi. Fermantasyonda
kullanmak amaciyla, 80 mL hacimde siipernatant 100 mL hacmindeki 100 mL erlene

aktarildi.

3.2.3.2. M4 Besiyerinin Hazirlanmasi

Daha 6ncesinde kullanima hazir hale getirilen 200 g ananas kabugu atig1, 200 mL HCI
cozeltisi (%1, s/s) ile bir blender araciligiyla 2L hacimli beher kabi igerisinde 2 dakika
stire ile pargalandiktan ve plre hale getirildikten sonra, mikrodalga firinda 120W gii¢
seviyesinde 3 dakika siireyle 1sitildi. Bu islemden sonra, homojen karisimin sterilize
edilmesi i¢in 1 L hacmindeki erlene alinip 121°C sicaklikta 15 dakika otoklavlanarak

sterilize edildi.

Hazirlanan hidrolizat ile M3 besiyerinin hazirlanmasinda anlatildig:r gibi besiyeri

bilesenleri ilave dilerek M4 besiyeri hazirlandi.

Farkli yontemlerle hazirlanan fermantasyon besiyerlerine (M3 ve M4) 37°C sicaklikta
ve 180 rpm calkama hizinda 6n kiiltiirli bir giin 6nceden baglatilan K. oxytoca susunun
baslangi¢ hiicre yogunlugu (ODeoonm) 0.5 olacak sekilde inokiilasyonu gerceklestirildi.
Tez calismasinda, en yiiksek biyoetanol eldesinin M4 besiyerinde elde edildigi

belirlendiginden tezin devam eden ¢alismalarinda bu besiyeri kullanildi.
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3.2.4. Sicakhigin ve Baslangi¢ Hiicre Yogunlugunun Biyoetanol
Uretimine Etkisinin Belirlenmesi

Tezin 6n ¢alismalarinda belirlenen hidroliz yontemi kullanilarak pH degeri 7.0 olacak
sekilde M4 besiyeri hazirlandi. Sicaklifin ve baslangi¢ hiicre yogunlugunun
biyoetanol Uretimine etkisinin belirlenmesi amaciyla, 6n kiiltiir hazirligi igin, bir giin
onceden iki farkli sicaklikta (30°C-37°C) 0n kultir %5 (k/s) glukoz igeren kat1i LB
besiyerinden 1-2 bakteri kolonisi alinarak LB sivi besiyerinde 30°C 180 rpm
calkalama hizinda 18 saat siire ile inkiibasyon yapildi. Inkiibasyon sonunda kiiltiirlerin
toplam hiicre yogunlugu (ODseoonm) Shimadzu UV 1800 Spektrofotometre (ABD)

cihazinda olgiildi.

Hazirlanan besiyerlerine, baslangi¢ hiicre yogunluklart (ODsoonm) 0.5 ve 0.1 olacak
sekilde, iki farkli sicaklik i¢in, 100 mL’lik erlenlerde 80mL hacimde inokiilasyonlar
yapilarak fermantasyon 30°C ve 37°C sicakliklarda ve farkli siirelerde inkiibasyonlar

gerceklestirildi (24 ve 48 saat).

3.2.5. Inkiibasyon Siiresinin Biyoetanol Uretimine Etkisinin
Belirlenmesi

Inkiibasyon siiresinin biyoetanol iiretimindeki etkisi belirlenmesi amaciyla, pH degeri

7.0 olacak sekilde M4 besiyeri hazirlandi. Daha 6nceden belirlenen sicaklikta (30°C),

%5 (k/s) glukoz iceren kati LB besiyerinden 1-2 bakteri kolonisi alinarak LB sivi

besiyerinde 180 rpm ¢alkalama hizinda 18 saat siire ile inkiibasyon yapilarak on kiiltiir

hazirlandi.

Hazirlanan besiyerlerine, 6n kiiltiirlerden alinan bakteri susunun baslangi¢ hiicre
yogunlugu (ODeoonm) 0.1 olacak sekilde 100 mL erlende 80 mL besiyerine
inokiilasyonu yapildi. Fermantasyonlar 30°C sicaklikta 50 rpm ¢alkalama hizinda

farkli siirelerde (24, 48 ve 72) ger¢eklestirildi.

3.2.6. Besiyerinin pH Degerinin Biyoetanol Uretimine Etkisinin
Belirlenmesi

Besiyerinin pH degerinin biyoetanol iiretimine etkisinin belirlenmesi amaciyla bir giin

onceden %5 (k/s) glukoz igeren kat1 LB besiyerinden 1-2 bakteri kolonisi alinarak LB

s1v1 besiyerinde 180 rpm ¢alkalama hizinda 30°C sicaklikta 18 saat siire ile inkiibasyon

yapilarak on kiiltlir hazirland.

14



M4 besiyerlerinin pH degerleri (5.0, 6.0, 7.0, 8.0 ve 9.0) ayarlandi. Baslangi¢ hiicre
yogunlugu (ODsoonm) 0.1 olacak sekilde pH degerleri ayarlanmis besiyerlerine
inokiilasyonlar yapildi. Fermantasyonlar 30°C sicaklikta 50 rpm calkalama hizinda

farkli siirelerde (24 ve 48 saat) gerceklestirildi

3.2.7. Klebsiella oxytoca Susunun Adaptif Laboratuvar Evrimi
Deneyinin Biyoetanol Uretimine Etkisinin Belirlenmesi

Adaptif laboratuvar evrimi gergeklestirmek amaciyla, %5 (k/s) glukoz igeren kati LB
besiyerinden 1-2 bakteri kolonisi alinarak LB sivi besiyerinde 180 rpm calkalama
hizinda 30°C sicaklikta 18 saat siire ile inkiibasyon yapilarak on kiiltlir hazirlandi.
Sonrasinda, %5 (k/s) glukoz iceren besiyerine baslangi¢ hiicre yogunlugu 0.1
(ODeoonm) olacak sekilde 30°C sicaklikta 24 saat siireli ilk 15 giin boyunca 30 seri
transfer gerceklestirildi. Devaminda 9%6.5 (k/s) glukoz iceren besiyerine ayni
kosullarda 30 giin boyunca 60 seri transfer gergeklestirildi. Biyoetanol tiretimine adatif
evrimin etkisinin belirlenmesi amaciyla, adaptasyon laboratuvar deneyi yapilan K.
oxytoca susu (KO-A) ile yapilmayan izolatin (KO), pH degeri 8.0 olacak sekilde
hazirlanan M4 besiyerine baglangi¢ hiicre yogunlugu (ODeoonm) 0.1 olacak sekilde 100
mL erlenlerde 80 mL olacak sekilde inokiilasyonlari yapildi. Fermantasyonlar 30°C
sicaklikta 50 rpm calkalama hizinda farkli siirelerde gergeklestirildi (24 ve 48.
saatlerde).

3.2.8. Buyuik Olcekte Biyoetanol Uretimi

Biiytik oOlcekte biyoetanol iiretimi gergeklestirmek amaciyla, bir giin 6nceden K.
oxytoca suslar1 (KO ve KO-A) icin 30°C sicaklikta 180 rpm calkalama hizinda 6n
kiiltiirler baglatildi. pH degeri 8.0 olan 1L hacmindeki erlen i¢indeki 800mL M4
besiyerine baslangi¢ hiicre yogunlugu (ODeoonm) 0.1 olacak sekilde KO ve KO-A
suslarinin inokiilasyonlar1 yapildi. Fermantasyonlar 30°C sicaklikta 50 rpm ¢alkalama

hizinda farkl siirelerde (24 ve 48 saat) gergeklestirildi.

3.2.9. Toplam Hiicre Sayisimin Belirlenmesi

Toplam hiicre sayisin1 belirlemek amaciyla, farkli saatlerde inkiibe edilen kiiltiirlerin

yogunluklar1 UV spektrofotometrede 600 nm dalga boyunda 6l¢iildi. Kiiltiirler, optik
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yogunluk (ODeoonm) degeri 0.6 degerini gegmeyecek sekilde, steril 6zgiin besiyeri ile

seyreltildi. Kontrol olarak, inkiibasyon 6ncesinde hazirlanan 6zgiin besiyeri kullanildi.

