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OZET

TEZIN BASLIGI: VITREOSCILLA HEMOGLOBINI (VHb) ILE
PATATES ISLEME ATIK SUYUNDAN BiYOETANOL
URETIMININ ARTTIRILMASI

YAZARIN ADI: Kiibra ABANOZ

Bu tez calismasinda, patates isleme atik suyundan biyoetanol iiretiminin
Vitreoscilla hemoglobini (VHD) araciligi ile arttirilmasi arastirildi. Calismada, E. coli
suslart (NZN111 ve FBRS), bu suslardan pdc (piruvat dekarboksilaz geni), adhb
(alkol dehidrogenaz geni) ile vgb (Vitreoscilla hemoglobin geni) igeren ve farkli
seviyelerde VHb ekspresyonu yapacak sekilde gelistirilen TS3, TS4 ve TS5
suslarmin, farkli havalandirma kosullarinda, glukoz veya patates isleme atik suyu
hidrolizat1 i¢eren besiyerlerindeki iireme, VHb ekpresyon miktarlar1 ve etanol {iretim
ozellikleri belirlendi. Farkli kosullarda, VHb ekspresyonunun, TS3 ve TS4 suslarinda
etanol lretimini arttirdigi goriildii. Etanol iretiminin, % 8 (w/v) glukoz igeren LB
besiyerinde, FBRS kontrol susu ile elde edilene gore, diisiikk seviyelerde VHb
ekspresyonu yapan TS3 susu ile % 13 arttig1 ve yine ayni sus ile her {inite hiicre
biyokiitlesi basma etanol iiretiminin % 24 daha fazla oldugu belirlendi. Patates
isleme atik suyu hidrolizat1 igeren ortamda, FBRS5 kontrol susuna goére, VHb
ekspresyonu, etanol tiretimini TS3 ve TS4 suslar1 ile yaklasik % 18 artirirken, ytliksek
seviyelerdeki hemoglobin ekpresyonu, her {inite hiicre biyokiitlesi basma etanol
iretimini TS4 susu ile % 48 arttirdi. VHb’nin etanol liretimindeki mekanizmasi tam
olarak aydinlatilamamasma ragmen, bu calismada elde edilen sonucglar “VHb
Teknolojisi’nin gida isleme atik suyundan etanol iiretiminde pratik Onemi

olabilecegini gostermektedir.



SUMMARY

THESIS TITLE: ENHANCEMENT BY VITREOSCILLA
HEMOGLOBIN (VHb) OF BIOETHANOL PRODUCTION FROM
POTATO PROCESSSING WASTE WATER

AURTHOR NAME: Kiibra ABANOZ

In this work, the enhancement of bioethanol production from potato processing
waste water through the use of the hemoglobin from the bacterium Vitreoscilla
(VHb) was investigated. E. coli strains (NZN111 and FBR5) and those transformed
with pdc (pyruvate decarboxilase gene), adhb (alcohol dehidrogenase gene) and vgh
(Vitreoscilla hemoglobin gene), (TS3, TS4 and TS5) were utilized. The growth
conditions for strains TS3, TS4, TS5 and FBR5 were varied by modulating the
aeration rate of cultures as well as inclusion of glucose or potato waste hydrolyzate
in the growth medium. Parameters measured included cell growth, VHb levels, and
ethanol production. It was found that VHb expression in strains TS3 and TS4
enhanced their ethanol production under several conditions. The strain, expressing
the lowest level of VHb, TS3, showed as much as 13 % greater ethanol production
and an increase in the ratio of ethanol concentration to cell biomass of 24 %
compared to the control strain, FBR5, when grown on LB enriched with 8 % (w/v)
glucose. In medium supplemented with potato waste hydrolysate, VHb expression
increased ethanol production about 18 % with TS3 and TS4, and the ratio of ethanol
concentration to cell biomass as much as 48 % for highest VHb expressing strain,
TS4, compared with strain FBR5. Although the mechanism for the VHb mediated
increase in ethanol production remains to be elucidated, the results obtained in this
work demonstrate that “VHDb technology” may be of substantial practical importance

in the production of ethanol from food processing waste water.
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1. GIRIS

CO; ve diger sera gazlarmin atmosferdeki konsantrasyonlarimda meydana gelen
artig ile kiiresel 1sinmanin neden oldugu mevsim degisiklikleri arasinda dogrudan bir
ilisgki bulunmaktadir. Endiistrinin gelismesi ve popililasyonun artmasi ile birlikte
diinyada enerji tiiketimi artmaktadwr. Bununla beraber, fosil yakitlar gibi
konvansiyonel kaynaklar var olan enerji ihtiyaci1 karsilayamamaktadir. Fosil
kokenli enerji kaynaklarinin bir¢cogu hesaplanan yaklagik bir siire sonunda
tilkkenecektir. Bu tiir kaynaklar, ¢evre icin dnemli ve geri doniisiimii olmayan
tehlikeler yaratmaktadir. Bu nedenle yenilenebilir, etkin, ucuz ve ¢evreyle dost enerji

kaynaklarmna ihtiyag¢ vardir.

Gelismis tllkeler enerji ¢esitliligini artirmakta, yaymakta ve belli enerji kaynagi
tiirlerine biiyilk oranlarda bagimli olmamaya c¢alisarak alternatif arayiglarmi
stirdiirmektedirler. Bu ama¢ dogrultusunda ve yapilan arastirmalar sayesinde yeni
ve/veya yenilenebilir enerji kaynaklarinin c¢esitliligi artmaktadir. Bunlardan bazilar1
ekonomik olarak avantaj saglamasa da ¢evre ile dost olmalar1 6nem kazanmalarina
neden olmaktadir. Biyoyakitlar bu agidan en yeni ve en hizla yayginlasan alternatif

enerji kaynaklarmin basinda gelenidir.

Geligen teknolojinin ve artan diinya niifusunun ihtiya¢ duydugu enerjiyi
karsilamak, tilke ekonomisine katkida bulunmak ve ulusal kaynaklari korunmasi ve
degerlendirilmesini saglamak i¢in fermentasyonla biyoetanol iiretimi giincellik

kazanmustir.

Doksanli yillarda piyasaya sunulan biyoyakitlar ¢ok hizli bir sekilde
gelismektedir. Biyoyakitlar, fosil kokenli yakit rezervlerinin (petrol, komiir, dogalgaz
v.b.) diinyanin belirli bolgelerinde bulunmasi, tilkkenme riski ve yaygimn kullanimin
cevreye olan olumsuz etkilerinin giindeme geldigi donemlerde, daha ¢ok tarimsal
trlinlerden, degisik kimyasal yontemler yardimiyla iiretilen benzin ve motorinle
karigim halinde kullanilan, temiz bir enerji kaynagina ihtiya¢ duyulmasmin bir
sonucu olarak ortaya ¢ikmistir. Biyoyakitlarin bu denli hizla gelismesinde ¢evreyle
dost olmalari, egzoz emisyonlarmm saglk agisindan riskinin az olmasi, enerji

giivenliginin saglanmasi, disa bagmmliligin azaltilmasi ve kirsal kalkimmmanin



gerceklestirilmesi gibi nedenlerin dnemi biiyliktiir. Arastrmalar petrol gibi fosil
yakitlar ile karsilastirildiginda bir litre biyoetanoliin % 50-70 arasinda sera gazi

emisyonunu azaltmak i¢in bir litre benzinin yerine kullanilabilecegini gostermistir.

Etanol, hem etilenin hidrasyonu sonucu petrokimyasal olarak, hem de sekerin
maya ile fermente edilmesi suretiyle iiretilebilir. Biyoetanol, tarim tirlinlerinde var
olan polisakkaritlerin sekere doniisiimiinden sonra uygulanan fermantasyon iglemi
sonucu ortaya ¢ikar ve fermentasyon ortamindan uzaklastirildig: taktirde benzinle
dogrudan karistirilabilir. Biyoetanol iiretilebilecek baslica bitkiler: Bugday, seker
pancari, musrr ve patatesti. Ulkemizde biyoetanol, agilikli olarak seker

fabrikalarinda melastan uretilmektedir.

Biyoetanol {iretiminin artirilabilmesi i¢in hammadde {iiretim miktarlarimin
artirilmasi gerekir. Bu durum ise tarim alanlarinin gida iiretimi yerine biyoetanol i¢in
hammadde yetistirilmesi amaci ile kullanilmasina neden oldugundan diinya
genelinde tartigmalara yol agmistir. Bu hassas konuya yonlenmenin bir yolu alternatif
ve yenilenebilir bir enerji kaynagi olarak biyo-atiklarin biyo-enerji olarak
degerlendirilmesidir. Biyoetanol iiretiminde kullanilabilecek hammadde alternatifleri
ise evsel ya da endiistriyel tarimsal atiklarin kullanilmasidir. Bu sayede hem atiklarin

degerlendirilmesi saglanacak hem de enerji tiretilebilecektir.

Fermentasyon teknolojisinde, kullanilan ana materyallerden biri de
mikroorganizmalardir. Mikroorganizmalar fermentasyon siirecinde biyokatalizor
olarak kullanilirlar. Ancak fermentasyon sonucu ortamdaki oksijen hizla tiikenmekte,
bununla birlikte 6zellikle alkol gibi fermentasyon tirlinleri ortam pH’sin1 6nemli
Olciide etkilemektedir. Hem oksijenin diisiik konsantrasyonlarda dahi etkin
kullanilmasini sagladigi hem de pH degisimlerine kars1 bir tampon gorevi gordiigi
icin Vitreoscilla hemoglobininin (VHb) bu gibi durumlarin asilmasi ve
fermentasyonun daha etkin bir sekilde gergeklestirilmesi agisindan 6nemli avantaj

saglayacagi diisiiniilmektedir.

Endiistriyel biyoetanol iiretiminin ¢evreyle dost bir yaklasim olabilmesi i¢in
atiklarin degerlendirilmesi sarttir. Ozellikle gida {iretim tesislerinin nisasta temelli

isleme atiklar1 ve bu atiklarin hidrolizi ile olusan glukozun ¢ok cesitli etanolojenik



mikroorganizmalar tarafindan kullanilabilir olmasi nedeniyle bu atiklar biyoetanol

iiretimine yonelik dogru bir hammadde se¢imi olacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Yenilenebilir Bir Enerji Kaynag Olarak Biyoetanol

Biyoetanol iiretmenin birkag degisik sekli olmasina ragmen iiretim yontemleri
temelde fermentasyon ile olmaktadir. Biyokiitleyi biyoetanola doniistiirmede dort

temel adim vardir (Sekil 2.1):

1. Giines enerjisini fotosentez yoluyla kimyasal enerjiye donistiirerek
depolanmas1 sonucu biyokiitle eldesi.

2. Olusan bu biyokiitlenin farkli proseslerde kullanilabilecek bir hammaddeye
dontistiiriilmesi (Sakkarafikasyon).

3. Biyoetanol iiretimi i¢in katalizor olarak mikroorganizmalarin kullanilmasi
ile biyokiitlenin fermente edilmesi.

4. Farkli amaglar i¢in kullanilabilen biyoetanolun ve yan iiriinlerinin (COg,

fermente edilmemis karbon kaynag1 vb.) geri kazanilmasi.

Fotosentez Hidroliz Etanol ve
ile (Biyokiitleyi Fermentasyon Diger Yan
Biyokiitle Hammaddeye Siireci Uriinlerin Geri

Olusumu Doniistiirmek) Kazanimi

Sekil 2.1: Etanol tiretimindeki asamalar ve CO, dongiisii.

Biyoetanolun bu yontemle iiretilmesi sonucu g¢evreye zararli maddeler agiga
¢ikmamaktadir. Olusan karbondioksit ise sivilastirilarak soda fiireticilerine
satilmaktadir. Fermentasyon sonrasi atik olarak kalan bugday, musir veya seker
pancar1 posast ise olduk¢a fazla miktarda protein igeren bir karigim oldugundan

hayvan yemi olarak kullanilmak tizere satilmaktadir.



Biyolojik yontemler ile {iretilen etanol, enerji ihtiyacinin karsilanmasi sirasinda
fosil yakitlar gibi dogaya zarar vermez. Bu nedenle hem yanma hem de fermentasyon
son irilinleri bakimindan dongiisel nitelik tasidigindan yenilenebilir olarak
degerlendirilmektedir. Biyolojik yolla etanol {iretimi, daha ¢ok tarimsal esasli

iiriinlerden yapildigi i¢in, atmosferik karbon dongiisiinii de arttirmaktadir.

Fosil yakitlarin kullanimi ile tagimacilik sektorii % 30 CO,, % 67 CO, % 41
nitrojen oksitler, % 51 reaktif hidrokarbon ve % 23 partikiiler madde emisyonuna
neden olur (MacKenzie, 2003). A.B.D Enerji Bakanligi, benzin ile % 95 oraninda
karistirildiginda, biyoetanol katkisinin siilfiir dioksit emisyonlarmi % 60-80 ve ugucu
organik bilesen salimimini % 13-15 degerlerine kadar azaltacagini tahmin etmektedir.
(Himmel et al., 1997). Tasimacilik sektorii petrol firiinlerinin birincil alicisi
oldugundan temiz-yakit olan biyoetanolun fosil yakitlarin yerini almasi ile temiz bir

cevre saglanacaktir.

Tasit yakitlar1 ii¢ grupta siniflandirilabilir: (a) geleneksel yakitlar, (b)
oksijenlenmis yakitlar ve (¢) alternatif yakitlar (AFDC, 1997). En 6nemli yakit tiirleri
Cizelge 2.1°de gosterilmistir. Benzin, yiizlerce tip hidrokarbonun kompleks bir
karisimidir. Oksijenlenmis benzin, eter ya da alkol oksijenatlarinin ilavesi ile
olusturulur. Eter oksijenatlar1 metil-tersiyer-biitil eter (MTBE), etil-tersiyer-biitil eter
(ETBE) ve tersiyer-amil-metil eter (TAME)’dir. Alkol oksijenatlar1 ise etanol,
metanol and tersiyer-biitil alkol (TBA)’diir (Williams et al., 2003).

Etanol, biyoyakit olarak petroliin yerini alabilecek O6nemli bir endiistriyel
irlindiir. Ayrica g¢evreye olan zararli etkisi ¢ok az oldugundan, biiyiik 6nem
tasimaktadir ve oksijenli yakitlarin iiretiminde katki maddesi olarak da

kullanilabilmektedir.

Etanol, seker kamisi, seker pancari, gine musiri, dalli dari, arpa, kenevir, kenaf,
(tatll) patates, manyok, aycicegi, meyveler, melas, kesik siit, misir, misir kogani,
hububat, bugday, tahta, kagit, saman, pamuk ve diger biyokiitleler ile ¢esitli seliiloz
atiklar1 gibi pek ¢ok farkli besin kaynagidan elde edilebilir. Artan etanol
tilkketiminin sonucu olarak, seker kamis1 ve misir gibi besin kaynaklarina olan talep
de artmustir. Biiyiik 6lgekte yakit amagh zirai alkol {iretimi, ayn1 zamanda genis ve

verimli ekilebilir alanlar ile suya olan talebi de artirmaktadir.