3.2.10. Etanol ve Seker Miktarlarimin Belirlenmesi

Fermantasyon sonucundaki etanol miktar1 ve seker miktarlar1t HPLC analizi ile
belirlendi. Etanol miktar1 belirlenirken farkli konsantrasyonlarda (%0.5, %1, %2, %4,
%S5 (s/s)) etanol standardi besiyerindeki seker miktar1 belirlenirken farklh
konsantrasyonlarda (%0.5, %1, %2, %4, %5 (s/s)) glukoz ve fruktoz standardi
hazirlandi ve farkli saatlerde (24 ve 48 saat) inkiibasyon sonrasi alinan hiicreler, 10000
rpm ¢alkalama hizinda ve 10 dakika stire ile santrifiij edildi. Sonrasinda, iist sivi 0.22
um por ¢apl seliiloz filtreden (Go6ttingen, Almanya) gegirildi. Etanol ve seker miktar
tayinleri (glukoz ve fruktoz) icin Inertsil NHz kolon (5 pm, 4.6x250 mm, GL Sciences
Inc.) kullanildi. Etanol miktar tayini, mobil faz olarak asetonitril:ultra saf su (60:40)
kullanilmastyla 25°C sicaklikta, 1 ml/dakika akis hizinda 20 pL injeksiyon hacmiyle
gerceklestirildi. Seker miktar tayini ise, mobil faz olarak asetonitril:ultra saf su (75:25)
kullanilmasiyla 40°C sicaklikta, 1.00 ml/dakika akis hizinda 20pL injeksiyon
hacmiyle gerceklestirildi.

3.2.11. Verim Hesaplamalan

Fermantasyon sonunda {iretilen etanol miktarin1 g/L cinsine ¢evirmek icin, % v/v

olarak belirlenen etanol degerleri 7,8924 ile carpilarak hesaplama yapildi.

Substrat tiketimini belirlemede ilk adim, ne kadar sekerin tiiketildigini saptamaktir.
Bu, baglangigtaki seker miktarindan (glukoz ve fruktoz) fermantasyon sonrasi kalan
sekerin ¢ikarilmasiyla belirlendi. Ardindan, baslangi¢ seker miktarina gore tiiketilen

seker orani hesaplanarak, substratin yilizde kacinin tiiketildigi tespit edildi.

Litre basma Tretilen etanol miktarmin litrede tiiketilen substrat miktarina

oranlanmasinin ardindan, bu oran 100 ile carpilarak alkol verimi yiizdesi elde edildi.

Etanol Miktar: (g/L) = Etanol Miktart (%s/s) * 7,8945 (3.1)

Tiiketilen Seker Miktart (g/L)
Toplam Seker Miktar: (g/L)

Substrat Tiketimi (%) = * 100 (3.2)
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Etanol Miktar (g/L)

o
Alkol Verimi (/O) " Tiiketilen Seker Miktari (g/L)

«100 (3.3)

3.2.12. Istatiksel Analizler

Istatistiksel analizlerde P degerleri, Excel 2016 (Microsoft Office) programi
kullanilarak hesaplandi. P degerleri, biyoetanol dretim etkinliginin farkli parametreler
altinda (hidroliz yontemi, inkiibasyon siiresi, baslangi¢ hiicre yogunlugu, sicaklik ve
pH gibi) K. oxytoca susunun adaptif laboratuvar evrimi deneyleri yoluyla
artirilabilecegi hipotezine dayali olarak tek yonlu t-testi ile degerlendirildi.

17



4. BULGULAR

4.1. Hidroliz Yonteminin Biyoetanol Uretimine Etkisi

Etkin bir hidroliz yonteminin belirlenmesi i¢in farkli miktardaki ananas kabugu
atiklar1 ve farkli konsantrasyondaki asit miktarlariyla karigtirilarak 2 farkli yontemle
hidrolizler gergeklestirilerek hidrolizatli besiyerlerinin seker miktarlar1 belirlendi
(Tablo 4.1). On kiiltiir olarak 37°C sicaklikta 180 rpm calkalama hizinda baslatilan
kiiltiir, farkli yontemlerle hazirlanan hidrolizatlar: iceren besiyerlerine (M3 ve M4
besiyerleri, pH 7.0) baslangi¢ hiicre yogunlugu (ODeoonm) 0.5 olacak sekilde ekildi.
Fermantasyonlar 37°C sicaklikta 50 rpm ¢alkalama hizinda 48 saat siiresince yapildi
ve hiicre yogunluklari (ODeoonm) ile Uretilen etanol miktarlari(%s/s) belirlendi (Tablo
4.2).

Tablo 4.1: Ananas kabugu atiklariin farkli konsantrasyonlardaki asit hidrolizi ile
hazirlanan besiyerlerinin (M3-M4) icerdigi seker miktarlari (%).

Seker icerikleri(%k/s)

Besiyeri
Fruktoz Glukoz
M3 1,08(0.00) 2,22(0.00)
M4 1,13(0.06) 2,29(0.06)

4.1.1. M3 Besiyerinde Biyoetanol Uretimi

Daha 6nceden hazirlanan 200 g ananas kabugu atig1 200 mL HCI ¢o6zeltisi (9%0.5, s/s)
ile karistirilip hidrolizat elde edildikten sonra maya 6ziitii ve mineral takviyesi eklenen
besiyerine ekilen K. oxytoca susunun 24. ve 48. saatlik fermentasyonlar sonunda
toplam hiicre yogunlugunun (ODsgoonm) sirastyla 1.49 ve 2.34 oldugu saptandi. Uretilen
biyoetanol miktarlarinin ise, 24. ve 48. saatler sirasiyla %1.55 (12.2 g/L) ve %2.24
(17.6 g/L) oldugu goriildii (Tablo 4.2.) (Sekil 4.1).
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4.1.2. M4 Besiyerinde Biyoetanol Uretimi

Hazirlanan 200 g ananas kabugu atig1 200 mL HCI ¢ozeltisi (%1.0, s/s) ile karistirilip
hidrolizat elde edildikten sonra maya 6zUtt ve mineral takviyesi eklenen besiyerine
ekilen K. oxytoca susunun 24. ve 48. saatlik fermentasyonlar sonunda toplam hiicre
yogunlugunun (ODsoonm) sirasiyla 1.53 ve 2.37 oldugu saptandi. 24. ve 48. saatlerdeki
K. oxytoca susunun iirettigi biyoetanol miktarlarinin ise, sirasiyla %1.58 (12.5 g/L) ve
%2.36 (18.6 g/L) oldugu goriildii (Tablo 4.2.) (Sekil 4.1).

Yapilan ¢alismalar sonucunda en ylksek biyoetanol eldesinin (%2.36) M4 besiyerinde

elde edildigi goriildii ve tezin devam eden ¢alismalarinda bu besiyeri kullanildi.

Tablo 4.2: K. oxytoca susunun farkli besiyerlerinde (M3, M4) 37°C sicaklikta, 0.5
baslangi¢ hiicre yogunlugunda (ODeoonm) ve 50 rpm ¢alkalama hizinda
farkli siirelerde (24 ve 48 saatler) inkiibasyonu sonunda elde edilen toplam
hiicre yogunluklar1 (ODsoonm) ve liretilen etanol miktarlari (%). Her deger
en az li¢ tekrarin ortalamasidir. Parantez i¢indeki degerler her ortalama
deger i¢in hesaplanan standart sapmalar1 gdstermektedir.

Ferm.
Hidrolizat ~ Siresi(sa) OD(600nm) EtOH(%Kk/s)
24 1.49(0.04) 1.55(0.02)
M3 48 2.34(0.01) 2.24(0.02)
24 1.53(0.08) 1.58(0.12)
M4 48 2.37(0.07) 2.36(0.10)
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Sekil 4.1: K. oxytoca susunun farkli besiyerlerinde (M3, M4) 37°C sicaklikta, 0.5
baslangi¢ hiicre yogunlugunda (ODeoonm) ve 50 rpm calkalama hizinda
farkl stirelerde (24 ve 48 saatler) inkiibasyonlar1 sonunda {iretilen etanol
miktarlar1 (g/L). Her deger en az iki tekrarin ortalamasidir. Hata ¢ubuklari
her ortalama deger i¢in hesaplanan standart sapmalar1 géstermektedir.

4.2. Fermentasyon Ortam Sicakhiginin ve Baslangi¢ Hiicre
Yogunlugunun Biyoetanol Uretimine EtKisi

Biyoetanol eldesinin arttirilmast  ve fermentasyon ortaminin sicakliginin
optimizasyonu i¢in, M4 besiyeriyle, fermentasyon ortamini sicakliginin iki kosulunda
(30 °C ve 37 °C) K. oxytoca susu ile fermentasyonlar gergeklestirildi. Bunun yaninda,
K. oxytoca susu i¢in iki farkli baglangi¢ hiicre yogunlugu (ODsoonm) belirlendi (0.1 ve
0.5). On kiiltiir i¢in farkli sicaklikta pasajlanan suslar %5 (k/s) glukoz igeren LB s1vi
besiyerinde 180 rpm ¢alkalama hizinda, farkl sicakliklarda (30 °C ve 37 °C) bir gece
boyunca c¢alkalamali inkiibatoérde inkiibe edildi. On kiiltiirlerden alinan hiicreler, M4
besiyerinde inkiibasyonu yapildi ve 24 ve 48. saatlerdeki toplam hiicre yogunluklar

(ODeoonm), tiretilen etanol (%) ve kalan seker (%) miktarlar1 belirlendi (Tablo 4.3).
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Tablo 4.3: K. oxytoca susunun M4 besiyerinde farkli baslangig¢ hiicre yogunluklarinda
(ODeoonm , 0.1 ve 0.5) ve farkli sicakliklarda (30°C ve 37°C ) ve 50 rpm
calkalama hizinda farkli siirelerde (24 ve 48 saatler) inkiibasyonlari
sonunda elde edilen toplam hiicre yogunluklart (ODeoonm), Uretilen etanol
(%) ve besiyerinde kalan seker (K. Seker, %) miktarlari. Her deger en az
ti¢ tekrarin ortalamasidir. Parantez i¢indeki degerler her ortalama deger i¢in
hesaplanan standart sapmalar1 gostermektedir.

Baslangic  Fermentasyon sonrasi EtOH K. Seker
Sure (Saat) Sicaklik (°C)

ODéoonm OD600nm (%) (%)
0 05 3.50(0.22) 2.67(0.16) 0.69(0.03)
ot 0.1 3.33(0.27) 2.74(0.20) 0.71(0.13)
- 05 1.53(0.08) 158(0.12) 1.65(0.21)
0.1 1.37(0.04) 1.29(0.05)  1.80(0.07)
0 05 4.28(0.30) 2.93(0.05) 0.23(0.02)
48 0.1 4.45(0.28) 3.02(0.12) 0.22(0.03)
- 05 2.37(0.07) 2.36(0.10) 0.78(0.06)
0.1 2.60(0.03) 239(0.03) 0.78(0.03)
30 -
23.8
25 1 21.68 2:3'1 21.08 =
720 18.1 18.3
s - -
5 ] 12.03 11.21
{0 10 A
5 .
0 4
050D 0.10D 050D 0.10D
30°C 37°C
Sicaklik (°C)
m24h w48h

Sekil 4.2: K. oxytoca susunun M4 besiyerinde farkli baglangi¢ hiicre yogunluklarinda
(ODeoonm, 0.1 ve 0.5) ve farkli sicakliklarda (30°C, 37°C) ve 50 rpm
calkalama hizinda farkl siirelerde (24 ve 48 saatler) inkiibasyonlar1 sonunda
iiretilen etanol miktarlar1 (g/L). Her deger en az iki tekrarin ortalamasidir.
Hata cubuklar1 her ortalama deger i¢in hesaplanan standart sapmalari
goOstermektedir.

M4 besiyerinde, diisiik havalandirmali kosullarda, 48 saatlik inkiibasyon sonunda,
30°C sicaklikta, K. oxytoca susunun daha yiiksek seviyede tireme gosterdigi goriildii.
En yiiksek hiicre yogunlugu (ODeoonm) 30 °C sicaklikta 0.1 baslangi¢ hiicre yogunlugu
(ODeoonm) ile gergeklestirilen deney sonucunda elde edildi. Baslangi¢ ODgoonm 0.5
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olan hiicre yogunlugu (ODgoonm) ile 30°C ve 37°C sicakliklarinda K. oxytoca susunun
48 saatlik inkiibasyonlar1 sonunda iiretilen etanol miktarlarinin sirasiyla %2.93 (23.10
g/L) ve %2,36 (18.65 g/L) oldugu saptand1 (Tablo 4.3) (Sekil 4.2). 30°C sicaklikta
gerceklestirilen  fermentasyon sonunda  lretilen etanol miktarinin @ 37°C
sicakligindakine gore %23 daha fazla (p<0.05) oldugu goriildu. K. oxytoca susunun
0.1 baslangi¢ hiicre yogunlugunda (ODgoonm) 30°C ve 37°C sicakliklarinda rettigi
etanol miktarlarinin ise sirastyla %3.02 (23.84 g/L) ve %2.39 (18.90 g/L) oldugu
saptand1 (Tablo 4.3) (Sekil 4.2). 0.1 baslangi¢ hiicre yogunlugunda (ODeoonm), Uretilen
etanol miktarinin 30°C sicaklikta 37°C’e gore %26 daha fazla (p<0.05) oldugu
goriildii. 30 °C sicaklikta 0.1 baslangig¢ hiicre yogunlugu (ODsoonm) ile 0.5 baslangig
hiicre yogunluguna (ODesoonm) gOre %1.27 daha fazla (p<0.05) etanol eldesi goraldu.
Fermentasyonlar sonucunda elde edilen verilere gore, kiiciik Olcekte farklh
sicakliklarda ve farkli baslangic hiicre yogunlugunda gergeklestirilen fermentasyon
islemi sonunda en fazla etanol eldesi 30 °C sicaklikta ve 0.1 baslangi¢ hiicre yogunlugu
(ODsoonm) ile oldugu ve bu degerin %3.02 (23.84 g/L)’a ulastigi saptand1 (Tablo 4.3)
(Sekil 4.2).

48 saatlik inklbasyon sonunda, birim hiicre biyokiitlesi basina {iretilen etanol
miktarmin (g etanolx100mL"/OD) en yiiksek 37°C sicaklikta ve 0.5 baslangic hiicre
yogunlugu (ODeoonm) ile oldugu ve bu degerin 0,77 oldugu gorildi (Sekil 4.3).

0.8 0.77 0.71

g etanolx100mL-1/OD

Sicaklik (°C)

Sekil 4.3: K. oxytoca susunun M4 besiyerinde farkli baglangi¢ hiicre yogunluklarinda
(ODeoonm, 0.1 ve 0.5) ve farkli sicakliklarda (30°C ve 37°C) ve 50 rpm calkalama
hizinda 48 saatlik inkiibasyonlari sonrasi birim hiicre biyokiitlesi basgina iiretilen etanol
miktarlar1 (g etanolx100mL*/OD).
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48 saatlik inkiibasyon sonunda en yiksek substrat tiiketiminin 30°C sicaklikta ve 0.1
baslangi¢ hiicre yogunlugu (ODesoonm) ile oldugu ve bu degerin %94.15 oraninda
oldugu goriildii (Sekil 4.4). Alkol veriminin ise yine 48 saatlik inkiibasyon sonunda
30°C sicaklikta ve 0.1 baslangi¢ hiicre yogunlugu (ODeoonm) ile oldugu ve bu degerin
%74.49 oraninda oldugu goriildii (Sekil 4.5).