Cizelge 2.1: Giincel ve potansiyel ara¢ yakitlari. (AFDC, 1997)

Geleneksel yakitlar Oksijenlenmis yakitlar Alternatif yakitlar
Benzin Metil tersiyer biitil eter (MTBE)  Likit petrol gaz1 (LPG)
Dizel Etil tersiyer biitil eter (ETBE) Sikistirilmis dogal gaz
Tersiyer amil metil eter (TAME) Etanol, % 85 (E85)
Etanol, % 10 (E10) Etanol, % 95 (E95)
Metanol Metanol, % 85 (M85)
Tersiyer biitil alkol (TBA) Metanol (saf) (M100)
Elektrik
Hidrojen
Biyodizel

Ulkemizde Enerji Piyasasi Diizenleme Kurulunun (EPDK) 19 Eyliil 2011
tarthinde aldig1 bir karar ile 2013 yilindan itibaren, akaryakita her yil artan oranlarda,
yerli tarim iirlinlerinden elde edilen etanol ve biyodizel katilmasmi zorunlu hale
getirilmektedir (5015 sayili Petrol Piyasast Kanunu, EPDK, 2011). Bu oran
biyoetanol i¢in 1 Ocak 2013’de % 2, 1 Ocak 2014 tarihinde ise % 3 olarak
belirlenmistir. Piyasaya akaryakit olarak arz edilen motorin tiirlerinin, yerli tarim
iirlinlerinden tretilmis yag asidi metil esteri iceriginin 1 Ocak 2014 tarihi itibariyle
enaz % 1, 1 Ocak 2015 tarihi itibariyle en az % 2, 1 Ocak 2016 tarihi itibariyle en az
% 3 olmasi1 zorunlulugu getirilmistir. Bu alinan karar ile biyoyakit iiretim tesisi sayis1
artirilacak, Uretim daha istikrarli devam edebilecektir. Boylelikle petrol ithalatina

O0denen doviz miktar: azalacaktir.

Bu kararin tarim sektorii iizerindeki olasi etkilerini de dikkatle incelemek
gerekmektedir. Tirkiye Ziraat Odalar1 Birligi, tarmm driinlerinden biyoyakit
iiretiminin, Tiirkiye’deki tarim iireticilerini rahatlatacagini, lilkemiz i¢in dnemli bir
gelir kaynagi ve istihdam yaratacagmi diisiiniilmektedir. Biyoyakitlar, basta petrolde
disa bagimliligin azaltilmasi1 olmak {izere, tarimsal iiretimde ¢esitliligin artirilmasi,
kirsal kalkinmayr desteklemesi ve yem sanayisine hammadde saglamasi gibi

sebeplerle Tiirkiye i¢in bilylik 6nem tasimaktadir.

Ulkemizde etil alkol {iretim iznine sahip 9 adet iiretici firma ve bu firmalara ait

toplam 12 adet tesis bulunmaktadir. Bu firmalardan yalnizca 3 tanesi, etil alkoliin



dehidrasyonu ile elde edilen biyoetanol i¢in, Tiirkiye Enerji Piyasasi Diizenleme
Kurulu’ndan iiretim izin belgesi almistir. Biyoetanol iiretim izni alma tarihine gore
bu firmalar sirasiyla; Tarimsal Kimya Teknolojileri San. ve Tic. A.S. (Tarkim),
Tezkim Tarimsal Kimya Ins. San. ve Tic. A.S. (Tezkim) ve Konya Seker San. ve Tic.
A.S.” dir. S0z konusu bu firmalar ayni zamanda iiretmis olduklar1 biyoetanolu
piyasaya sunabilmek icin Tiitliin ve Alkol Piyasasi Diizenleme Kurulu’ndan dagitim

yetki belgesi de almiglardir.

Ulkemizde biyoetanol iiretimi ilk defa Tarkim tarafindan gerceklestirilmistir.
S6z konusu firma, 2001 yilinda Bursa’da baslatmis oldugu biyoetanol iiretim tesisi
yatirimini 2004 yilinda tamamlayarak faaliyetlerine baslamistir. Biyoetanol {iretim
stirecinde hammadde olarak bugday ve misirm kullanildigr tesisin yillik {iretim
kapasitesi yaklasik 40 milyon litre civarindadir (Tarkim, 2009). Tirkiye’de kurulan
ikinci biyoetanol tesisi ise 2007 yilinda Adana’da faaliyete gecen Tezkim firmasina
ait liretim tesisidir. Biyoetanol iiretimini agirlikla misir kullanarak gerceklestiren
Tezkim’in yillik biyoetanol iiretim kapasitesi yaklagik 35 milyon litredir (100 bin
litre/glin). Bunun yaninda, tesisin, iiretim kapasitesini yillik 40 milyon litreye
cikarabilecek altyapisi da mevcuttur (Tezkim, 2009). Tarkim ve Tezkim firmalarinin
iiretim teknolojisi, hem misir1 hem de bugdayr hammadde kullanarak biyoetanol elde
etmeye elverisli durumdadir. Bu agidan, firmalar bu tarim triinlerinin arz, talep, fiyat
ve biyoyakit doniisim verimlerini kiyaslayarak ekonomik agidan verimli olan
iirlinii biyoetanol {iretim siirecinde hammadde olarak kullanmaktadirlar. Tarkim ve
Tezkim, iilke sartlarim da goz Oniine alarak, biyoetanol tiretimlerinin neredeyse
tamamini su an i¢in misir kullanarak gerceklestirmektedirler. Biyoetanol iiretimi igin
iiretim izni alan son tesis, Konya Seker San. ve Tic. A.S.’nin Konya ilinin Cumra
ilcesinde kurmus oldugu Cumra Seker Fabrikasi’dir. 2007 yili igerisinde faaliyete
gecen ve 2008 yili Nisan ayinda almis oldugu {iretim izni ile su an i¢in iilkemizdeki
en biiylik biyoetanol {iretim tesisi olan Cumra Seker Fabrikasi, yillik 84 milyon litre
iiretim kapasitesine sahiptir (280 bin litre/giin). Tarkim ve Tezkim’den farkli bir
sekilde seker pancarinin hammadde olarak kullanildig1 tesiste, biyoetanol iiretim
slirecinde yan iiriin olarak elde edilen koyu silempenin hayvan yemi ve giibre olarak
kullanilmas1 da saglanmistir (Konya Seker, 2009). Tiirkiye Seker Fabrikalar1 A.S.’
ye baglh Eskigehir Seker Fabrikast da biyoetanol tesis yatirimlarini

tamamlamig bulunmaktadir. Yillik yaklasik 20 milyon litre iiretim kapasitesine (65



bin litre/giin) sahip olan fabrika, Cumra Seker Fabrikasi’nda oldugu gibi hammadde
olarak seker pancari kullanarak biyoetanol elde etmektedir (YDK, 2008).

Tiim bu firmalarin iiretim kapasiteleri goz oOniinde bulunduruldugunda,
iilkemizde biyoetanol i¢cin yillik yaklasik 180 milyon litrelik kurulu kapasitenin
oldugu goriilmektedir. Bu rakam gostermektedir ki, iilkemizde biyoetanoliin benzinle
yiizde 6 harmanlanmasi durumunda bile biyoetanol sektdriiniin mevcut kurulu
kapasitesi bu orani karsilamaya yeterli diizeydedir (Petder, 2009). Diger yandan, bu
giine kadar akaryakit dagitim firmalarinin benzine biyoetanol karistirilmasi
konusunda herhangi bir zorunluluklarinin bulunmamasi, biyoetanola olan ilginin son
derece diisiik olmasma yol agmistir. Uretmis oldugu {iriinii pazarlamada sorun
yasayan biyoetanol sektorii, % 10’un altinda bir {iretim kapasitesiyle ¢alismaktadir.
Ancak yapilan son diizenleme ile yillik biyoetanol miktarinin kademeli olarak
artmasi1 ka¢ciilmazdir. Bu nedenle kullanilabilir hammadde kaynaklarinin arttirilmasi

ile ilgili de caligmalar bagslatilmistir.

Biyoetanol ve biyodizel liretimi i¢in gerekli olan hammaddelere bakildiginda
oldukc¢a genis tarimsal iirlinleri kapsamina aldig1 goriilmektedir. Diinyada biyoetanol
iretiminde en fazla misir, seker pancari, seker kamisi, bugday, arpa kullanilirken,
biyodizel {iretiminde kanola, soya fasulyesi, palm yagi, aygicegi, aspir

kullanilmaktadir.

Diinyada oncelikli olan gida amacli tarimsal iiretimdir. Ancak, gida temel
ihtiya¢ maddesi olmakla birlikte artan enerji fiyatlar1 iilkeleri biyoyakit {iretimine
yonlendirmektedir. Ulkeler biyoyakit {iretimini her gegen yil artirirken, Tiirkiye bu
gelismelerden uzak kalmamalidir, gida gilivenligini sagladiktan sonra, diinyadaki
gelismeleri de takip ederek tarimsal politikalarma biyoyakit iiretimine yonelik
hedeflerini de eklemesi gerekmektedir. Kota ile engellenen seker pancari liretiminin,
kullanim alanmin biyoetanola ydnlendirilmesiyle, &zellikle I¢ Anadolu Bolgesi
ciftcileri kota sikintisini asarak rahat nefes alacaktir. Seker pancari iiretiminin yogun
olarak gerceklestirildigi bdlgelerde kurulacak biyoetanol iiretim tesisleri ile seker
pancar1 degerlendirilirken ayni zamanda bolgedeki istthdamin artirilmasma da katki

saglanacaktir (Bayraktar, 2011).



Bu giine kadar, Brezilya, Kolombiya, ABD ve Cin’de ciddi bir etanol yakit
programi olusturulmustur. Ornegin, Brezilya’da, etanol iireten kurumlarin bagimsiz
olarak karli olabilmeleri i¢in, hiikkiimet tarafindan, etanol endiistrisine ciddi yatirim

yapilmaktadir.

Fermentasyon yontemi ile iiretilen etanol sonucunda suda ¢Oziinmiis etanol
elde edilmektedir. Etanolun bir yakit olarak kullanilabilmesi i¢in suyun
uzaklagtirilmasi gerekmektedir. En eski yontem damitma yontemidir. Ancak bu
yontemle, su ve etanol karisimi azeotrop olusturdugu i¢cin, damitmanin siirdiiriilmesi
ile % 95-96’dan daha saf etanol elde edilmesi miimkiin olmamaktadir. Etanolun
benzin ile karistirilabilmesi i¢in, en az % 95.5 ile % 99.9 arasinda bir safliga ihtiyag
duyulmaktadir. Bu nedenle kullanilan en yaygin saflastirma yontemi, molekiiler elek

kullanarak fiziksel absorblama metodudur.

Gilinlimiizde yiiksek oranda saflastirilmis etanol, E10 ve E85 seklinde
adlandirilan benzin-etanol karigimlar1 halinde motorlu tasitlarda kullanilmaktadir.
Genel olarak, bir benzin karisimindaki etanol miktar1 yiikseldik¢e, standart araba
motorlar1 i¢in uygunlugu azalmaktadir. Etanol ile ¢alisan motorlar, 13 °C'nin
altindaki sicakliklarda yanmay1 arttirmak ve yanmamis etanolu en aza indirebilmek
icin, soguk ortamda calistirma sistemine ihtiya¢ duyarlar. Etanolun %10 ile % 30
arasinda bir karisimda kullanilmasi durumunda, hicbir motor tadilatina ihtiyag
duyulmamaktadir (Bullen et al., 2006). Bu nedenle, pek ¢ok yeni arag, bu oranlardaki

karisimlarda giivenle ¢aligabilirler.

Daha onceleri % 70 gibi yiiksek etanol igerigi olan yakitlarin kullanilabilmesi
icin motor tadilatna ihtiya¢ duyulmasina ragmen (Von Blottnitz et al., 2006), 1999
yilindan baslayarak, diinyada artan sayida pek ¢ok arag, tadilat gerektirmeksizin, % 0

etanoldan % 85 etanola kadar ¢alisabilecek sekilde tiretilmislerdir.

2.1.1. Biyoetanoliin Kimyasal Yapisi

Etanol, viicutta metabolize edilen tek alkoldiir. Etil alkol olarak da

isimlendirilir. Molekiiler formiili (CH3CH,OH, C;HsOH ya da C;HsO) g6z 6niine
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alindiginda, doymus bir hidrokarbon olan etanin (C;Hg) alt1 hidrojeninden birinin

yerine bir hidroksil grubunun (OH) gegmis sekli olarak tanimlanir (Sekil 2.2).

&

%)

A) B)

Sekil 2.2: A. Etanin ii¢ boyutlu gosterimi; B. Etanolun {i¢ boyutlu gosterimi.

Etanol tarih 6ncesinden bu yana kadar insanlar tarafindan, alkollii igkilerin
icerisinde sarhos edici katki maddesi olarak kullanilmistir. Kuzey Cin’de, icerisinde
kurumus etanol bulunan 9000 yil dncesinden kalma toprak kaplar, etanolun neolitik
donemde alkollii icki olarak kullanildiginin bir gdstergesidir. i1k defa, saf bir bilesik
olarak ayristirilmasi, damitma teknigini de gelistiren bir Islam kimyageri olan El-
Kindi tarafindan gerceklestirilmistir.

Etanolun suyla birleserek azeotrop olusturmasi nedeniyle, sudan damitilmasi
sonucunda, % 94 etanol iceren bir iiriin elde edilebilir. Saf etanol, 1796 yilinda
Johann Tobias Lowitz tarafindan, damitilmis etanolun mangal komiirii ile filtre
edilmesi sonucu elde edilmistir. Nicolas-Theodore de Saussure ise 1808 yilinda
etanolun kimyasal formiiliinii tespit etmistir. 1858 yilinda Archibald Scott Couper,
etanolun kimyasal formiiliinii yaymlamistir. Bu yaym, etanolu kimyasal yapilar

icerisinde duyurulmus ilk kimyasal bilesikler arasina sokmustur (Couper, 1858).

Biyoetanoliin ise kimyasal yap1 bakimindan etanoldan hicbir farki yoktur.
Aralarindaki tek fark tiretim asamasinda kullanilan teknikten gelmektedir. Kimyasal
iretimden farkli olarak, biyoetanol, canli sistemlerin katalizi sonucu organik

biyokiitlenin fermentasyonu ile tretilir.