Elde edilen veriler dogrultusunda, tezin ilerleyen ¢alismalarina 30°C sicaklikta ve 0.1

baslangi¢ hiicre yogunlugunda (ODesoonm) devam edildi.

100 A 93.27 94.15
<) - -
e 79.82
S g 77.48 76.9 7719
E .
5 51.46 47.37
=
: 40 4
—
I
© 20 -
o
wn
O 0 A
U:) 050D 0.1 0D 050D 0.1 0D
30°C 37°C
Sicaklik (°C)
W24 saat =48 saat

Sekil 4.4: K. oxytoca susunun M4 besiyerinde farkli baglangi¢ hiicre yogunluklarinda
(ODsoonm, 0.1 ve 0.5) ve farkli sicakliklarda (30°C, ve 37°C) ve 50 rpm
calkalama hizinda farkli siirelerde (24 ve 48 saatler) inkiibasyonlar1 sonunda
elde edilen substrat tiikketim degerleri (%).
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Sekil 4.5: K. oxytoca susunun M4 besiyerinde farkli baslangic hiicre yogunluklarinda
(ODsoonm, 0.1 ve 0.5) ve farkli sicakliklarda (30°C ve 37°C) ve 50 rpm
calkalama hizinda farkl: siirelerde (24 ve 48 saatler) inkiibasyonlar1 sonunda

elde edilen alkol verim degerleri (%).

4.3. Inkiibasyon Siiresinin Biyoetanol Uretimine Etkisi

Substratin en verimli sekilde kullanilmas1 ve etkin biyoetanol eldesi i¢in K. oxytoca
susu, %5 (k/s) glukoz iceren LB s1v1 besiyerine ekilerek bir gece boyunca 180 rpm
calkalama hizinda 30°C sicaklikta inkiibe edilerek ©n kiiltiir hazirlandi. M4
besiyerinde, 0.1 baslangi¢ hiicre yogunlugu (ODsoonm) ile 30°C sicaklikta, 24, 48 ve

72. saatlerde inkiibasyonlar sonunda toplam hiicre yogunluklari (ODsoonm), Uretilen

etanol (%) ve kalan seker miktarlari(%) ve belirlendi (Tablo 4.4).

Tablo 4.4: K. oxytoca susunun M4 besiyerinde (Toplam seker : %3.42) 0.1 baslangi¢
hiicre yogunlugunda (ODsoonm) 30°C sicaklikta ve 50 rpm calkalama
hizinda farkli siirelerde (24, 48 ve 72 saatler) inkiibasyonlar1 sonunda elde
edilen toplam hiicre yogunluklar1 (ODeoonm), Uretilen etanol (%) ve

besiyerinde kalan seker (K.Seker, %) miktarlari.

. oD EtOH K. Seker
Sire
(600nm) (%) (%)
24. saat 3.33(0.27) 2.67(0.20) 0.71(0.13)
48. saat 4.45(0.28) 3.02(0.12) 0.22(0.03)
72. saat 4.73(0.12) 2.88(0.13) 0.00(0.00)

24




: 23.84
25 22.76
21.08
20 -
=
S
N
I
O 101
L
5 i
0 |
48
Sire (saat)

Sekil 4.6: K. oxytoca susunun M4 besiyerinde 0.1 baslangi¢ hiicre yogunlugunda
(ODsoonm) 30°C sicaklikta ve 50 rpm ¢alkalama hizinda farkli siirelerde (24,
48 ve 72 saatler) inkibasyonu sonucunda iiretilen etanol miktarlart (g/L).
Her deger en az iki tekrarin ortalamasidir. Hata ¢ubuklar1 her ortalama
deger i¢in hesaplanan standart sapmalar1 gostermektedir.

Maksimum etanol eldesi 48. saatte %3.02 (23.84 g/L) olarak saptand1 (Tablo 4.4)
(Sekil 4.6). inkiibasyonun 24. saatinde etanol iiretiminin %2.67 (21.08 g/L) oldugu ve
sekerin bir kisminin tiikkendigi gozlemlendi. 48. saatten sonra ortamda biyoetanol
tiretiminin gerceklesmedigi, 72. saatte substrat tiiketiminin %100 oldugu ve 48. saatten
itibaren az miktarda liremenin oldugu goriildii (Tablo 4.4) (Sekil 4.8). 72 saatlik
inklibasyon suresi boyunca, birim hiicre biyokiitlesi basina iiretilen etanol miktarinin

en yliksek 24. saatte oldugu ve ilerleyen saatlerde azaldig tespit edildi (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7: M4 besiyerinde K. oxytoca susunun 30°C sicaklikta 50 rpm calkalama
hizinda farkl siirelerde (24, 48 ve 72. saatler) inkiibasyonlar1 sonras1 birim
hiicre biyokiitlesi basina iiretilen etanol miktarlari (g etanolx100mL/OD).
Her deger en az iki tekrarin ortalamasidir. Hata ¢ubuklar1 her ortalama
deger icin hesaplanan standart sapmalar1 gostermektedir.
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Sekil 4.8:

M4 besiyerinde K. oxytoca susunun 30°C sicaklikta 50 rpm calkalama
hizinda farkl siirelerde (24, 48 ve 72. saatler) inkiibasyonlar1 sonras1 elde
edilen substrat tiikketim ve alkol verim degerleri (%). Her deger en az li¢
tekrarin ortalamasidir. Parantez i¢indeki degerler her ortalama deger i¢in
hesaplanan standart sapmalar1 gostermektedir.
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4.4. Fermantasyon Ortaminin pH Degerlerinin Biyoetanol
Uretimine Etkisi

K. oxytoca susu tarafindan belirlenen en etkin etanol iiretiminin oldugu 0.1 baslangic
hiicre yogunlugu (ODsoonm) ile 30°C sicaklikta M4 besiyerinde farkli pH degerlerinde
48 saatlik fermentasyonlar (5.0, 6.0, 7.0, 8.0 ve 9.0) yapild1 ve 24. ve 48. saatlerde
toplam hiicre yogunluklari (ODsoonm), liretilen etanol (%) ve besiyerinde kalan seker

miktarlar1 (%) belirlendi. (Tablo 4.5) (Tablo 4.6).

Tablo 4.5: K. oxytoca susunun M4 besiyerinde 0.1 baslangi¢ hiicre yogunlugunda
(ODsoonm) 30°C sicaklikta ve 50 rpm c¢alkalama hizinda farkli pH
degerlerinde (5.0, 6.0, 7.0, 8.0 ve 9.0) 24 saatlik inkiibasyonlar sonunda
elde edilen toplam hiicre yogunluklart (ODesoonm), Uretilen etanol (%) ve
kalan seker (K.Seker, %) miktarlari. Her deger en az ii¢ tekrarin
ortalamasidir. Parantez icindeki degerler her ortalama deger icin
hesaplanan standart sapmalar1 gostermektedir.

oH (60002m) E(t(%" K. Seker (%)
5 0.46 (0.05) 0.00(0.00) 2.90(0.02)
6 1.18(0.13) 0.54(0.25) 2.17(0.21)
7 3.33(0.27) 2.67(0.20) 0.71(0.13)
8 4.59(0.18) 3.03(0.31) 0.58(0.05)
9 4.85(0.40) 2.72(0.04) 0.61(0.03)

Fermentasyon sonunda pH 5.0 degerinde etanol iiretimi gzlemlenmedi ve diger pH
degerlerine kiyasla toplam hiicre yogunlugunun ¢ok az oldugu tespit edildi. Etanol
miktariin pH degeri artmasi ile genel olarak olarak arttig1 gozlemlendi. En yiiksek
etanol Gretiminin 24 saat sonunda besiyeri pH degerinin 8.0 oldugu durumda elde
edildigi (% 3.03) saptand1 (Tablo 4.5).
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Tablo 4.6: K. oxytoca susunun M4 besiyerinde 0.1 baslangi¢ hiicre yogunlugunda
(ODeoonm) 30°C sicaklikta ve 50 rpm c¢alkalama hizinda farkli pH
degerlerinde (5.0, 6.0, 7.0, 8.0 ve 9.0) 48 saatlik inkiibasyonlar sonunda
elde edilen toplam hiicre yogunluklar: (ODeoonm), Uretilen etanol (%) ve
kalan seker (K.Seker,%) miktarlari. Her deger en az ii¢ tekrarin
ortalamasidir. Parantez icindeki degerler her ortalama deger igin
hesaplanan standart sapmalar1 gostermektedir.

5 0.77(0.17) 0.00 (0.00) 2.55(0.07)
6 2.97(0.08) 1.88 (0.25) 0.83(0.01)
7 4.45(0.28) 3,02(0.12) 0.22(0.03)
8 5.45(0.22) 3.61(0.06) 0.00(0.00)
9 5.69(0.30) 3,21(0.12) 0.00(0.00)

Fermentasyon sonunda pH 5.0 degerinde 48 saat sonunda da etanol {iretimi
gozlemlenmedi ve diger pH degerlerine kiyasla toplam hiicre yogunlugunun diisiik
oldugu tespit edildi. pH degeri arttik¢a artan bir etanol miktar1 goriiliirken 48. saat
sonunda maksimum etanol eldesi pH 8.0 degerinde % 3.61 (28.5 g/L) olarak saptandi
(Tablo 4.6, Sekil 4.9).
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Sekil 4.9:

K. oxytoca susunun M4 besiyerinde 0.1 baslangi¢ hiicre yogunlugunda
(ODeoonm) 30°C sicaklikta ve 50 rpm ¢alkalama hizinda farkli pH
degerlerinde (5.0, 6.0, 7.0, 8.0 ve 9.0) 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonunda
uretilen etanol miktarlar1 (g/L). Her deger en az iki tekrarin ortalamasidir.
Hata g¢ubuklar1 her ortalama deger i¢in hesaplanan standart sapmalari
gostermektedir.

g etanolx100mL-1/OD

06 -
0.3 0,52
05
04

0.3 A1
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Sekil 4.10: M4 besiyerinde K. oxytoca susunun 30°C sicaklikta 50 rpm galkalama

hizinda farkli pH degerlerinde (5.0, 6.0, 7.0, 8.0 ve 9.0) 48 saatlik
inkiibasyonlar1 sonras1 birim hiicre biyokiitlesi bagina iiretilen etanol
miktarlar1 (g etanolx100 mL*/OD). Her deger en az iki tekrarin
ortalamasidir. Hata ¢ubuklar1 her ortalama deger i¢in hesaplanan standart
sapmalar1 gostermektedir.
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Fermentasyon islemi sonucunda, birim hiicre biyokiitlesi basina iiretilen etanol miktari
(g etanolx100mL1/OD) en diisiik olarak pH degerinin 5.0 oldugu ve en fazla olarak da
pH degerinin 7.0 oldugu ortamda goriildii. Etanol miktarinin daha yiiksek oldugu pH
8.0 degerindeki ortamda birim hiicre biyokiitlesi basina iiretilen etanol miktarinin pH
7.0 degerinde elde edilene gore daha az oldugu saptandi (Sekil 4.10). Ayrica en
yiiksek substrat tiikketiminin pH 8.0 degerindeki M4 besiyeri ile oldugu belirlendi
(Sekil 4.11). 48 saatlik inklibasyon sonucunda en yiksek alkol verimi pH 8.0
degerinde %83 oraninda oldugu belirlendi (Sekil 4.12).

Elde edilen veriler sonucunda, tezin devam eden caligmalarinda fermentasyon

besiyerinin pH degeri 8.0’a ayarlandi.
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Sekil 4.11: M4 besiyerinde K. oxytoca susunun 30°C sicaklikta 50 rpm calkalama
hizinda farkli pH degerlerinde (5.0, 6.0, 7.0, 8.0 ve 9.0) 24 ve 48 saatlik
inkiibasyonlar1 sonucunda elde edilen substrat tiikketim degerleri (%). Her
deger en az iki tekrarin ortalamasidir. Hata ¢cubuklari her ortalama deger
i¢in hesaplanan standart sapmalar1 gostermektedir.
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Sekil 4.12: M4 besiyerinde K. oxytoca susunun 30°C sicaklikta 50 rpm ¢alkalama
hizinda farkli pH degerlerinde (5.0, 6.0, 7.0, 8.0 ve 9.0) 24 ve 48 saatlik
inkiibasyonlar1 sonunda elde edilen alkol verim degerleri (%). Her deger
en az iki tekrarin ortalamasidir. Hata ¢ubuklari her ortalama deger igin
hesaplanan standart sapmalar1 gostermektedir.

45. Kucik Olcekte Adaptif Laboratuvar Evrimi
Gergeklestirilen K.oxytoca Susunun (KO-A) Biyoetanol
Uretimi

K.oxytoca susu ile baslangigta %5 (k/s) glukoz igeren LB siv1 besiyerinde hazirlanan

bir gecelik on kiiltiirden alinarak 0.1 baslangig hiicre yogunlugunda (ODgoonm) %5 (K/S)

glukoz igeren LB s1vi besiyerinde 50 rpm ¢alkalama hizinda 30°C sicaklikta 18 saatlik

inkiibasyonlar ile stirekli olarak taze besiyerine ayni kiiltliriin aktarilarak seri
fermentasyon ¢aligmalar1 yapildi. Daha sonra, 15. seri fermentasyon sonunda, adaptif
laboratuvar evrimi deneyi gergeklestirilmis sus (KO-A) ile K. oxytoca susu, M4
besiyerinin pH degeri 8.0’a ayarlanarak 30°C sicaklikta 50 rpm ¢alkalama hizinda
inkiibe edildi. Ancak iki sus arasinda etanol iiretimi, seker tiiketimi ve ODegoonm
degerlerinde istatistiksel acidan (p>0.05) bir fark olmadigi belirlendi. Bu nedenle,

%6.5 (k/s) glukoz igeren LB s1v1 besiyerinde seri transferlere devam edilip 30 giinlik

periyot sonrasinda 90 seri aktarim sonucunda M4 besiyerinde 30°C sicaklikta 0.1

baslangi¢ hiicre yogunlugunda (ODsoonm) pH 8.0 degerinde deney baslatilarak yapilan

fermentasyon denemelerinde 48. saatte K. oxytoca’nin iirettigi etanol degerlerinin

%3.61 (28.80) g/L, KO-A igin ise %3.63 (29.10) g/L oldugu saptandi (p>0.05).
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Suslarin 48 saatlik inkiibasyonu sonucunda KO i¢in toplam hiicre yogunlugu degeri
(ODeoonm) 5.45 olarak, KO-A igin 4.57 olarak saptandi ve KO susu i¢in bu degerin
%19 daha fazla (p<0.05) oldugu goriildi (Tablo 4.7).