Saf etil alkol berrak, renksiz, karakteristik kokulu bir sividir. Renksiz bir
sekilde yanmaktadir. 78,37°C (351,6 K)’de kaynamakta ve -114,3°C (158,8 K)’de


http://hidroksil.nedir.com/
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donmaktadir. Ozgiil agirhgi 20°C’ de 0,78924 g/cm®tiir. Molekiil agirhigi ise
46,06844 g/mol’ diir. 20 °C’deki buhar basinct 5,95 kPa, viskozitesi ise 1,2){10'3
Pa.s’dir. Bilesiminde % 52.18 karbon (C), % 34.78 oksijen (O) ve % 13.04
hidrojen (H) bulunur. Zayif asit 6zelligi gosterir, asitlik sabiti (pKa) 15,9°dur
(Ballinger ve Long, 1960).

Endiistriyel etil alkoliin ¢ogu denatiiredir. Yani i¢cilmemesi i¢in, i¢ine piridin
ve metanol gibi zehir etkisi yapan maddeler konmustur. Bunlarin uzaklastirilmasi
pek kolay degildir. Endiistride iretilen alkol denatiire olmasa bile saf degildir.
Ciinkii reaksiyon sonunda meydana gelen iiriin damitilirken etanol sudan tamamen
ayrilmaz. Basit damitma ile en fazla % 96°lik saflikta etanol elde edilir. Bu
kompozisyondaki sulu alkol saf bir maddeymis gibi kaynar. Bu azeotropu bozmak
icin, genellikle benzen katilir. Su-alkol-benzen t¢liisii damitildiginda, su bitinceye
kadar su-benzen-alkol karisimi 6nce ge¢gmektedir. Daha sonra da benzen bitinceye
kadar alkol-benzen karigimi gegmektedir. En son olarak da geriye saf alkol
kalmaktadir. Laboratuar Olcegindeki saflagtirmalarda, suyu uzaklastirmak

maksadiyla, kalsiyum oksit, kalsiyum ve magnezyum kullanilmaktadir.

2.1.2. Biyoetanoliin Enerjitigi

Etanol reaktiflere ve kosullara bagli olarak asetaldehite oksitlenebilir ve daha
ileri oksitlenme sonucu olusan iiriin asetik asittir (Streitweiser ve Heathcock, 1976).
Bu oksitlenme olayinm endiistriyel agidan bir 6nemi olmamakla birlikte, insan
metabolizmas1 i¢in Onemlidir. Reaksiyonu katalizleyen enzim karaciger alkol
dehidrogenaz enzimidir. Etanol oksidasyonu sonucu olusan asetik asit insan viicudu

icin 6nemli bir kaynaktir ve asetil-CoA’nin dnciil maddesidir (Sekil 2.3 A).

Etanolun tutusma sicakligi altinda oksijenle verdigi tepkime ise yanma
tepkimesi olarak adlandirilir ve etanolun yanmasi olay1 ekzotermik bir reaksiyondur
(Sekil 2.3 B). Etil alkol, ayn1 miktarda su ile karisik oldugunda bile soluk, mavimsi
bir alevle yanar. Etanolun yanma enerjisi 1 gram basina 7.09 kcal verecek sekildedir
(Streitweiser ve Heathcock, 1976). Bu reaksiyonda 1 mol etanolun yanmasi igin 3

mol oksijene ihtiya¢ vardir ve sonug olarak 2 mol karbondioksit ve 3 mol su olusur.


http://damitma.nedir.com/
http://alkol.nedir.com/
http://kalsiyum.nedir.com/
http://en.wikipedia.org/wiki/Andrew_Streitwieser
http://en.wikipedia.org/wiki/Clayton_Heathcock
http://etilalkol.nedir.com/
http://en.wikipedia.org/wiki/Andrew_Streitwieser
http://en.wikipedia.org/wiki/Clayton_Heathcock
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A) Etanol — Asetaldehit:

CoHeO _>C2H4O +2H" AG=42.7 kJ/mol

Asetaldehit — Asetik Asit:

C,H,O + .0y ——»C,H40, AG=-262.3 kJ/mol

YAG=-215.1 kJ/mol

B) Etanol — Karbondioksit ve Su:

CoH¢O + 30, —»2CO; + 3H,0 XAG=-1325.3 kJ/mol

Sekil 2.3: Etanolun yanma tepkimeleri ve reaksiyon enerjileri.

2.1.3. Biyoetanol Kullamim Alanlari

Etil alkol, biitiin alkollii igkilerde bulunmaktadir. lyi bir ¢dziicii oldugu icin,
esanslarin yapiminda, parfiimeride, boyalarin yapiminda, sirke igerisinde, eter
iiretiminde, lak yapiminda ve donmay1 geciktirici olarak kullanilmaktadir. Sicaklikla
hacim biiylimesi nispeten diizenli oldugundan, hava sicaklifini olgen
termometrelerde sivi seviyesinin rahat goriilmesi i¢in bir boya maddesi ilavesiyle
termometre s1visi olarak da kullanilmaktadir. Ayrica etanol medikal alanda da yaygin
olarak kullanilmaktadir. Islak temizleme mendillerinde ve el temizleme jellerinde,
yaklasik % 62 hacimsel konsantrasyonda, antiseptik ajan olarak yer alir. Bunlarin
yanmi sira Ozellikle metil alkol ve etilen glikol gibi ¢ok daha toksik olan alkol

zehirlenmelerinde panzehir olarak da kullanilmaktadir.

Etanol, kimya endiistrisinde bir¢cok organik bilesigin (asetaldehit, asetik asit,
etilasetat, etilkloriir ve butadien gibi) iiretiminde baslangi¢ materyalidir. Ayrica,
petroliin cok pahali oldugu bazi1 {ilkelerde, bir motor yakit1 bileseni olarak
kullanilmaktadir. Sanayide iiretilmis olan ilk arabalarin c¢aligmasinda etil alkol
kullanilmistir ve petrol krizi gibi enerji ihtiyacii karsilamanm zora girdigi
giiniimiizde de yeni {iretilen ¢evreci araglarda ge¢misteki gibi etanolun yakit olarak

kullanilmas1 miimkiin olmaktadir.


http://petrol.nedir.com/
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Onceleri, orijinal Ford Model T otomobillerde etanol 1908’e kadar yakit olarak
kullanilmugtir (DiPardo, 2007). Etanolun tekrar motorlu tasitlarda yakit ve yakit katk1
maddesi olarak kullanilmasi fikri 1920°li yillarda ortaya atilmistir. Biyoetanol,
benzin ile harmanlandiginda; donmayi engellemekte, motorun daha serin ve
enjektorlerin daha temiz kalmasini saglamaktadir. Bilindigi gibi, oktan sayis1
otomobil yakitlarinin énemli bir 6zelligidir. Etanol, yakitin siiper benzinden daha
yilksek oktan sayisina sahip olmasmi saglayarak benzine kursun bilesiklerinin
ilavesini gerektirmeyecektir (Cizelge 2.2). Ayrica biyoetanol yakitlarda oktan
artirmak amaci ile kullanilan benzen, MTBE gibi kanserojen maddelerin ¢evreci
alternatifi olarak da degerlendirilmektedir. Biyoetanol, ulastirma sektoriiniin yani
sira, 1s1 ve elektrik {iretim tesislerinde, kojenerasyon uygulamalarinda, kimyasal
madde {iretiminde de kullanilmaktadir (Grassi, 2000). Biyoetanol ve benzinin
karistirilmasi ile emisyonu azaltmak ve tam bir yanma saglamak da miimkiindiir

(Farrel, 2006).

Cizelge 2.2: Etanol ve diger bazi1 yakitlarin karsilastirilmasi (2011).

Yakat tipi MJ/L MJ/kg Oktan numarasi
Kuru Odun (% 20 nemli) ~19.5

Metanol 17.9 19.9 108.7
Etanol 21.2 26.8 108.6
E85 (% 85 EtOH - % 15 Benzin) 25.2 33.2 105
Sivilastirilmis Dogal Gaz 25.3 ~55

LPG (% 60 Propan - % 40 Biitan) 26.8 50

Ucak Yakiti 33.5 46.8 100-130
Gazol (% 90 Benzin - % 10 EtOH) 33.7 47.1 93-94
Siradan Benzin 34.8 44.4 Min. 91
Kaliteli Benzin Max. 104
Dizel 38.6 45.4 25

Mangal Kémiirii 50 23
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2.2. Etanol Uretimi

Etanol petrokimyasal olarak etilenin dogrudan hidrasyonu ile iiretilebilecegi
gibi sekerlerin fermente edilmesi sonucu mikroorganizmalarca da tiretilebilmektedir
(Mills ve Ecklund, 1987). Hangi yontemin daha ekonomik oldugu ise petrol ve seker
kaynag1 olabilecek hammaddelerin fiyatlarina bagli oldugu gibi elde edilebilinen

verime ve liretim sirasinda ortaya ¢ikan maliyete de bagli olmaktadir.

2.2.1. Sentetik Etanol Uretimi

Etanol, ilk defa 1826 yilinda, birbirlerinden bagimsiz olarak Ingiltere’de Henry
Hennel ve Fransa’da S.G. Serullas tarafindan sentetik olarak iiretilmistir. Michael
Faraday, bugiin endiistriyel etanolun sentezlenmesine benzer sekilde, 1828 yilinda

etilenin asit katalize hidrasyonu sonucu etanol elde etmistir (Hennel, 1828).

Endiistriyel amagli etanol, petrol iirlinlerinin, ¢ogunlukla etilenin, siilflirik asit
ile katalitik hidrasyonundan elde edilmektedir. Bu proses, geleneksel fermantasyon
yonteminden daha ekonomiktir. Ayni zamanda, etanol, kalsiyum karbit, komiir,
dogal gaz ve diger kaynaklardan da elde edilebilir. Fakat giiniimiizde bu fosil kokenli
baslangic maddeleri siirdiiriilebilir olmadigindan, alternatif kaynaklara ihtiyag

duyulmaktadir.

Etilenin dolayli hidrasyonu; ylzyildan uzun bir siire 6dnce baslayan en eski
sentetik etanol tretim yOntemlerden biridir. Etanol, etilenden, silfiirik asidin

kullanilmasiyla {i¢ adimli bir siire¢ sonunda elde edilmektedir (John, 1969).

[Ik adimda % 35-95 etilen iceren hidrokarbon hammadde mono- ve dietil siilfat

olusturmak tizere % 95-98’lik siilfiirik aside maruz birakilmaktadir:

CH, = CH; + H,SO4 — CH3CH,0S0O3zH

2(CH; = CH),S0O; + H,SO, ——»(CH3CH,0),S0;
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Bu karisim daha sonra % 50-60 sulu siilfiirik asit soliisyonu vermesi i¢in yeterli

miktarda su ile hidrolize edilmektedir:
CH3;CH,0SO3H + H,O —» CH3CH,0H + H,SO,4
(CH3CH20)2802 + 2H,0 —»2CH3CH,0H + H,S0,

Etanol daha sonra bir aywrici kolon yardimiyla seyreltik siilfiirik asitten
ayrilmaktadir. Siirecin son adimu siilfiirik asidi konsantre ederek tekrar ilk basamaga

hazirlamaktir.

Etilenin dogrudan hidrasyonu; 1947 yilinda ticari hale gelmistir. Bu siirecte
etilence zengin bir gaz su ile karigtirilarak sabit yatakli katalist reaktoriinden
gecirilmektedir. Bu sayede asagidaki reaksiyonun gerceklesmesiyle etanol elde
edilmektedir (Nelson ve Courter, 1954; Streitweiser ve Heathcock, 1976). Bu

asamadan sonra etanol, bir damitma sistemi icerisinde ortamdan ayrilmaktadir.
CH,; =CH; + HL O —»CH3CH,0H

Dogrudan ve dolayli etilen hidrasyonunun her ikisi de, etanol kalitesini diigiiren

yiiksek miktarda istenmeyen yan iirlinlerin olusmasia neden olmaktadir.

En yaygm etanol eldesi yontemlerinden birinde, bir katalist olan fosforik asit,
diatomize toprak ya da mangal komiirii gibi gozenekli bir yilizeye emdirilmektedir.
Bu katalist ilk defa, 1947 yilinda, genis ¢apl etanol iiretimi amaciyla, Shell Oil
Company tarafindan kullanilmistir (Lodgsdon, 1994).

Etanol eldesindeki diger bir yontem ise, asetaldehitin (CH3CHO)
indirgenmesiyle gergeklestirilmektedir. Asetilen kullanilarak elde edilen
asetaldehit, 100-130 °C sicaklikta nikel katalizorliigiinde hidrojenlenerek etanole

indirgenmektedir.

Sentetik olarak etilenden etanol iiretimi miimkiin olmasma ragmen 6zellikle
gida ve ilag sanayinde fermentasyon iiriinii alkol kullanma zorunlulugu vardir. Ciinkii
sentetik alkolde insan sagligma zararli yan iriinler, reaksiyona girmemis c¢ikis

maddeleri ve i¢erdigi safsizliklar bulunabilmektedir.


http://en.wikipedia.org/wiki/Andrew_Streitwieser
http://en.wikipedia.org/wiki/Clayton_Heathcock
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2.2.2. Biyolojik Etanol Uretimi

Etanol fermantasyonu, tizerinde en ¢ok c¢alisilan biyoteknolojik
uygulamalardan biridir. Antik devirlerde ve hatta ilk kiiltiir caglarinda bile insanlarin
dikkatini ¢ekmistir. Bu olay, ilk olarak Lavoisier’in 18. ylizyilin sonlarna dogru,
sekerin fermantasyonu sirasinda etanol ve karbondioksitin olustugunu ve Gay-
Lussac’mn (1815) ilk defa CgH12,06 = 2C,HsOH + 2CO; seklindeki fermantasyon

formiiliinii ortaya koymasiyla anlasilmaya baglanmistir.

Yukaridaki genel formiile gére 100 kg glukozdan 51.142 kg (~64.444 litre),
100 kg sakkarozdan hidrolizle olusan 2 molekiil glukozdan 53.833 kg (~67.834 litre)
ve 100 kg nisastadan 56.824 kg (~71.604 litre) % 100’ Lik etanol olustugu teorik
olarak hesaplanmistir (Giiven, 2007). Ancak, kullanilan mikroorganizmanin,
hammaddenin bilesiminin ve fermantasyon kosullarinin, fermantasyon sirasinda

olusan yan iriinlerin ¢esidi ve miktar1 {izerinde rol oynadig1 anlasilmistir.