Tablo 4.7: K. oxytoca suslar1 (KO ve KO-A) ile M4 besiyerinde, 0.1 baslangi¢ hiicre
yogunlugunda (ODsoonm), 30°C sicaklikta ve 50 rpm ¢alkalama hizinda 48
saatlik 90 seri inkiibasyon sonunda elde edilen toplam hiicre yogunlugu
degerleri (ODeoonm), Uretilen etanol (%) ve besiyerinde kalan seker
(K.Seker, %) miktarlari. Her deger en az ii¢ tekrarin ortalamasidir.
Parantez igindeki degerler her ortalama deger igin hesaplanan standart
sapmalar1 gostermektedir.

i oD EtOH K. Seker
Slire (Saat) Suslar (600nm) %) (§/0 )
o4 KO 4.59(0.18) 2.93(0.43) 0.58(0.05)
KO-A 3.75(0.09) 2.85(0.40) 0.61(0.01)
48 KO 5.45(0.22) 3.61(0.06) 0.00(0.00)
KO-A 4.57(0.07) 3.63(0.07) 0.00(0.00)

48. saatin sonunda etanol degerlerine bakildiginda K. oxytoca suslar1 arasinda 6nemli
(p>0.05) bir fark goriilmedi. Ancak birim hiicre biyokiitlesi basina iiretilen etanol
miktarinin adaptif sus ile normal susa kiyasla %21 fazla (p<0.05) oldugu belirlendi
(Sekil 4.13). 48 saatlik inkiibasyon sonucunda, KO susu i¢in substrat tiiketim-alkol
verim degerleri sirastyla %100 ve %84 olarak, KO-A susu i¢in sirastyla %100 ve %85
olarak belirlendi (p>0.05) (Sekil 4.14) (Sekil 4.15).
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Sekil 4.13: K. oxytoca suslar1 (normal ve adaptif) ile M4 besiyerinde 0.1 baslangic
hiicre yogunlugunda (ODesoonm), 30°C sicaklikta ve 50 rpm calkalama
hizinda 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonunda birim hiicre biyokiitlesi basina
iiretilen etanol miktarlar1 (g etanolx100mL*/OD). Her deger en az iki
tekrarin ortalamasidir. Hata ¢ubuklar1 her ortalama deger i¢in hesaplanan
standart sapmalar1 gostermektedir.
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Sekil 4.14: K. oxytoca suslar1 (KO ve KO-A) ile M4 besiyerinde 0.1 baslangi¢ hiicre
yogunlugunda (ODgoonm), 30°C sicaklikta ve 50 rpm ¢alkalama hizinda 24.
ve 48. saatlik inkiibasyonlar1 sonunda substrat tiiketim degerleri (%). Her
deger en az iki tekrarin ortalamasidir. Hata ¢ubuklar1 her ortalama deger
i¢cin hesaplanan standart sapmalar1 gostermektedir.
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Sekil 4.15: K. oxytoca suslar1 (KO ve KO-A) ile M4 besiyerinde 0.1 baslangig¢ hiicre
yogunlugunda (ODgoonm), 30°C sicaklikta ve 50 rpm ¢alkalama hizinda 24.
ve 48. saatlik inkiibasyonlar1 sonunda alkol verim degerleri (%). Her deger
en az iki tekrarin ortalamasidir. Hata ¢ubuklar1 her ortalama deger i¢in
hesaplanan standart sapmalar1 gostermektedir.

4.6. Biuyuk Olcekte Biyoetanol Uretimi

KO ve KO-A suslari igin M4 besiyerinde (pH 8.0) 0.1 baslangi¢ hiicre yogunlugunda
(ODsoonm), 30°C sicaklikta ve 50 rpm ¢alkalama hizinda 1 L hacmindeki erlenlerde
fermentasyonlar gergeklestirildi. Suslarin, 24. ve 48. saatlerde toplam hiicre
yogunluklar1 (ODeoonm) Ve etanol Uretimleri (g/L, %) belirlendi. 48. saat sonunda KO
susu icin etanol degeri %4.20 (33.10 g/L), KO-A susu i¢in ise bu deger %4.28 (33.80)
g/L olarak saptandi1 (p>0.05, Tablo 4.8). Suslarin 48 saatlik inkiibasyonu sonucunda
KO susu i¢in toplam hiicre yogunlugu (ODeoonm) 4.00 olarak, KO-A susu i¢in toplam
hicre yogunlugu (ODeoonm) %34 daha az (p>0.05) ve 2.98 olarak saptandi (Tablo 4.8).
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Tablo 4.8: M4 besiyerinde (pH 8.0), 0.1 baslangi¢ hiicre yogunlugunda (ODeoonm),
30°C sicaklikta, 50 rpm ¢alkalama hizinda, iki susun (KO ve KO-A) blyuk
Olcekte 24 ve 48. saatlik inkiibasyonlar1 sonunda elde edilen toplam hiicre
yogunluklar1 (ODsoonm), liretilen etanol (%) ve besiyerinde kalan seker
(K.Seker, %) miktarlari. Her deger en az ii¢ tekrarin ortalamasidir.
Parantez igindeki degerler her ortalama deger igin hesaplanan standart
sapmalar1 gostermektedir.

} oD EtOH K. Seker
Siire (Saat Susl :
lre (Saat) uslar (600nm) (% s/s) (%6Kk/s)
KO 258(0.15) 166(0.06)  1.79(0.01)
24
KO-A 1.64(0.05) 1780.14)  1.85(0.01)
KO 4.00(0.06) 42000.08)  0.00(0.00)
48
KO-A 2.98(0.17) 428(0.04)  0.00(0.00)

48. saatin sonunda etanol degerlerine bakildiginda 6nemli bir fark goriilmedi fakat
birim hiicre biyokiitlesi bagina {iiretilen etanol miktarinin KO-A susu ile KO susuna

kiyasla %36 daha fazla oldugu goriildii (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16: M4 besiyerinde (pH 8.0), 0.1 baslangi¢ hiicre yogunlugunda (ODegoonm),
30°C sicaklikta, 50 rpm ¢alkalama hizinda, iki susun (KO ve KO-A) buyik
Ol¢cekte 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonunda birim hiicre biyokiitlesi bagina
iiretilen etanol miktarlar1 (g etanolx100mL*/OD). Her deger en az iki
tekrarin ortalamasidir. Hata gubuklar1 her ortalama deger igin hesaplanan
standart sapmalar1 gostermektedir.
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Fermentasyon deneyi sonucunda, KO susu i¢in substrat tiiketim-alkol verim degerleri
sirastyla %100 ve %96.78 olarak, KO-A susu i¢in sirasiyla %100 ve %98.83 olarak
belirlendi (Sekil 4.17) (Sekil 4.18).
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Sekil 4.17

M4 besiyerinde (pH 8.0), 0.1 baslangi¢ hiicre yogunlugunda (ODsoonm),

30°C sicaklikta, 50 rpm ¢alkalama hizinda, iki susun (KO ve KO-A) buyik
Olcekte 24. ve 48. saatlik inkiibasyonlar1 sonunda substrat tiiketim
degerleri (%). Her deger en az iki tekrarin ortalamasidir. Hata ¢cubuklari
her ortalama deger i¢in hesaplanan standart sapmalar1 gostermektedir.
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Sekil 4.18

: M4 besiyerinde (pH 8.0), 0.1 baslangi¢ hiicre yogunlugunda (ODeoonm),
30°C sicaklikta, 50 rpm ¢alkalama hizinda, iki susun (KO ve KO-A) blyuk
Olcekte 24. ve 48. saatlik inkiibasyonlar1 sonunda alkol verim degerleri
(%). Her deger en az iki tekrarin ortalamasidir. Hata ¢ubuklari her ortalama
deger i¢in hesaplanan standart sapmalar1 gostermektedir.
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5. TARTISMA

Fosil yakitlarin tliketimi, diinyadaki insan populasyonunun giderek cogalmasiyla
beraber artmakta olup gelecekte enerji talebini karsilamakta zorluk ¢cekmekle beraber,
tiketildiginde g¢evreye saldig1 zararli gazlar yiliziinden insan sagligini da tehlikeye
sokmaktadir. Insanoglu yasammn siirdiiriilebilirligi ve yasam Xkalitesi agisindan
alternatif bir yakit ihtiyaci duymaktadir. Bu baglamda, biyoetanol doga dostu ve
stirdiiriilebilir bir yakit olmasi bakimindan fosil yakitlara biiyiik bir alternatif yakit

olabilme potansiyeli tagimaktadir.