Patatesin sahip oldugu zengin igerik sayesinde, patates isleme atik suyu
hidrolizat1 ile hazirlanmis besiyerinin, etanol tiretimi agisindan verimli olabilecek bir
kaynaktir. Her 100 g patates yumrusu 76-82 kalori icerir. Bunun yami sira patates;
protein, yag, lif, kiil, karbonhidrat ve yiiksek oranda su igermektedir.
Karbonhidratlar, toplam agirligin % 17-19°u kadardir. Patatesin karbonhidrat icerigi
cok cesitli olmakla birlikte 6nemli bir kismini glukoz, siikroz, fruktoz ve galaktoz
olusturmaktadir. Patates ayrica ¢ok c¢esitli mineralleri de (Ca, P, Fe, Na, K, Mg, Cu,
S, Cl, Mn, Zn) barindirmaktadir. Patateste bulunan vitaminler ise -karoten, tiamin,
riboflavin, niasin, vitamin C ve askorbik asittir. Patatesin amino asit kompozisyonu
(arjinin, histidin, lizin, triptofan, fenilalanin vb.) ise olduk¢a g¢esitlidir. Diger bazi
azot kaynaklar1 allantion, hipoksantin, kadaverin vb.’dir. Patates ayrica fenol oksidaz
denen bir fenolaz tasimaktadir. Bu sayede fenolleri okside etmektedir. Tiim bunlarin
yani sira patates, bircok gesit organik asidi de (oleik, linoleik, folik, palmitik vb.
asitler) biinyesinde bulundurmaktadwr. Tanninler ise siiberize olmus patates

dokusunda yiiksek miktarda bulunmaktadirlar (CSIR, 1948-1976).

Mikroorganizmalardan etanol iiretiminde, kesikli, yari-kesikli ve siirekli olmak
iizere 3 yontem kullanilmaktadir. Kesikli yontemde, fermentdér besin ortamu ile

doldurulup uygun mikroorganizmalar ile inokiile edildikten sonra, uygun kosullarda
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tutularak fermantasyon tamamlaninca fermentdr bosaltilip, temizlenmekte ve
sterilize edilerek yeni bir fermantasyon islemi i¢in hazir duruma getirilmektedir.
Kesikli yontemde, mikroorganizmalarin gelismesi, lag faz, logaritmik faz, duraklama
faz1 ve O0lme faz1 adi verilen 4 asamada izlenmektedir. Yar: kesikli yontemde,
fermantasyon ortamina yavas yavas taze besiyeri ilave edilerek olusan iiriinler belirli
araliklarla fermentdrden almmaktadir. Siirekli yontemde ise, kiiltiir kosullar1 ve
substrat konsantrasyonu sabit tutularak, mikroorganizmanin siirekli olarak logaritmik
fazda bulunmasina calisilmaktadir. Kisa araliklarla mikroorganizmanin yeni bir
besiyerine aktarilmasi ve Ote tarafta da aynm1 miktarda mikroorganizma

slispansiyonunun alinmasi ile bu kosullarin saglandig: bilinmektedir.

Karbon igeren besin maddeleri, mikroorganizmalar tarafindan hem karbon hem
de enerji kaynagi olarak kullanilmaktadir. Anaerobik mikroorganizmalar karbon
kaynagmm % 10’unu, aerobik mikroorganizmalar ise karbon kaynagmin
% 50-55’ini ¢ogalmak i¢in kullanirlar. Endiistride alkolik fermantasyonda baslangi¢
maddesi olarak saf glukoz kullanilmaz. Bunun yerine melas (seker rafinasyonu

artig1) veya nigastali iiriinler (patates, cavdar, bugday, arpa) kullanilmaktadir.

Fermentasyon teknolojisinde, daha yiiksek verim elde edilmesi, fermentasyon
isleminin daha ekonomik olmasi ve g¢evre kirliligine neden olmamasi i¢in
kullanilacak mikroorganizmalarin belli 6zelliklere sahip olmasi gerekmektedir
(Cizelge 2.3). Bu mikroorganizmalar, ¢ok sayida substrat {iizerinden alkolik
fermentasyon yapabilmeli, yiiksek oranda etanol verimi saglamali, etanol toleransi
yiiksek olmali, ortamdaki inhibitorlere karsi direngli olmali, oksijen gereksinimi
olmamali, kontaminasyondan armmis olmali, fermentasyon ortamindan kolayca
ayrilabilmeli, genetik degisiklige direncli olmali, yiiksek karbon-biyokiitle doniisiimii
saglamali, genis pH araliginda iireyebilmeli, olusturdugu son iiriinler zehirleyici
olmamaly, bitki, hayvan ve insanlar {izerinde patojen etkisinin bulunmalidir. Ayrica
bir susta istenen diger 6zellikler ise, yiiksek seker tiiketim orani ve iiretkenlige sahip
olmasi, diisiik besin maddesi gereksinimi, yiiksek tuz toleransi, 1s1 direcliligi ve spor

olusturmamasidir (Picataggio et al., 1996).

Degisik organizmalardan, etanol iiretimi i¢in yeni suslar gelistirme yOontemi
siklikla denenmektedir. Cesitli denemeler yapilmasina ragmen, tiim bu 6zelliklere

sahip olan tek bir mikroorganizma heniiz gelistirilememistir.


http://patates.nedir.com/
http://cavdar.nedir.com/
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Cizelge 2.3: Etanol iiretim siireglerinde saglanmasi gereken dnemli 6zelikler (Dien et
al., 2003).

Ozellik Gereksinim

Etanol verimi > % 90 (teorik olarak)

Etanol toleransi >40¢ I

Etanol {iretimi >lgltht

Basit biiyiime gereksinimleri Ucuz biiylime ortami formiilasyonu
Seyreltilmemis hidrolizat da biiyiiyebilme Inhibitérlere direglilik

Kiiltiir biiytime kosullarmin Asidik pH ya da yiiksek sicaklik

kontaminasyonu engellemesi

Bakteriler (Cizelge 2.4), funguslar ve mayalar (Cizelge 2.5) fermentasyon
stirecinde kullanilabilir olmasina ragmen en yaygm kullanilan mikroorganizmalar
mayalardir. Cesitli tarimsal atiklarin farkli mayalar ile etanole biyodoniisiimii
gerceklestirilmekle birlikte (Chandel et al., 2007) Saccharomyces insan sagligi igin
giivenli olarak tanimlandigindan, alkollii ickilerin {iretiminde ve ekmek yapiminda
kullanilmaktadir. Saccharomyces cerevisiae fermentasyon sivisinda en fazla % 18
konsantrasyona kadar etanol iiretebilir, bu nedenle etanol iiretiminde siklikla ilk
tercihtir. Teorik olarak 100 gram glukozdan 51.11 gram etanol ve 48.89 gram
karbondioksit elde edilebilir olarak goriilmektedir. Ancak pratikte mikroorganizma
glukoz kaynagmi biliyiime i¢in kullanilmakta ve gercek verim % 100°den daha az

olmaktadir.

Saccharomyces cerevisiae, fermentasyon igin bilinen, temel ve istenen
Ozelliklere sahiptir. Fakat esas dezavantaji sinirli substrat kullanim yelpazesine sahip
olmasi1 ozelikle de ksilozu fermente edememesidir (Cizelge 2.6). Bu durum
odunsularin fermente edilmesinde ciddi bir olumsuzluk olarak goriilmektedir. Ksiloz
fermente edebilen mikroorganizmalar Pachysolen tannophilus, Pichia stipitis,
Candida shehatae mayalar1 ve rekombinasyon uygulamalarinda siklikla kullanilan E.
coli, Klebsiella oxytocoa and Zymomonas mobilis bakterileridir (Himmel et al., 1997,
Krishnan ve ark, 1997).
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Cizelge 2.4: Etanol ireticisi bakteri tiirleri (Miyamoto, 1997; Ingram et al., 1999;
Dien et al., 2003; Matthew et al., 2005).

Etanol fermentasyonu yapan mikroorganizmalar  Litrede 180 gr seker varligindaki
etanol verimi (g/L)

Clostridium sporogenes 45-50
Clostridium idioli 85
Clostridium spenoidis 80
Clostridium soredelli 75
Zymomonas mobilis 82
Zymomonas mobilis subsps. pomaceas 75
Spirochaeta aurantia 65
Spirochaeta stenostrepta 37
Spirochaeta litoralis 42
Erwinia amylovora 50
Escherichia coli KO11 35
Escherichia coli LYO1 40-50
Leuconostoc mesentroides 40
Streptococcus lactis 44
Klebsiella oxytoca 40
Klebsiella aerogenes 24

Cizelge 2.5: Etanol {ireticisi baz1 maya tiirleri ve litrede iirettikleri etanol miktarlari.
(Janssens et al., 1983; Ghaly ve El-Taweel, 1997; Canbas, 2003; Silveira et al.,
2005).

Etanol fermentasyonu yapan mikroorganizmalar ~ Urettikleri etanol miktar1 (g/L)

Saccharomyces cerevisiae 103
Kluyveromyces fragilis 72-86
Kluyveromyces marxianus 75-80
Candida pseudotropicalis 58

Cizelge 2.6: Etanol iiretiminde kullanilan yabanil suslarin kiiltiir 6zellikleri. Ara,
arabinoz; Gal, galaktoz; Glc, glukoz; Man, mannoz; Xyl, xylose (Dien et al., 2003).

Host Ara Gal Glc Man Xyl T(°C)* pH?
Escherichia coli + + + + + 35 6.5
Klebsiella oxytoca + + + + + 30 55
Zymomonas mobilis  + - + - + 30 55

®Tek seker fermente edici kiiltiiriin biiyiime kosullari.
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En iyi yabanil etanol {ireticisi bakterinin Zymomonas mobilis oldugu, yiiksek
derisimlerdeki glukozu hem kesikli hem de siirekli fermantasyonla etanola
doniistiirebildigi agiklanmistir. Z. mobilis’in, etanolun yaninda, diisiik oranlarda
gliserin, siiksinat, laktat, asetoin ve biitandiol de tirettigi belirlenmistir (Giiven ve
Giineser, 2007). Zymomonas mobilis Gram-negatif bir mikroorganizmadir.
Homoetanol fermentasyon yolizine sahiptir ve litrede 120 grama kadar etanol
toleransina sahiptir. Saccharomyces tiirlerine kiyasla daha yiiksek etanol verimine
(fermente edilen glukoz basma % 5-10 daha fazla) ve ¢ok daha fazla etanol
iiretkenligine (2,5 kat) sahiptir (Sprenger, 1996). Ayrica, Z. mobilis insan saglig1 i¢in
uygun olmakla birlikte basit besin maddelerine gereksinim duyar. Bu avantajlarina
ragmen, etanol iireticisi olarak Z. mobilis sadece glukoz, fruktoz ve siikkrozu fermente
edebildigi i¢in tiim biyokiitle kaynaklarinin doniisiimiinde uygun degildir (Swings ve
Deley, 1977).

Fermentasyon = yapan  mikroorganizmalarm  iyilestirme  c¢aligmalari
yapilmaktadir. Genetik miihendisligi ile heksozlar kadar pentozlari da ayni anda
etanola doniistiirebilen mikroorganizmalarin gelistirilmesi etanol iiretim etkinligini
arttirabilecegi gibi tiretim maliyetlerini de diisiirebilmektedir (Sun ve Cheng, 2002).
Ayrica, mayalar (Saccharomyces and Pichia tiirleri gibi) ve bakteriler (E. coli,
Klebsiella ve Zymomonas gibi) glukoz, fruktoz ve arabinozu ayni anda fermente
edebilecek sekilde genetik olarak diizenlenmistirler (Ingram et al., 1999; Nigam,
2001). Yeni teknolojiler, biyoetanol {iretimini gelistirmesine ragmen, heniiz
aydmlatilamamig bircok problem bulunmaktadir. Temel problem recombinant
mikroorganizmalarin ticari Olgekteki fermentasyon silireci boyunca etanol {iretim

performanslarinin sabit kalmamasidir (Chan et al., 2004).

2.2.3. Fermantasyon Siirecinde Kullanilabilir Hammaddeler

Yakit tiiketiminde etanol kullaniminm yayginlagsmasindaki baslica engel,
benzin ile arasindaki fiyat farkidir. Toplam {iretim maliyetlerinin biiyiik bir boliimii
hammadde maliyeti oldugundan, ucuz hammadde se¢imi etanolun toplam {iretim
masraflarinin olduk¢a diismesini saglayacaktir (Wyman, 1996; Andersso et al.,

2006). Etanolun seliilozik hammaddeden iiretilmesine yonelik biiyiik bir ilgi vardir.
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Ancak, bu gibi diisiik maliyetli hammaddeler yiliksek maliyette 6n igleme gereksinim
duyarlar. Bu nedenle hammaddeye uygulanacak olan 6n islemin de gelistirilip daha

ucuz bir hale getirilmesi gerekmektedir.

Etanol fermentasyonunda kullanilabilir hammaddeler {i¢ kategoride
smiflandirilabilirler: Sekerli olanlar, nisasta temelliler ve seliilozik biyokiitleler
(Cizelge 2.7). Baz1 sekerler dogrudan etanol tiretiminde kullanilabilecegi gibi, diger
bazilar1 fermentasyon siirecinde kullanilacak mikroorganizmanin tiiriine gore 6n

islem gerektirebilmektedir.

Cizelge 2.7: Etanolun fermentatif iiretimi i¢in baslica kaynaklar.

Sekerler Nisastali iirtinler Seliilozik tiriinler

Seker kamis1 Tahillar Odun

Seker pancari Patates Tarimsal atiklar

Melas Kokli sebzeler Kentsel atiklar

Meyveler Atik kagitlar
Tahil atiklar1

Hammadde seg¢imini etkileyen faktorler sunlardir (Cowling ve Kirk, 1976):
* Ucuz ve bir y1l boyunca ulasilabilecek tutarli kalitede olmali,
* Tasima ve depolama maliyetleri uygun olmali,
* Sterilizasyonu kolay olmali ve denaturasyon problemine yol agmamali,
* Olusan iiriiniin kalitesi ve tirlin doniisiim oran yiiksek olmali,
» Safsizliklarin miktar1 ve ¢esidi miimkiin oldugunca az olmali,
* Genel olarak saglikli olmali ve giivenlik sorunu yaratmamalidir.

Etanol liretim maliyeti, kullanilan hammaddenin maliyetine ve isletme dlgegine
bagimhdir. Lignoseliilozik ¢ok yillik otsu bitkiler, yiiksek verimleri, ucuzlugu,
verimsiz arazilere uygun olmalari nedeniyle umut vaat edici hammadde

kaynaklaridir.
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2.2.3.1.Sekerli Materyaller

Fermentasyon siireci, karbon kaynagi olarak fermente edilebilir sekerlerin
kullanilmas1 ve bu sayede mikroorganizmalarin katalizi sonucu etanol ve diger yan
iriinlerin elde edilmesine dayanmaktadir. Bu mikroorganizmalar tipik olarak 6-
karbonlu sekerleri -6zellikle de glukozu- kullanabilirler. Bu nedenle, glukozu veya
glukoz Onciilerini  yiiksek oranda igeren biyokiitle materyalinin etanole
doniistiiriilmesi, en kolay siiregtir. Boyle hammadde 6rneklerinden biri seker kamist
(melas)’dir. Sekerler (sakkaritler) agisindan zengin baska bir hammadde ise seker
pancari, tatli manyok ve bazi meyvelerdir. Ancak tiim bu kaynaklar, ayn1 zamanda
insanin besin zincirinin 6geleri oldugundan etanol tiretimi amaciyla kullanilmalar:
cok pahalidir. Gida maddeleri yerine onlarin isleme atiklarinin etanol iiretimi igin

kullanilmasi ise, olduk¢a umut vaat edici bir potansiyele sahiptir.