Biyoetanol mikroorganizmalarin yardimiyla farkli hammadde kaynaklar kullanilarak
tiretilebilmektedir. Bu hammadde kaynaklarindan misir, bugday gibi birinci nesil
yakitlar ¢cokca kullanilmakta olup gida sektorii ile enerji sektorii arasinda bir rekabete
yol agar. Bunun 6niine ge¢mek i¢in ikinci nesil kaynaklar olarak adlandirilan tarimsal
ve gida atiklar1 kullanilmaktadir. Literatiire bakildiginda bu lignoseliilozik
kaynaklardan bugday sap1, misir kocani, piring kabugu, ananas kabugu ve muz kabugu
gibi c¢esitli tarimsal ve gida atiklar1 kullanilmaktadir. Ananas diinya genelinde ¢okga
tiikketilen bir meyve olup, ananas kabugu atiklarinin yapisinda seliiloz, hemiseliiloz ve
lignin bulunmaktadir. Bu baglamda, uygun bir hidroliz yontemi kullanilarak
igerisindeki kompleks karbonhidrat kaynaklar basit sekerlere doniistiirtiliip biyoetanol
tiretiminde hammadde olarak kullanilabilme potansiyeli tasimaktadir. Bu tez
caligmasinda, ananas kabugu atiklarmin biyoetanol Gretiminde potansiyel bir
hammadde kaynagi olmasi ve ananas kabugu atiklarinin ¢evreye zararh etkilerinin
kaldirilmas1  ve  degerlendirilmesi amaciyla ~hammadde kaynagi olarak

degerlendirilmistir.

Bu tez calismasinda, bir hammadde kaynagi olarak ananas kabugu atigindan etkin
biyoetanol iiretimi potansiyeli incelenmistir. Bu kapsamda, ananas kabugu atiklarinin,
mikroorganizmanin kullanabilecegi sekerleri agiga ¢ikarmak ig¢in asit ile hidroliz
islemi gergeklestirilmistir. Bu ¢aligmada, ilk kez asit hidroliz yontemiyle hazirlanmis
ananas kabugu atiklarinin yeni bir Klebsiella oxytoca izolati araciligiyla biyoetanol
iiretim potansiyeli incelenmistir. Biyoetanol iiretiminin arttirilmasi amaciyla, sicaklik,
baslangi¢ hiicre yogunlugu, pH, inkiibasyon siiresi gibi fermantasyon etkinligini
etkileyebilecek faktorler incelenmistir ve yine bu kapsamda susun adaptif laboratuvar
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evrimi c¢alisilmistir. Bu tez c¢alismasinda kiigiik Olgekte yapilan calismalarin
devaminda, calismanin Slgeklenebilirligini ve endiistriyel ¢aligmalara uygunlugunu

test edebilmek amaciyla fermantasyon biiyiik 6l¢ekte denenmistir.

Lignoseliilozik atiklarin hidrolizi asamasinda asit veya enzimatik hidroliz tercih
edilmektedir. Asit hidroliz yonteminin enzim hidrolizi yonteminin aksine 6n muamele
islemi olmadan gerceklestirilebilme, daha az maliyetli olmasi ve daha hizli bir sekilde
uygulanmasi agisindan tercih edilmektedir. Asit hidrolizinde, enzimatik hidrolizinden
farkli olarak inhibe edici yan tirlinler meydana gelebilir [Alvira et al., 2010; Lenihan
et al., 2009].

Bu tez ¢alismasinda, ananas kabugu atiklarinin asit hidrolizi islemi i¢in 200mL
hacmindeki ve farkli konsantrasyonlardaki (%0.5-%1) HCI kullanilarak 2 farkh
besiyeri hazirlanmistir. Bu ¢alismada en yiiksek seker iceren (34,2 g/L) besiyerinin
M4 oldugu belirlenmistir. Literatiire bakildiginda, asit konsantrasyonu arttik¢a ortaya
cikan seker miktarinin artabilecegi fakat ayni zamanda olusan inhibe edici yan
tiriinlerin de miktar1 artacagindan biyoetanol iiretiminin negatif yonde etkilendigi
goriilmistiir [Bustos et al., 2003; Dominguez et al., 1997]. Bu besiyerleri kullanilarak
gerceklestirilen fermantasyon deneylerinde elde edilen seker miktarlar1 ve {iretilen
etanol konsantrasyonlar1 belirlenmistir. Bu baglamda, maksimum biyoetanol eldesinin
belirlenmesi i¢in 4 farkli hidroliz yontemiyle olusturulan besiyerlerinde fermantasyon
gerceklestirilmistir. Maksimum biyoetanol eldesi (18.6 g/L) M4 besiyerinde tespit
edilmis olup, toplam hiicre yogunlugu (OD600nm) 48.saatin sonunda 2.37 olarak
tespit edilmis ve arttirilan asit konsantrasyonun biyoetanol iiretimi tizerinde olumsuz
bir etkiye sebep olmadigi goriilmiistiir. Soydan [2012] tarafindan yapilan bir
calismada, bugday sapmin farkli konstrasyonlardaki (%1, %2 ve %5) siilfirik asit
hidrolizinin ardindan en yiiksek elde edilen seker miktar1 %5 konstrasyonunda elde
edilmis olup devam eden fermantasyon deneylerinde en yiiksek biyoetanol eldesi bu
tez calismasinda da M4 besiyerinde kullanilan %1 siilfirik asit ile hazirlanan
hidrolizatla oldugu gibi %1 siilfirik asit ile hazirlanan besiyeri ile saglanmistir. Yiiksek
asit konstrasyonlarinda etanol iiretiminin artmadig tespit edilmistir. Literatiirde baska
bir caligmada bu tez g¢alismasi ile benzer sekilde, taze patates yumrular1 4 farkh
konsantasyonlardaki (%0.5-%2), hidroklorik asit ve siilfirik asit ile hidroliz islemine

tabi tutulmus olup S.cerevisiae aracili 18 saatlik fermantasyon sonucunda en yiiksek
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biyoetanol eldesi (31.0 g/L) %1 konstrasyonundaki hidroklorik asit ile hazirlanan
besiyerinde elde edilmistir. [Tasi¢ et al., 2009].

Sicaklik ve baslangi¢ hiicre yogunlugu, fermantasyon etkinligine farkl 6l¢iilerde etki
saglamaktadir [Munro et al., 2009; Azhar et al., 2017]. Sicaklik mikroorganizmanin
gelisimi ve metabolik aktivitesi i¢in kritik bir role sahiptir. Baglangi¢ hiicre yogunlugu
literatiire bakildiginda biyoetanol iiretiminde az miktarda etki ettigi daha ¢ok seker
tiikketim hiz1 gibi faktorlere etki ettigi tespit edilmistir. Bu tez ¢calismasinda, literatiirde
Klebsiella susu i¢in g¢okga tercih edilen iki farkli sicaklikta (30°C -37°C) ve iki farkli
baglangi¢  hiicre  yogunlugunda  (OD600nm)  (0.1-0.5)  fermantasyon
gerceklestirilmistir. Bu ¢aligmalar sonucunda, maksimum biyoetanol eldesi (23.84
g/L) 30°C sicaklik ve baglangig hiicre yogunlugu (OD600nm) 0.1 olan kosullarda elde
edilmistir. Tiwari et al. (2022) biyoetanol {iretimi i¢in piring kabugu kullandiklar
calismasinda, Klebsiella oxyoca susu araciligiyla pH degeri 7°de ve 4 farkli sicaklikta
(26, 30, 36 ve 40°C) fermantasyon deneyi ger¢eklestirmis olup maksimum biyoetanol
eldesini (32.26 g/L) 36°C’de elde etmistir [Tiwari et al., 2022). Tran et al. [2011]
biyoetanol iiretimi i¢in misir kocani kullandiklar1 ¢alismasinda, K. oxyoca susu
arachigiyla pH degeri 7°de ve 4 farkli sicaklikta (25, 30, 35 ve 40°C) fermantasyon
deneyi gerceklestirmis olup maksimum biyoetanol eldesini 30°C’de elde etmistir.
Farkli sicakliklarda elde edilen farkli biyoetanol miktarlarini, suslarin genetik
farkliliklari, kullanilan hammadde kaynaklarimin farklilifi ve besiyerinin igerdigi
cesitli azot kaynaklar1 ve mineraller etkiliyor olabilir. Bu calismada, 0.1 baslangi¢
hiicre yogunlugunda (OD600nm) 0.5’¢ gore az miktarda daha fazla biyoetanol elde
edildigi tespit edilmistir. Chauhan et al. [2020] biyoetanol Gretimi icin stlfirik asit ile
hidroliz edilmis tath sorgum kullandiklar1 bir caligmada, Saccharomyces cerevisiae
susu araciligiyla 30°C’de farkli inokulum biiyiikliiklerinde (%5, %10, %15)
fermantasyon deneyi gerceklestirmis olup, maksimum biyoetanol eldesi %5’°lik
inokiiliim biiytikliigiinde elde edilmistir. Maya miktar: arttikca biyoetanol veriminin
diistiigli tespit edilmistir. Bunun nedeninin yiiksek hiicre yogunlugunun fermentasyon
kinetiklerini olumsuz etkiledigi ve hiicrelerin farkli yan dirlinler {rettiginden

kaynaklandig1 diistiniilmektedir.