Yaygin olarak kullanilan diger seker kaynaklarindan birisi de sakkaroz bazli,
yenilenebilir, dogal ve bol miktarda bulunan melastir. Melas, seker iiretiminde
suruplardan kristal seker alindiktan sonra geriye kalan ana suruptur. Melasm % 45-
50’sin1 toplam seker (sakkaroz) olusturur. Ancak, etanol iiretiminde kullanilan
melasta bulunan ve mikroorganizma gelisimi i¢in gerekli olan metal iyonlarinin
(Na", zZn™ , Mn"™) ortamda gereginden fazla bulunmasi, zaman zaman

mikroorganizma tizerinde toksik etki yaratmaktadir (Soares et al., 2003).

2.2.3.2. Lignoseliilozik Materyaller

Lignoseliilozik materyaller, giines enerjisi ile karbondioksitin fotosentetik
reaksiyonu sonucu, siirekli yenilenen ve bol miktarda bulunan karbon kaynaklaridir
(Parikka, 2004). Bu materyaller enerji, gida ve kimyasallarin iretimi igin gelecek
vaat eden hammaddelerdir (Solomon et al., 1999; Kim ve Dale, 2004). Ciinkii
tarimsal atiklarin, hatta tiim lignoseliilozik materyallerin, 6rnegin etanol, sirke ve tek
hiicre proteini gibi, ticari ilgi odag: {irlinlere doniisiimii gergeklestirilebilir (Hood,
2004; Das ve Singh, 2004).

Lignoseliilozik materyaller ¢esitli oranlardaki {ic ana polimerik bilesikten

olusmuslardir; bunlar seliiloz, hemiseliiloz ve lignindir (Lynd et al., 2005) (Cizelge
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2.8). Seliilozik biyokiitlenin kuru agirliginin ortalama % 45’1 selilloz, % 30’u
hemiseliilloz ve % 25’1 lignindir. Fermentasyon icin genellikle seliilozik biyokiitle
seyreltik siilflirik asitle muamele edilerek sekerleri iceren bir likor yapilmaktadir. Bu
sekilde, icindeki sekerlerin ortaya ¢ikmasi ve biyoetanol {iretimi i¢in daha iyi bir
verim elde edilmesi saglanmaktadir. Seliilloz, glukoz monomerlerinden olusmaktadir.
Hemiseliiloz ise sekerlerin heterojen zincirlerinden olusmaktadir. Hemiseliilozdan
elde edilen likoriin seker kompozisyonu, % 13 glukoz, % 62 ksiloz, % 11 arabinoz ve
esit miktarda sellobioz, galaktoz ve mannozdur (Mohagheghi et al., 2006). Ligninin
hidrolizinden meydana gelen lignol ise fermente edilemez. Glukoz, genellikle
mikroorganizmalar igin tercih edilen karbon kaynagidir. Diger sekerler ise daha
yavas¢a fermente edilmektedir. Ayrica bir¢ok mikroorganizma, ksiloz ve arabinoz
gibi  pentoz sekerleri fermente edemez. Lignoseliilozik  materyallerin
biyodoniisiimleri son yillarda biiyiik ilgi ¢ekmektedir (Ragauskas et al., 2006).
Kiiresel bitki biyokiitlesi iiretiminin % 901 lignoseliilozdur ve yaklasik 200x10°
ton/y1l ile potansiyel olarak erigilebilir birincil biyokiitledir (Berndesa et al., 2003).

Cizelge 2.8: Tarimsal ve lignoseliilozik atiklarin kompozisyonlar1 (% w/w) (Cheung
ve Anderson, 1997; Boopathy et al., 1998; Dewes ve Hunsche, 1998).

Substratlar Seliiloz Hemiseliiloz Lignin
Kiispe 33 30 29
Arpa samani 40 20 15
Misir kocani 42 39 14
Misir sap1 35 15 19
Yulaf saman 41 16 11
Cam 41 10 27
Pirin¢ samani 32 24 13
Piring kabugu 36 15 19
Manyok samani 33 18 15
Bugday samani 30 24 18
Sert aga¢ govdesi 40-55 34-40 18-25
Otsu bitki gdvdesi 45-50 25-35 25-35
Cimenler 25-40 35-50 10-30
Atik kagit 85-99 0 0-15
Gazete 40-55 25-40 18-30
Kat1 sigir giibresi 1.6-4.7 1.4-3.3 2.7-5.7

Dalli dan 45 314 12.0
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Glinlimiizdeki ¢aligmalar genellikle dogal, ucuz ve bol olarak bulunan bir
polimer olan lignoseliiloz igeren atiklardan etanol iiretimi {izerine yogunlagmistir.
Bununla birlikte atiklarda en Onemli nokta tiim karbonhidrat bilesiklerinin
kullanilmas1 ve sonugta yiiksek verimde glukoz ve hemiseliilozik sekerlerin elde
edilmesidir.

D-ksiloz dogada en ¢ok rastlanan pentoz sekerlerinden birisidir. Sert odunlar
ve tarimsal atiklarin sahip oldugu hemisellilloz sekerler arasinda en 6nemli olanidir
ve bazi bitkilerin kuru biyokiitle agirliginin % 25’ine kadar ulasmaktadir (Kadam ve
Newman, 1997). Bitki dokularinda D-ksiloz genellikle ksilan formunda bulunur ve
kimyasal veya enzimatik islemlerle lignin kismindan kolaylikla ayrilarak monomerik
birimlerine doniigebilir. D-ksilozun dogada bulunurlugu ve saflagtirilmasindaki
kolaylik, ona diger yararli kimyasallarm {iiretiminde kullanilmasinda onemli bir
potansiyel kazandirmaktadir. D-ksilozu etanole ¢evirebilen mayalarm daha onceleri
atik olarak goriilen hemiselliiloz hidrolizatlarinin etanol iiretiminde kullanilmasini
saglamistir (Maleszka et al., 1982; Slilinger et al., 1982; Gong et al., 1983; Schneider
et al., 1983; Delgenes et al., 1996).

2.2.3.3. Nisastali Materyaller

Diger bir etanol hammaddesi potansiyelindeki bitkisel materyal ise nisastadir.
Nisasta molekiilleri uzun zincirli glukoz monomerlerinden olusmustur. Etanol
iiretimi i¢in diinyada yaygin olarak kullanilan nigastali hammaddelere 6rnek olarak
tahillar, patates, tath patates ve manyok verilebilir. Etanol iiretiminde kullanilan

baslica tahil ¢esitleri ise manyok, dari, arpa ve bugdaydir.

Nigastali hammaddeler fermente edilebilir sekerlerin arasindaki baglarin
kirilmasi i¢in hidrolizleme islemine gereksinim duymaktadirlar (sakkarafikasyon)
(Sekil 2.4). Nisastanin su ile bulama¢ haline getirilmesi ardindan 1sitilip
karigtirilmasi ile hidroliz siireci baslamaktadir. Nisasta hidrolizinde kullanilan 6zgiil
enzim olan amilaz 1sitma siirecinin degisik evrelerinde sekerler arasindaki kimyasal

bag1 kirmaktadir.
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Sekil 2.4: Degisik hammaddelerden biyoetanol iretiminin asamalart (Anonim,
2010).

Toplam etanol {iretim maliyetinin % 50’sinden fazlasint hammadde masraflar1
olusturdugu i¢in, giinlimiizde ucuz ve bol bulunabilen hammadde kaynaklarindan
daha verimli alkol elde edilmesine yonelik gabalar artarak devam etmektedir. Degisik
formlarda biyokiitle kaynagi olmakla birlikte, seliillozik biyokiitle diinyada bol ve
yaygm bi¢imde bulunmaktadir. Tarmm atiklari, kentsel kati atiklar, kagit hamuru
atiklari, dalli dar1, kesilmis ¢imenler ve diger bahge atiklar1 (Cizelge 2.9) bu amagla
kullanilabilecek lignoseliilozik maddelerdendir (Pasha et al.; 2007).

Mevcut teknoloji ile 1 litre biyoetanol i¢in 2.5 kg bugday kullanilmasi
gerekmektedir. Bu nedenle biyoetanol iiretiminin artirilabilmesi igin hammadde
iretim miktarlarmin artirilmast gerekmektedir. Diinya etanol iiretiminin biyiik
boliimii misir, seker kamigi ya da seker pancar1 kokenli sekerden elde edilmekle
birlikte, etanol iiretiminde kullanilan tarim frilinleri, iilkeler arasinda farklilik
gosterebilmektedir. Ornegin, Brezilya'da seker kamis1 kullanilirken, ABD'de musir,
Cin'de misir ve bugday, Hindistan'da seker kamisi, Fransa'da seker pancari, misir ve

bugday, Tayland'da ise kasava ve piring kullanilmaktadir.
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Cizelge 2.9: Etanol iiretiminde kullanilabilir substratlar ve igerikleri (Giiven ve
Gtineser, 2007).

Karbonhidrat Hammadde Hidroliz Uriinleri
Seliiloz Tarimsal atiklar Glukoz

Sehirsel atiklar Mannoz

Odun Galaktoz

Odun atiklar1 Arabinoz, ksiloz
Laktoz Peynir alt1 suyu Glukoz

Kesik siit Galaktoz
Nisasta Kasava Glukoz

Misir Maltoz

Patates Dekstrin

Sago
Sakkaroz Seker pancari Glukoz

Seker kamist Fruktoz

Melas

Etanol fermentasyonunda, Amerika Birlesik Devletleri gibi bazi iilkeler
hammadde olarak c¢ogunlukla nisastali tarim driinleri ve seliilozlu artiklardan
yararlanirken iilkemizde bu amagla genellikle melas ve kuru iiziim kullanilmaktadir.
Bunlarin disinda pancar, siilfit surubu ve cesitli meyveler de alkol iiretiminde
kullanilabilen 6nemli hammaddeler arasinda yer almaktadir. Endiistriyel etanol
iiretimi agisidan pancar ve kamis melaslarinin bol bulunmasi ve ucuz hammaddeler
olmalar1 nedeniyle daha avantajli oldugu ve bu nedenle yaygin olarak kullanildig:

bildirilmistir (Giiven, 2007).

Gida olarak tiiketilen tarimsal biyokiitlelerin yan1 sira, biyoetanol iiretimi i¢in
degisik kaynaklar da kullanilabilir; ¢opler, sehir atiklari, kullanilmis kagitlar,
tarimsal ve orman atiklar1 gibi kaynaklar 6rnek verilebilir. Bunlar arasinda tarimsal
atiklar miktar ve ucuzluk agisindan giiniimiizde {lizerinde en ¢ok ¢aligma yapilan

biyolojik kaynaklardir.

2.2.4. Rekombinant Soylar 1ile Biyoetanol Uretiminin

Arttirillmasi

Biyoetanol iiretimi icin, tarimsal biyokiitlenin icerdigi sekerlerin karigimini

fermente edebilen bir mikroorganizma gereklidir. Mikroorganizmalar arasinda E. coli
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genis spektrumlu sekerleri metabolize edebilmesine ragmen, diger sekerlere gore
glukozu tercih etmektedir. Etanol tiretiminde, E.coli’nin metabolik miihendisligi igin
cabalar, etanol tiretimi i¢in karbon kaybina neden olan dogal fermentasyon yolizlerinin
susturulmasi yoniindedir. BoOyle yolizlerinden birinde piruvat laktata, laktat
dehidrogenaz enzimi vasitasiyla ¢evirilmektedir. Bir ¢aligmada, E.coli NZN111 susu,
Idh (laktat dehidrogenaz) ve pfl (piruvat format liyaz) genlerinin igine homolog
rekombinasyonla antibiyotik direng genlerinin eklenerek susturulmasi ile elde
edilmistir (Dien et al., 2000). Bu sus, glikolizisten olusan NADH dengesi igin,
piruvattan NAD"yi elde edemedigi ve bunun sonucu olarak da anaerobik iiremeyi
siirdiiremedigi  gorilmiistir (Sekil 2.5). Anaerobik olarak NZNI111 susu’nun
iireyebilmesi, bu susun lac promotorunun kontrol ettigi Z. mobilis’e ait etanol tiretimi
icin gerekli pdc (piruvat dekarboksilaz) ve adhb (alkol dehidrogenaz I1) genlerini
tasiyan pLOI297 plazmidi ile transformasyonu sonucu saglanmistir. E. coli
NZN111:pLOI297 susu FBRS susu olarak ifade edilmistir (Dien et al., 2000).

1,2 Glukoz

[MADH+H*] #— [MADH+H]

Laktik asit %Firuva‘c —PAG, psetaldehit —2900 g Eranol

T +C0;
[MADH+H] k

Asetil oA — Format —— CO.+ H:

.

Asetaldehit Asetil —P

[Nﬂnﬁ::l l

Etanaol Azetat

Sekil 2.5. E. coli’de glukozdan etanol {iretimi.

Lignoseliillozik  materyallerden  etanol {iretiminin  ticari  boyutlarda
stirdiiriilmesindeki en biiyiik teknik engel hidrolizatta yer alan pentoz sekerlerin

siklikla yabanil mikroorganizmalarca (6rnegin Saccharomyces cerevisiae ve
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Zymomonas mobilis) fermente edilerek etanole donistiiriilememesidir. Gegtigimiz
birka¢ yilda, arastirmacilar etkin bir sekilde pentoz sekerleri fermente edebilen,
boylelikle biyokiitleden etanol iiretebilecek rekombinant bakteri ve mayalari
gelistirmek i¢in ¢alismaktadirlar (Bothast et al., 1996; McMillan, 1996). Gelistirilen
bu mikroorganizmalarin en Onemlilerinden biri karigik sekerler {izerinde etanol
fermentasyonu yapabilen Escherichia coli KO11 etanolojenik susudur (Ohta, et al.,
1991). Bu sus glukoz, ksiloz ve arabinozu iyi bir verim ve iiretkenlik ile etanole
doniistirebilmektedir (Hahn-Hagerdal et al., 1994). Ayrica hidrolizatta bulunan
inhibitorlere toleransi da yiiksektir (Dien et al., 1996). Tiim bunlarin yaninda biiyiik
hacimli fermentdr (kesikli ya da siirekli) kosullarinda fenotipik olarak kararsiz
olmas1 bu susun dezavantaji olarak 6ne ¢ikmaktadir (Lawford et al., 1995; Lawford
et al., 1996).

2.3. Bakteriyel Hemoglobin

Uzun yillar sadece Okaryotik organizmalara ait oldugu diisiiniilen oksijen
baglama ve tasima 6zelligindeki hemoglobin ve miyoglobin gibi proteinlerin ilk defa
1986 yilinda Webster ve arkadaslarimin yaptigi bir ¢alisma sonucunda prokaryotik
organizmalarda da oldugu gosterilmistir (Wakabayashi et al., 1986). Bu ¢alismadan
once, acrobik solunumda yer alan bu protein, sitokrom o-terminal oksidaz olarak
isimlendirilmis fakat daha sonra periplazmik bolgede eriyik halde bulunmasi ayrica,
okaryokit hemoglobinler ile spektral yapisi, oksijen baglama kinetigi ve aminoasit
dizilimindeki % 25’¢ varan benzerlik ile hemoglobin oldugu kanitlanmistir
(Wakabayashi et al., 1986). Daha sonraki ¢aligmalarda ise bu protein “bakteriyel

hemoglobin” ya da “Vitreoscilla hemoglobini” olarak anilmustir.

Vitreoscilla hemoglobini (VHD) ilk kesfedilen hemoglobin olmasinin yani sira
karakterizasyonu en iyi yapilmis bakteriyel hemoglobindir. Bu protein, mor
fotosentetik bir bakteri olan Vitreoscilla tarafindan dogal olarak sentezlenmektedir.
Vitreoscilla Gram-negatif, zorunlu aerob bir bakteri olmasina ragmen, hipoksik
kosullardaki yasama adapte olmustur (Cizelge 2.10) (Pringsheim, 1951). Yapilan

caligmalarda, atmosferik oksijen seviyesindeki bir ortamdan hipoksik ortama alinan
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Vitreoscilla ve vgb (Vitreoscilla hemoglobin geni) tasiyan E. coli hiicrelerindeki

VHD ekspresyonunun 50 kat arttig1 belirlenmistir (Khosla ve Bailey, 1988).

Vitreoscilla’da hemoglobin geninin tek bir kopya halinde bulundugu, regiilator
ve kodlama yapmayan bdlgelerinin ise 600 baz cifti uzunlugunda oldugu yapilan
calismalar ile gosterilmistir (Khosla ve Bailey, 1988). VHb sitoplazmik ve
periplazmik bolgede yogunlasan, homodimer (iki 6zdes alt {inite) yapisi gosteren bir
proteindir ve her bir alt iinite 146 aminoasitten olusmustur (Wakabayashi et al.,
1986). Her alt iinite bir adet hem grubu (Fez+) icermektedir. Hem grubundaki demir
Skaryotik hemoglobinlerde oldugu gibi ferrus (Fe**) ve ferrik (Fe**) olmak iizere iki
farkli formda bulunabilmektedir. Bu iki formdan sadece ferrus (Fe?*) oksijen
baglama yetkinligindedir (Kroneck et al., 1991).

Cizelge 2.10: Vitreoscilla’nin taksonomik konumu (Woese et al., 1984).

Domain Bacteria

Sube Proteobakteria
Smf Betaproteobacteria
Ordo Neisseriales

Aile Neisseriaceae
Grup Chromobacterium
Cins Vitreoscilla

Evrimsel olarak biitiin hemoglobinlerde, hem demirine bagli proksimal histidin
(F8) ve distal histidin (E7) korunmustur. Ancak VHb’de distal hem cebinde distal
histidin yerine glutamin yer alir. Kristal yap1 ¢aligmalarinda (Sekil 2.6) bu glutaminin
hem cebinin diginda yer aldigi ve bu distal hem cebinin igerisinde bagli oksijeni
stabilize edemedigi goriilmistiir (Lee et al., 2004). Bu da VHb’nin oksijen baglama
sabitesinin (Kon) 6teki hemoglobinler ile benzer olmasina ragmen, oksijen ayrigtirma
sabitesinin (Kofr) diger hemoglobinlerden ¢ok daha yiiksek olmasia neden olmustur
(Cizelge 2.11).
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A-helix

Sekil 2.6: VHb’nin kristal yapis1 (Lee et al., 2004).

Cizelge 2.11: VHb ve diger hemoglobin molekiillerinin oksijenle reaksiyonlarinda
kinetik ve denge sabitlerinin karsilastiriimasi, Kon (uM™ s, Kot (s™).

Protein Kon Kosf Ko (nM)
Balina miyoglobini 19 10 526
Vitreoscilla hemoglobini (VHb) 78 5600 6000
Soya fasiilyesi Leg hemoglobin a 120 5.6 47
Cavdar hemoglobini 9.5 0.027 2.86
Arabidopsis AHb1 75 0.12 1.6
Arabidopsis AHb2 1.07 0.14 130

VHb protohem IX igerir ve oksijen ile geri doniisiimlii bir bicimde baglanir.
VHb, karbon monoksit (CO) ile indirgendiginde, sitokrom 0 ’ya benzer bir sekilde 419
ile 439 nm araliginda absorbsiyon gosterir. Kimyasal olarak ise, ditiyonit (NazS,04)

ile indirgenir ve 416 ile 430 nm araliginda absorbsiyon piki verir (Sekil 2.7).

Vgb oksijenle diizenlenmekte, mikroaerofilik sartlarda maksimum derecede
uyarilmakta ve VHb’nin hiicre i¢i konsantrasyonu 40-50 kat yiikselmektedir (Dikshit
ve Webster, 1988; Chen et al., 1994; Geckil et al., 2004). Ozellikle diisiik oksijen
iceren ortamlarda, VHb’nin ortamdaki oksijen degisimlerine kars1 bir tampon gorevi
gorerek hiicrelerin metabolik aktivitelerini diizenledigi, onlarm biiylime ve
cogalmasinda dnemli bir rol oynadig1 rapor edilmistir (Wei et al., 1998; Geckil et al.,
2001).
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Sekil 2.7: E. coli FBR5 (A) ve vgb igeren E. coli TS4 (B) suslarma ait hiicre
homojenatlarinda VHb’nin ditiyonit ile indirgenmesi. A. Hemoglobin igermeyen
FBRS susunda ditiyonit indirgenmesi sonucu absorbsiyon piki olugsmamasi, B. TS4
susunda VHb’nin ditiyonit indirgenmesi sonucu olusan absorbsiyon piki.

Vgb promotor-operatdr bolge ve hemoglobini kodlayan bdlge ile toplam 648
niikleotidden olusmaktadir. Genin promotoru (Pyg) oksijene duyarli bir promotordur.
Promotorun oksijene duyarhlig: lizerinde tasidigi ve global diizenleyici proteinlere,
yani Fnr ve ArcA ve OxyR proteinlerine 6zgii dizilerden kaynaklanir (Sekil 2.8). E.
coli’de vgb promotoru mikroaerobik kosullar altinda (% 2 den daha az ¢6ziinmiis

oksijen seviyelerinde) maksimum diizeyde indiiklenirken (Kroneck et al., 1991). E.
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aerogenes’de ayni sartlar altinda boyle bir indiiklenme olmadigi belirlenmistir (Hart et
al., 1994). Bu da E. coli ve E. aerogenes gibi iki birbirine yakin enterik bakteride bu
genin farkli diizenlendigini ve farkli diizenleyici mekanizmalarin kullanildigini ifade
etmektedir. Ayrica Fnr bakimindan mutant E. coli hiicrelerinin mikroaerobik kosullar
altinda vgb promotorunu aktive edemedikleri belirlenmistir (Dikshit et al., 1992).
Diger ¢alismalarda da vgb’nin oksijene duyarli promotor aktivitesinin oldugunu ve
genin proteinin, yani VHb’nin, ifadesinin Fnr tarafindan saglandigi gosterilmistir

(Kiley ve Reznikoff 1991).

CGCTGGGGE TTAAAMAGTATTTGAGTTITGA
OxyR Fnr
TGTGGATTAAGTITTAAGAGGCAATAAAGATTATAATAA

kR EEEh ki ey

Fnr/ CRP/! Arch Fnr Pribnow

GTGCTGCTACACCATACTGATGTATGGCAAAACCATAAT
+1 inverted repeat

Sekil 2.8: vgb promotor bolgesi. Yildizla isaretlenmis bolgeler OxyR, alt1 ¢izili bolgeler Fnr
baglanma bolgeleri (Yang et al., 2005).

Bakterilerdeki ve diger organizmalardaki aerobik solunum metabolizmasi
oksijenin suya dontisiimii ile sonuglanir. Ancak, oksijenin indirgenmesi bir, iki veya
¢ elektronun stiperoksite (O,"), hidrojen peroksite (H.O,) ve hidroksil radikaline
(OH) donistimi iledir. E. coli’ de bu oksidanlar oncelikle solunum zinciri
bilesenlerinin otooksidasyonundan ortaya ¢ikar (Messner ve Imlay, 1999).
Radyasyon, 151k, metaller ve oksidatif strese sebep olan bircok etken bu reaktif
oksijen tiirlerinin olusmasma neden olabilirler. Mikroorganizmalarda oksijen
duyarliliginin mekanizmasini agiklayan bircok model ortaya konmustur. Siiperoksit
radikalleri ve H,O, s1v1 soliisyonlarda orta derecede reaktiflerdir. Ancak her ikisi de
cok yiiksek derecede reaktif olan ‘OH radikallerinin olusumuna Fenton (H2O; + Fe
—Fe* + OH + OH") ve Haber-Weiss (H,0; + O, -0, + ‘OH + OH") reaksiyonlar1

ile neden olurlar. E. coli’nin de dahil oldugu bir ¢ok bakteri sirasiyla O, ve H20’i
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elimine eden siiperoksit dismutaz ve katalaz enzimlerine sahiptir. Bu enzimler, bu
reaktif oksijen tiirlerinin metal iyonlar: ile reaksiyona girip ‘'OH {iiretmelerine engel
olurlar (McCormick et al., 1998). Bakteri hiicrelerinin bu radikallerin {iretimi
vasitasiyla 6lmeleri beklenir. Ciinkii stresten sonra kontrolsiiz metabolik aktiviteye
sahip olurlar. Bu reaktif oksijen tiirlerinin i¢sel olusumunun DNA’ya, proteinlere ve

lipidlere (Aldsworth et al., 1999) zarar verdigi bilinmektedir.

OxyR; Lys R tip DNA baglayan proteinlerdendir. Kendi ekpresyonu i¢in
negatif, hedef genler i¢cin pozitif regiilasyonu vardir. Hidrojen peroksit ya da S-
nitrosotiollere cevapta, OxyR transkripsiyon faktorii, hiicreyi oksidatif strese ve
nitrosatif strese karst koruyan bir¢ok genin ekspresyonunu indiiklemektedir. Bu
nedenle, OxyR mutant E. coli bakterilerinin H,O,’e olduk¢a duyarl olduklari rapor
edilmistir (Storz ve Tartaglia, 1992).

VHb diger tek hiicreli hemoglobinlerdeki homologlarindan daha biiyiik
kimyasal reaktiviteye sahiptir. Bu 0Ozellik, redoks reaksiyonlarimmi katalizleme ve
hiicrenin oksidatif strese karsi koruyucu fonksiyonlari ile iligkili olabilmektedir (Frey
ve Kallio, 2003; Kaur et al., 2002). VHb’nin oksijen depolama ve tasima
fonksiyonlar1 yaninda detoksifikasyon fonksiyonu da vardir (Minning et al., 1999).
Yapilan bir arastirmada oksidatif stres kosullarinda (disaridan H,O, ilavesiyle) vgb
iceren rekombinant Enterobacter aerogenes bakterisinin yabanil tipe oranla ¢ok daha

fazla iireyebilme 6zelligine sahip oldugu gosterilmistir (Geckil ve ark., 2003).

VHb proteininin endiistriyel kullanimi i¢in arastirmalar heniiz yenidir. Bugiine
kadar aktarilmis oldugu tiim hiicrelere (bakteriler, funguslar ve bitkiler) yiiksek
oksijen alimm kabiliyeti kazandirmasi ve onlarin biiyime ve c¢ogalma
karakteristiklerini arttirmast bu proteinin oksijen gerektiren bir¢ok biyoproseste
potansiyel kullanim alani bulacagini1 gostermektedir (Khosravi et al., 1990; Farres ve
Kallio, 2002; Geckil et al., 2004). Bu baglamda, iiretimleri belirli konsantrasyonda
oksijen gerektiren bir takim metabolitlerin (biitandiol, asetoin ve etanol gibi) ve
ikincil metabolitin (antibiyotik) VHb ekspresyonu yapan bakterilerde, yabanil
soylara gore 6nemli derecede fazla oldugu saptanmistir (Geckil et al.; 2004). Baska
bir ¢aligmada ise VHb’nin bazi mikroorganizmalarda DNT (dinitrotoluen) gibi
aromatik bilesiklerin biyolojik olarak yikiminda oksijen gerekli olan basamaklara

oksijen saglayarak yikimi hizlandirdig1 belirlenmistir (Nasr et al., 2001).
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2.4. Biyoetanol Uretiminde Bakteriyel Hemoglobinin Rolii

Dogal olarak bulundugu organizmada ve vgb’nin aktarildigi rekombinant
suglarda VHb’nin mikroaerobik kosullarda oksijen bagladigi ve bunu solunum
zincirindeki terminal oksidazlara aktardigi bilinmektedir. Boylece, oksijen smirlt
oldugunda aerobik biiyiimeye olanak saglar (Webster 1987; Ramandeep et al., 2001;
Park et al., 2002). VHb’nin konak organizmadaki ekspresyonunun bazi durumlarda
oksijenaz aktivitesini arttirdigi gosterilmistir (Lin et al., 2003). Ayrica VHb
bakteriyal transkripsiyon faktorlerini de etkilemektedir (Anand et al., 2010). VHb
ekspresyonunun, Escherichia coli’de yiizlerce genin ekspresyonunu pozitif ya da
negatif yonde etkiledigi gosterilmistir (Roos et al., 2004). Yapilan ¢alismalarda vgh
klonlanan bakterilerde biiylime, cesitli metabolit {iretme Ozelliklerinin ve aromatik

bilesiklerin yikim oraninin arttirildigi goriilmektedir (Nasr et al., 2001).

Onceki ¢alismalarda, VHb eksprese eden Serratia marcescens’ de % 2 kazein
hidrolizat igeren ortamda asetoin ve 2.3 butandiol tiretimi artmustir (Wei et al.; 1998).
Ayrica, VHb eksprese eden E. aerogenes’de % 2 glukoz igeren besiyerinde asetoin ve
2.3 butandiol tiretiminin arttig1 gosterilmistir (Geckil et al.; 2004). Bir diger ¢alismada,
VHb S. cerevisiae’de eksprese edilmis ve % 0.1 glukoz igeren besiyerinde, VHb

eksprese etmeyene gore artmis etanol liretimi belirlenmistir (Chen et al.; 1994).