Inkiibasyon siiresi, kullanilan susun verimli ¢alisabilmesi igin énemli bir faktordiir.
Inkiibasyon siiresi fermantasyon calismalarinda ne ¢ok kisa ne de ¢ok uzun

tutulmamalidir. Bu siire c¢ok kisa tutulursa mikroorganizma sekerin tamamini
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tilkketemez, biyoetanol iiretimi maksimum seviyede olamaz ve fermantasyon islemi
verimsiz olur. Bu siire ¢ok uzun tutuldugu vakit ise, mikroorganizmalar tarafindan
tiretilen biyoetanol, toksik etki yaratip mikrobiyal biiyiimeyi engelleyebilmektedir
[Zabed et al., 2014]. Bu tez ¢alismasinda daha 6nce optimize edilen kosullarda ve pH
degeri 7°de farkli inkiibasyon siirelerinde (24, 48 ve 72.saat) fermantasyon deneyleri
gerceklestirilmistir. 48.saatte maksimum biyoetanol eldesi (23.84 g/L) gozlemlenmis
olup K. oxytoca susu pH 7°de neredeyse tiim sekeri tiikketmistir. 48. saatten sonra,
72.saatte  sekerin tamami tiikkenmis olup biyoetanol miktarinda azalma
gbzlemlenmistir. Bunun nedeni, biyoetanoliin ugucu bir bilesik olmasindan ve
mikroorganizmanin daha fazla biyoetanol {retimi gergeklestirmemesinden

kaynaklaniyor olmasidir.

Uretilen biyoetanol miktariin artmasinda, fermantasyon ortaminimn pH’si
mikroorganizmanin biiyiimesine ve metabolik faaliyetlerini etkilemekte olup, dnemli
bir yere sahiptir. Bu tez ¢alismasinda, daha 6nce optimize edilen sartlarda 5 farkli pH
degeriyle (5, 6, 7, 8 ve 9) hazirlanan besiyerlerinde fermantasyon deneyleri
gerceklesmistir. 48. saat sonunda maksimum biyoetanol eldesi pH degeri 8 olan
besiyerinde elde edilmistir. K.oxytoca susu araciligiyla piring kabugunun
fermantasyonu gergeklestirilen bir ¢aligmada, 37°C’de ve pH degeri 7°de maksimum
biyoetanol iiretimi (g/L) gerg¢eklesmistir (Tiwari et al., 2022). Suzuki et al. [2014]
hammadde kaynagi olarak gliserol kullandiklar1 g¢aligmada, bir Klebsiella susu
araciligiyla 6 farkli pH degeri araliginda (5-10) fermantasyon gerceklestirmis olup
maksimum biyoetanol eldesi (9.8 g/L) pH 8 degerinde elde edilmistir. Fermantasyon
ortami igin optimum pH degerinin suslara ve hammadde kaynagmna bagli olarak

degisebilecegi goriilmiistiir.

Bu tez ¢alismasinda, K. oxytoca susunun mikrobiyal biiyiime, seker verimi ve alkol
verimi gibi fermantasyon etkinligini degistirecek faktorleri sekillendirmek amaciyla
susun adaptif laboratuvar evrimi deneyi gergeklestirilmistir. K. oxytoca susu
aracilifiyla 45 giin boyunca giinde 2 kez, glukoz igeren besiyeri ortaminda
fermantasyon gergeklestirilmistir. 45 glin sonunda KO-A susu benzer iiretilen
biyoetanol miktarin1 KO susuna kiyasla daha az toplam hiicre yogunlugu (OD600nm)
ile gerceklestirmistir. KO-A susunun birim hiicre biyokiitlesi basina {iretilen
biyoetanol miktarinin %21 daha fazla oldugu tespit edildi (p<0.05). Birim hiicre

biyokiitlesi bagina iiretilen biyoetanol miktarindaki bu degisim susun biiylime igin
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kullandig1 karbon kaynagini iiremekten c¢ok {iriin sentezine kaydirmasindan

kaynaklantyor olabilmektedir [Dragosits and Mattanovich, 2013].

Bu tez calismasinda, gergeklestirilen optimizasyon deneyleri sonrasinda bu ¢alismanin
bliyiik 6lgekte sanayiye uygunlugunu test etmek amaciyla KO ve KO-A suslariyla 1L
hacmindeki erlen icindeki M4 besiyeriyle fermantasyon deneyi gergeklestirilmistir.
48.saat sonunda KO-A susunun 33.80 g/L biyoetanol iirettigi tespit edilmistir. Sarkar
et al. [2022] yaptiklari ¢alismada, Klebsiella sp. SWET4 susu araciligiyla muz kabugu
kullanilarak gergeklestirilen fermantasyon sonucunda 5.48 g/L biyoetanol Gretimi
gerceklestirmistir. Braide et al. [2018], yaptiklar1 ¢aligmada, Zymomonas mobilis susu
aracilifiyla HCI hidrolizi islem goérmiis ananas kabugu atiklarindan olusturulan
besiyerinde 72. saat sonunda 7.97 g/L etanol Uretimi gerg¢eklesmistir. Literatiirle
karsilastirildiginda, biiyiik dlgekte elde edilen sonuglarin ananas kabugu atiklarinin
K.oxytoca susu araciligiyla kullaniminin biyoetanol {iretiminde énemli bir potansiyele
sahip oldugu goriilmektedir. Biiyiik Olgekte yapilan deney sonucunda, Uretilen
biyoetanol miktarinin artmasi da susun biiylik Olgekte sanayiye uygunlugunu

gostermistir.

Bu tez calismasinda, asit hidrolizi yontemiyle hazirlanan ananas kabugu atiginin
K.oxytoca susu ile etkin biyoetanol iiretimi arastirilmistir. Bu dogrultuda yapilan
calismalar sonucunda, en yiiksek biyoetanol iiretimi M4 besiyerinde, 30°C sicaklikta
ve 0.1 baslangi¢ hiicre yogunlugunda (OD600nm), 48.saatte ve pH degeri 8’de, KO-
A susuyla biiyiik 6l¢ekte 33.80 g/L (% 4.28 )olarak tespit edilmistir.

Bu sonuglar dogrultusunda, ananas kabugu atiklarinin K. oxytoca susu araciligiyla
atiklarin degerlendirilmesinde ve diisiik maliyetli biyoetanol Uretimini amaclayan
endustriyel ¢alismalarda kullanilabilecegini gostermektedir. Gelecekteki sureclerde,
metabolik mihendislik ¢alismalariyla bu susun hedeflenen triin verimine daha da
optimize edilmesi, iiretim verimliligini daha da artirabilir. Bu ¢alismada, laboratuvar
Olgekli fermentasyonun ardindan endustriyel Olgekli denemelerin yapilmasi, bu
deneylerin uygulanabilirligini test etmek acisindan oOnemlidir. Bu sonuglar
dogrulutsunda, hem siirdiiriilebilir biyoetanol iiretimi hem de tarimsal atiklarin

degerlendirilmesi agisindan gelecege yonelik umut verici bir temel sunmaktadir.
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