Son zamanlarda yapilan baska bir calismada, S. cerevisiae’ de, VHb
ekspresyonu, % 5 ksiloz i¢eren sentetik medyada etanol iiretim etkinligini arttirmistir
(Ruohonen et al.; 2006). Hem maya hem de E. coli’ de, ksiloz, pentoz fosfat yolizi ile
etanole doniismektedir. Yabanil tip mayada, ksilozun pentoz fosfat yolizine girmesinin
hazirlanmasi i¢in, ksilozu ksiluloza indirgeyici ve oksitleyici olan ksiloz rediiktaz ve
ksilitol dehidrogenaz enzimleri gerekmektedir. Once ksiloz ksilitole NAD(P)H >
NAD(P)* kofaktdriine sahip ksiloz rediiktaz tarafindan indirgenmektedir ve sonra
ksilitol NAD" = NADH kofaktériine sahip ksilitol dehidrogenaz tarafindan ksiluloza
oksitlenmektedir. Saccharomyces cerevisiae’de etkisiz ksiloz metabolizmasinin bir
kismi ksilozun indirgenmesi (ki NAD(P)" birikimine sebep olur) ve ksilitoliin
oksidasyonu (ki bu da NADH’mn birkimine sebep olur) arasindaki dengesizlikten ileri

gelmektedir. Bu dengesizligin sebeplerinden biri, diisiik oksijenli kosullarm, NAD"
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nin rejenerasyonunu smirlarken, ksilitolii biriktirmesidir. VHb ekpresyonu, ksilitol
tretimini % 40 kadar azaltabilir ve etanol tiretimini % 30 kadar arttirabilir (Ruohonen
et al., 2006). Bu sonucun birincil agiklamasi, VHb’nin NADH’m okside formuna
(NAD") déniisiimiinii kolaylastirmasi, boylece ksilozu ksilitol ara iiriiniinden ksiluloza
yonlendirmesi ve pentoz fosfat yolizine ksilozun girisine kolaylik saglamasi olarak
aciklanmistir. Yabanil tip mayanin tersine, E. coli ksilozu, ksiluloza bir adimda ksiloz
izomeraz enzimi ile ¢evirmektedir. Bunun sonucunda, E. coli’ de pentoz fosfat yol izi
icin ksiloz hazirlanmasi bir redoks kofaktor dengesizligine sahip degildir ve ksilitol bir

ara iirlin degildir (Sekil 2.9).

E. coli S. cerevisiae

D-ksiloz D-ksiloz

\ ‘(éNAD(P)H

NAD(P)"
Ksilitol

NADH

D-ksiluloz

D-ksiluloz-5-p ——» Pentoz Fosfat Yolizi

Sekil 2.9: E. coli ve S. cerevisiae’de ksilozdan etanol tiretimi.

2.5. Tezin Amaci

Diinya atmosferinde CO; ve diger sera gazlarmin konsantrasyonlarindaki artis
ile mevsim degisikliklerinin meydana gelmesi arasmnda dogrudan bir iligki
bulunmaktadir. Bu nedenle biyoatiklar, biyoteknolojiye ¢evre kirliliginin azaltilmasi
acisindan 1yi bir olanak sunmaktadirlar. Biyoetanol, c¢esitli biyokiitlelerden
iiretilebilen bir iirlindiir. Etanol veya etil alkol temiz renksiz bir sivi olup, biyolojik
olarak bozunur ve gevre acgisindan bir tehdit olusturmaz. Biyoetanol, diinya ¢apinda
giderek artan yillik iiretimi ve pazar payi ile diinyanin onde gelen alternatif sivi
yakitidir.

Vitreoscilla hemoglobini ilk kesfedilen bakteriyel hemoglobin olup, ayni
zamanda karakterizasyonu en iyi yapilmis prokaryotik hemoglobindir (Wakabayashi

et al., 1986; Dikshit ve Webster, 1988). Bu proteinin diisiik konsantrasyonlarda
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bulunan ekstraselliiler oksijeni baglayarak onu terminal solunum oksidazlarina
vermesi ve bu sartlar altindaki hiicresel solunuma katkida bulunmasmin esas
fonksiyonu oldugu sanilmaktadir (Dikshit ve Webster, 1988). VHb’nin, klonlandig1
organizmalara yiikksek oksijen alma potansiyeli ve daha iyi biiylime-¢cogalma
ozellikleri kazandirdigi bilinmektedir (Chen et al., 1994; Nasr et al., 2001; Geckil et
al., 2003). Yapilan arastirmalarda, VHb ekspresyonu Serratia marcescens’te ve
Enterobacter aerogenes’te asetoin ve butandiol tretimini arttirmustir (Wei et al.,
1998; Geckil ve ark 2004). Ayrica, Saccharomyces cerevisiae’ de VHb ekspresyonu

ile etanol {iretiminin arttig1 belirlenmistir (Ruohonen et al., 2006).

Diisiik fakat belirli seviyede oksijen gerektiren maddelerin {iretimi, oksijen
konsantrasyonunun belli kritik seviyelerin altina diistiigli biliylik olcekli biyo-
reaktorlerde 6nemli bir sorundur. Bu tiir biyo-proseslerde oksijen seviyesinin istenen
konsantrasyonlarin altina diismesi {iriin olusumu ile direkt ilgili diger bir parametre
olan “biyokiitle olusumunu” da negatif yonde etkilemektedir. Bu nedenle, bu
calismada endojen, etkin bir oksijen alimi saglayan ve biyokiitle olusumuna katkis1
ile bilinen bir sistem olan vgb/VHb’nin, bu problemleri asmak igin iyi bir ¢6ziim
olabilecegi diistiniilmektedir. Bu giine kadar yapilan g¢alismalar dogrultusunda,
VHb’nin etanol fermentasyonundaki fizyolojik etkilerinin neler oldugu tamamen
aydinliga kavusmamistir. Bu nedenle, bu tez ¢aligmasmnin ana amaci Dr. Sanny
tarafindan gelistirilen VHb ekprese eden rekombinant organizmalarin (Sanny et al.,
2010) fermente olabilen seker kaynagi olarak patates isleme atik suyu hidrolizatinin
kullanilmasiyla iireme ve iretkenligi dolayisiyla da etanol iiretimi arttirilmasidir.
Calismanim 6zel amaglar1 ise, VHb ekspresyonu yapan rekombinant E. coli suslar1
farkli havalandirma kosullarinda, glukozu veya patates isleme atik suyu hidrolizati
iceren besi ortamlarinda iiretilmesi, bu rekombinant suslarin denenen farkl
kosullardaki hiicre yogunluklarnin, VHb ekspresyonlarmin ve {irettikleri etanol

miktarlarinin belirlenmesidir.
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3. GERECLER VE YONTEMLER

3.1. Gerecler
3.1.1. Kullanilan Sarf Malzemeleri

Bu calismada kullanilan sarf malzemelerinden tripton, NaOH, H,NaO4P.H,0,
alfa-amilaz (EC. 3.2.1.1) ve amiloglikosidaz (EC. 3.2.1.3) Sigma, Oakuville,
Kanada’dan saglandi. CH3COONa (sodyum asetat), (NH4),HPO4, MgSO,.7H;0,
Na;HPO,, Na;S;04 (sodyum ditiyonit), NaCl, HCI, D(+)-glukoz, D(+)-ksiloz,
asetonitril, alfa naftol, etanol, pepton, maya 0Oziitli, agar ve stroptomisin siilfat,
ampisilin  sodyum, gentamisin siilfat antibiyotikleri ise Merck, Darmstadt,
Almanya’dan temin edildi. Etanol 6l¢iimii i¢in kullanilan Enzymatic BioAnalysis, R-
Biopharm, Darmstadt, Almanya’dan saglandi. 0.2 pum por caph siringa filtresi
Whatman, Maidstone, Ingiltere ve 0.2 pm por ¢apli 500 ml’lik vakum filtre Nalgene,
Supor MachV, Rochester, New York, A.B.D.’den, glukoz 6l¢iimiinde kullanilan ince
tabaka kromatografisi plakalar1 ise Whatman, TLC Plates Partisil® K5, Maidstone,

Ingiltere’den temin edildi.

3.1.2. Kullamlan Cihazlar

Bu tez calismasinda hiicrelerin biliylime siireci i¢in, Binder, BD 115,
Tuttlingen, Almanya ve Edmund Biihler GmbH (galkalamali), TH15, Hechingen,
Almanya inkiibatorleri kullanildi. Hiicrelerin 600 nm’deki optik yogunluklar1 (OD;
Bio-Rad, SmartSpec™ 3000, Philadelphia, A.B.D.) spektrofotometre ile 6lgiildii.
Patates isleme atik suyu hidrolizinde Beckman Coulter, Avanti J-30I, Krefeld,
Almanya ve hiicreleri coktiirmede ise Heraesus Instruments, Labofuge 400R,
Osterode, Almanya santrifiijleri kullanild1. pH degerleri, Hanna Instruments, pH 211
Microprocessor, Michigan, A.B.D. ile belirlendi. Hiicreler hemoglobin ekstraksiyonu
icin Branson Ultrasonic Corporation, Branson Digital Sonifier 250, Danbury, A.B.D.
sonikatorii ile parcalandi. Hemoglobin 6l¢iimii ise Shimadzu, UV-3600 UV-VIS
NIR, Kyoto, Japonya UV spektroskopisi ile Olciildii. Besiyerinde kalan glukoz
miktarlar1 TLC goriintiileme densitometresi Bio-Rad, GS 670, Philadelphia, A.B.D.

kullanilarak 6l¢iildii. Plazmit stabilitesi i¢in yapilan inokiilasyon dncesi dillisyonlar



38

IKA, Genius3, Staufen, Almanya vorteksi ile karistirildi. Tiim sarf malzemeleri ve
diger malzemeler ise deneylerden 6nce Hirayama Hiclave™, HVE-50, Saitama,

Japonya otoklavi kullanilarak steril edildi.

3.1.3. Kaullanilan Bakteri Soylar

Bu calismada, VHb’nin patates isleme atik suyu hidrolizatinda, biyoetanol
iretimini arttrmadaki etkinli§inin arastirilmasi amaglandi. Bu nedenle, tez
caligmasinda, USDA laboratuvarindan temin edilen E. coli suslart (NZN111 ve
FBR5) (Dien et al., 2000) ve bu suslardan Dr. Sanny tarafindan gelistirilen, TS3, TS4
ve TS5 (Sanny et al., 2010) suslar1 kullanildi1 (Cizelge 3.1). Bunun i¢in, rekombinant
suslar, pdc, adhb (Dien et al., 2000) ve vgb igerecek sekilde (TS3, TS4 ve TS5),
[linois Institute of Technology, Department of Biological Chemical and Physical
Sciences, Chicago, IL, USA’ de, yeni olusturulan plazmidlerle transforme edilerek

elde edildi (Sekil 3.1) (Sanny et al., 2010).

Cizelge 3.1: Proje calismasinda kullanilan bakteriler, plazmidler ve 6zellikleri
(Sanny et al., 2010)

Suslar Ozellikler
E. coli [F+ A— rpoS396(Am) rph-1 ApfIB::Cam
NZN111 AldhA::Kan]

pdc ve adhb tastyan pLOI297 plazmidi ile transforme

FBRS edilmis NZN111 susu

vgb tastyan pKT230 plazmidi (pTS3) ile transforme
edilmis FBRS5 susu

vgb tagtyan pBBR1MCS-5 plazmidi (pTS4) ile
transforme edilmis FBRS susu

FBRS5/pTS3 (TS3 susu)

FBR5/pTS4 (TS4 susu)

vgb tasiyan pLOI297 plazmidi (pTS5) ile transforme

NZNI111/pTS5 (TSS susu) edilmis NZN111 susu

Bu tez calismasmda, vgb™ E. coli FBR5 susu ve vgb® rekombinant E. coli
suslar1 (TS3, TS4 ve TS5) VHb’nin etanol iiretimindeki etkilerini belirlemek igin

kullanildi. Kullanilan bu rekombinant suslar farkli oksijen kosullarinda (aerobik ve
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mikroaerobik), saf seker olarak glukozu (%8 w/v) iceren Luria Bertani (LB)
besiyerinde ve patates isleme atik suyu hidrolizati (glukoz orant %8 w/v) igceren
besiyerinde iiretilerek, VHb ekspresyon seviyeleri, etanol iiretimleri ve bu hiicrelerin
ireme Ozellikleri incelendi. Hiicrelerdeki VHb ekpresyonu oksijen ile
diizenlendiginden, kiiltiirler farkli oksijen kosullarinda aerobik ve mikroaerobik
olarak biiyiitiildi. Bu kosullar, kiiltiir ortamindaki besiyeri hacmi degistirilerek

saglandu.

A) B)

loc promoter

puUCIB + Tc"

C)

Sekil 3.1: Caligmada kullanilan rekombinant suslarin icerdigi plazmidlerin gosterimi
(Sanny et al., 2010); A. pLOI297, B. pTS3, C. pTS4, D. pTS5.
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3.2. Yontemler
3.2.1. Patates isleme Atik Suyunun Hidrolizi

Patates igleme atik suyunun fiziksel ve kimyasal 6zellikleri, GYTE Cevre
Miihendisligi Laboratuvarlari’nda analiz edilerek belirlendi (Cizelge 3.2).

Calismada kullanilacak olan patates atik suyundaki nisastanin E. coli suslari
tarafindan kullanilarak etanole donistiiriilebilmesi ig¢in glukoz monomerlerine
hidrolizi amaciyla denemeler yapildi. Bunun i¢in dort fakli hidroliz islemi

gerceklestirildi.

Cizelge 3.2: Patates isleme atik suyunun fiziksel ve kimyasal 6zellikleri.

Olciim Kriterleri Sonuglar

Kimyasal oksijen ihtiyac1 (KOI) 63.660.000 mg/L (I1SO 15705:2002)
Biyolojik oksijen ihtiyac1 (BOI) 10.000 mg/L (TS4957-3EN 1899-2)

Askida kat1 madde 49.025.000 mg/L (TS EN 872)

Siilfat 104 mg/L (TS3263 ISO 10523 Nisan 1999)
NH,4 88.3 mg/L (AWWA4500-3NHs)

pH 5.80 mg/L (TS 3263 1SO 10523)

Iki Basamakly Enzimatik Hidroliz, 11k pH degeri 6.3 olarak belirlenen patates
isleme atik suyunun pH degeri 1 N NaOH ile pH 6.5’e ayarland1 ve her bir litresi i¢in
1 gr a-amilaz ilave edildi (Sigma, EC. 3.2.1.1, Oakville, Kanada). 75°C sicaklikta, 30
dakika siire ile bir inkiibatérde (Binder, BD 115, Tuttlingen, Almanya) bekletildikten
sonra 105°C sicaklikta 15 dakika siiresince otoklavlandi (Hirayama Hiclave™, HVE-
50, Saitama, Japonya). Sogutulduktan sonra tekrar patates isleme atik suyunun her
bir litresi i¢in 1 gr a-amilaz eklendi ve 85°C sicaklikta 30 dakika siire ile bir
inkiibatorde (Binder, BD 115, Tuttlingen, Almanya) bekletildi. Sogutulduktan sonra
pH degeri IN HCl ile 5.0°e diisiiriildii. Patates isleme atik suyunun her bir litresi i¢in
1 gr amiloglikosidaz (Sigma, EC 3.2.1.3, Oakville, Kanada) eklendi. 55°C sicaklikta
48 saat siiresince bir inkiibatorde (Binder, BD 115, Tuttlingen, Almanya) bekletildi.
NaOH ile pH 7.0’ye yiikseltildi ve +4 °C sicaklikta 10 000 rpm hizda 15 dakika siire
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ile bir santrifiijde (Beckman Coulter, Avanti J-301, Krefeld, Almanya) ¢oktiiriildii ve
ist swvilar almip 0.2 pm por ¢apli membran filtre (Nalgene, Supor MachV,
Rochester, New York, A.B.D.) kullanilarak vakum filtrasyon ile steril edildi
(YYamada et al., 2009).

Tek Basamakli Enzimatik Hidroliz, Patates isleme atik suyunun pH degeri 1N
NaOH ile pH 6.5’e ayarlandi ve her bir litresi i¢in 0.02 gr a-amilaz (Sigma, E.C.
3.2.1.1, Oakville, Kanada) eklendi. 108°C sicaklikta 7 dakika siire ile otoklavlandi
(Hirayama Hiclave™, HVE-50, Saitama, Japonya). Daha sonra 90°C sicaklikta 2 saat
sire ile bir inkiibatorde bekletildi (Binder, BD 115, Tuttlingen, Almanya). 30°C
sicakliga sogutulduktan sonra patates isleme atik suyunun her bir litresi i¢in 0.02 gr
amiloglikosidaz (Sigma, EC 3.2.1.3, Oakville, Kanada) eklendi. 60°C sicaklikta 72
saat siire ile bir inkiibatérde (Binder, BD 115, Tuttlingen, Almanya) bekletildi. Daha
sonra, pH degeri NaOH ile pH 7.0’ye ayarland1. +4°C sicaklikta 10 000 rpm hizda bir
santrifiijde 15 dakika ile bir santrifiijde (Beckman Coulter, Avanti J-301, Krefeld,
Almanya) ¢oktiirtildii ve tist sivilar alinip 0.2 pm por ¢apli membran filtre (Nalgene,
Supor MachV, Rochester, New York, A.B.D.) kullanilarak vakum filtrasyon ile steril
edildi (Davis et al., 2006).

Asit Hidrolizi, 50 ml patates isleme atik suyu (pH 6.3) tizerine 1 gr NH4NO3; ve
0.2 gr pepton eklendi. Uzerine 150 ml 0.5N HCI ilave edildi. Daha sonra 121°C
sicaklikta 15 dakika siire ile otoklavlandi (Hirayama Hiclave™, HVE-50, Saitama,
Japonya). Daha sonra patates isleme atik suyunun pH degeri NaOH ile 7.0’ye
ayarlandi. +4°C sicaklikta 10 000 rpm hizda bir santrififjde (Beckman Coulter,
Avanti J-301, Krefeld, Almanya) 15 dakika siire ile ¢oktiiriildiikten sonra {ist sivilar
alinip 0.2 pm por c¢apli membran filtre kullanilarak (Nalgene, Supor MachV,
Rochester, New York, A.B.D.) vakum filtrasyon ile steril edildi (Arapoglou et al.,
2010).

Kaynatma ile Asit Hidrolizi, 0.5 N HCI 100 °C sicakliga kadar 1sitildi. Daha
sonra ayn1 hacimdeki patates isleme atik suyu (pH 6.3) asit ¢ozeltisinin {izerine
eklendi. Sogutulduktan sonra pH 7.0’ye ayarlandi. +4 °C sicaklikta 10 000 rpm hizda
bir santrifiijde (Beckman Coulter, Avanti J-301, Krefeld, Almanya) 15 dakika siire ile

coktiirtildiikten sonra tist sivilar almip 0.2 um por ¢apli membran filtre kullanilarak
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(Nalgene, Supor MachV, Rochester, New York, A.B.D.) vakum filtrasyon ile steril
edildi (Tasic et al., 2000).

Yapilan ince tabaka kromatografisi analizleri dikkate alinarak en kisa siirede
(48 saat) en iyi sonucu veren yontemin iki basamakli enzimatik hidroliz yontemi
oldugu gorildii (Cizelge 3.3). Caligma siiresince kullanilacak patates isleme atik

suyunun bu yontem ile hidrolizi edilerek kullanilmasina karar verildi.

Cizelge 3.3: Denemeleri yapilan patates atik suyu hidroliz yontemleri sonucu elde
edilen glukoz miktarlar1.

Hidroliz Yontemi Glukoz Miktar1 (g/L)
Iki basamakli enzimatik hidroliz 106

Tek basamakli enzimatik hidroliz 108

Pepton igeren asit hidrolizi 43

Kaynatma ile asit hidrolizi 50

3.2.2. Stok Kiiltiirlerin Pasajlanmasi ve Muhafazasi

Litrede 12.5 g tripton, 6.25 g maya 0ziitii, 6.25 g NaCl, 18.75 g agar i¢eren LB
agar ortami (pH 7.0) hazirlandi. % 40’lik (w/v) ksiloz ¢ozeltisi ise distile su ile
hazirlanarak otoklavda (Hirayama Hiclave™, HVE-50, Saitama, Japonya) ayri
olarak steril edildi. Steril edildikten sonra ilinmasi beklenen ksiloz ¢6zeltisi son
konsantrasyon % 8 (w/w) olacak sekilde LB agar besiyerine eklendi. Hazirlanan besi
ortami1 50 °C sicakliga sogutulduktan sonra uygun oranlarda ilgili rekombinant soylar

icin farkli antibiyotikler ilave edilerek petrilere dokiildii (Cizelge 3.4)

Petri kaplarindaki ksiloz igeren LB (LBK) agar besiyerlerine 6ze yardimiyla
hiicreler inokiile edilerek bir gece 37 °C sicaklikta biiylimeleri i¢in bir inkiibatdrde
(Binder, BD 115, Tuttlingen, Almanya) inkiibe edildi. Biiyiiyen taze kiiltiirler 4°C

sicaklikta saklanarak ayda bir kez olmak iizere pasajlandu.
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3.2.3. Kiiltiir Ortamlarinin Hazirlanmasi

Kontrol sekeri (glukoz; %8, w/v) iceren kiiltiir besiyeri (100 ml); 50 ml 2X-
LB (NaCl igermeyen, pH 7.0) + 20 ml 50 mM sodyum fosfat tamponu (pH 7.0) + 20
ml glukoz soliisyonu (%40, w/v) + 9 ml steril distile su + 1 ml sodyum asetat (%10,
w/v) icerecek sekilde hazirlandi (Dien et al., 2000). Tim igerik ayri ayri steril
edilerek muhafaza edildi ve bu besiyeri her denemeden Once taze olarak hazirlandi.
Daha sonra (antibiyotikli kosullar i¢in) uygun antibiyotikler belirtilen oranlarda

(Cizelge 3.4) farkli rekombinant suslar igin ayri ayri hazirlanan besiyerine ilave
edildi.

Cizelge 3.4: Kiiltiir ortamlarma eklenen antibiyotik miktarlari.

Sus Antibiyotikler

FBR5 100 pg/ml Ampisilin

FBR5/pTS3 (TS3) 100 pg/ml Ampisilin ve 50 pg/ml Streptomisin
FBR5/pTS4 (TS4) 100 pg/ml Ampisilin ve 5 pg/ml Gentamisin

NZN111/pTS5 (TS5) 100 pg/ml Ampisilin

Patates isleme atik suyu hidrolizatini iceren kiiltiir besiyeri; Hidrolizden sonra
glukoz igerigi %7-8 (w/v) olarak Olglilen patates isleme atik suyu hidrolizatinin
(PASH) (pH 7.0) bir litresine; 5 g pepton + 3 g maya Oziitii + 3 g MgSO4 + 1 ¢
(NH4)HPO,4 + 10 ml CH3COONa (% 10, w/v) + 200 ml 50 mM sodyum fosfat
tamponu (pH 7.0) ilave edildi (Davis et al., 2006). Tiim karisim 0.2 um por ¢apl bir
vakum filtresi (Nalgene, Supor MachV, Rochester, New York, A.B.D.) kullanilarak
vakum filtrasyon ile steril edildi. Daha sonra (antibiyotikli kosullar igin) uygun
antibiyotikler belirtilen oranlarda (Cizelge 3.4) farkli rekombinant suslar igin ayr1

ayr1 hazirlanan besiyerine ilave edildi.

3.2.4. On Kiiltiirlerin Hazirlanmasi

On kiiltiirler, FBRS5, TS3, TS4 ve TS5 suslari, %8 (wW/v) glukoz iceren LB
(LBG) besiyeri veya patates isleme atik suyu hidrolizatin1 ve Cizelge 3.4’te belirtilen
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uygun antibiyotikleri i¢erecek sekilde hazirlanan kiiltiir besiyerlerinin 5 ml’sine (50
ml’lik erlenlerde) 1 veya 2 koloni inokiile edilerek, bir gece boyunca, 37°C
sicaklikta, 180 rpm hizinda calkalamali bir inkiibatérde (Edmund Biihler GmbH,
TH15, Hechingen, Almanya) biiyiitiilerek hazirland1.

3.2.5. Aerobik Kosullar

Hazirlanan bir gecelik 6n kiiltiirlerden yaklagik 300 pl/100 ml alinarak (ODggo
~0.02 olacak sekilde) 250 ml’lik erlenlere 50 ml ya da 1 litrelik erlenlere 200 mi
olacak sekilde, glukoz igerikleri %8 (w/v) olan LBG veya patates isleme atik suyu
hidrolizat1 ile hazirlanan besiyerlerine inokiile edildi. Kiiltiir ortamlarinin 180 rpm
hizda, 37°C sicaklikta, 48 saat siire ile ¢alkalamali bir inkiibatorde (Edmund Biihler
GmbH, TH15, Hechingen, Almanya) inkiibasyonu saglandi.

3.2.6. Mikroaerobik Kosullar

Hazirlanan bir gecelik 6n kiiltiirlerden yaklasik 300 pl/100 ml alinarak (ODggo
~0.02 olacak sekilde) 100 mlI’lik erlenlere 80 ml ya da 1 litrelik erlenlere 800 ml
olacak sekilde, glukoz igerikleri %8 (w/v) olan LBG veya patates isleme atik suyu
hidrolizat1 ile hazirlanan besiyerlerine inokiile edildi. Erlenlerin ucu kauguk tipalar
ile kapatild1 ve 22-kalibre igne ile delinerek gaz cikisi saglandi. Kiiltiir ortamlarmin
180 rpm hizda, 37 °C sicaklikta 48 saat siire ile ¢alkalamali bir inkiibatérde (Edmund
Biihler GmbH, TH15, Hechingen, Almanya) inkiibasyonu saglandu.

Aerobik ve mikroaerobik kosullar Cizelge 3.4’te sozii edilen uygun
antibiyotikleri iceren ve icermeyen ortamlarda ayr1 ayr1 denendi.

1nk1'ibasyon sonras1 48 saatlik kiiltiirlerin pH degerleri, ODggo degerleri, etanol-
g/100 ml (% wi/v), etanol-ml/200 ml (% v/v) 6l¢iimleri, VHb miktarlar1 (nmol/g) ve

kiiltiir ortaminda kalan glukoz miktarlari (% wi/v) belirlendi.

3.2.7. Kiiltiirlerin pH Degerlerinin Belirlenmesi
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Glukoz veya patates isleme atik suyu hidrolizati ile farkli havalandirma
kosullarinda 48 saat siire ile inkiibe edilen kiiltiirlerin pH degerleri, bir pH metre
(Hanna Instruments, pH 211 Microprocessor, Michigan, A.B.D.) kullanilarak
belirlendi.

3.2.8. Toplam Hiicre Sayisimin (Biyokiitle) Belirlenmesi

Bir spektrofotometre cihazi (Bio-Rad, SmartSpec™ 3000) kullanilarak glukoz
veya patates isleme atik suyu hidrolizat1 ile gergeklestirilen farkli havalandirma
kosullarindaki 48 saat siiren inkiibasyon sonundaki hiicre sayimlar1 kiiltiirlerin Asgo
nm’deki optik yogunluklar1 OD 0.6 degerini asmayacak sekilde steril 6zgilin besiyeri
ile seyreltilerek 6lgiildii. Olgiim icin kor olarak yine kiiltiire 6zgiin steril besiyeri

kullanildi.

3.2.9. Fermentasyon Ortamindaki Biyoetanol Miktarinin

Olciimii

Farkli havalandirma kosullarinda glukoz veya patates isleme atik suyu
hidrolizat1 ile 48 saat siiren inkiibasyon sonundaki fermentasyon ortaminda olusan
etanol miktarmin belirlenmesi i¢in hiicre Kkiiltiirleri bir santrifiij (Heraesus
Instruments, Labofuge 400R, Osterode, Almanya) ile 4000 rpm de 4 °C sicaklikta
coktiiriilerek tist sivilar1 alindi ve mikroflij tiiplerine aktarildi. VHb miktariin
belirlenmesi i¢in, kalan hiicre pelletlerinin yas agirliklar1 hesaplanarak ve en az bir

gece boyunca dondurularak -20 °C sicaklikta muhafaza edildi.

Farkli kosullarda iiretilen kiiltiirlerin igerdikleri biyoetanol miktar1 (% wi/v; %
v/v) Enzymatic BioAnalysis, R-Biopharm, Darmstadt, Almanya ile Olgiilerek
belirlendi. Kitin prensibi; etanolun NAD ile alkol dehidrogenaz enzimi vasitasiyla
asetaldehite oksitlenmesine, bu olusan asetaldehitin de aldehit dehidrogenazla asetik
aside oksitlenmesine ve boylece olusan NADH’mn 340 nm’de olusturdugu absorbans

farkinin 6l¢iilmesine dayanmaktadir.

3.2.10. Besiyerinde Kalan Glukoz Miktarimn Olciimii



46

Glukoz ve patates isleme atik suyu hidrolizatinin seker kaynagi olarak
kullanildig1 ve farkli havalandirma kosullarinda 48 saat siire boyunca gerceklestirilen
inkiibasyon sonunda kiiltiir ortaminda kalan glukoz miktarmin 6lgiilmesi i¢in ince
tabaka kromatografisi (Thin Layer Chromatography, TLC) kullanildi. Bunun igin
glukoz igerigi 0.5, 1, 2, 4 ve 8 mg/ml (w/v) olacak sekilde standart cozeltiler

hazirland1. Ornekler standartlarin disma ¢ikmamasi icin uygun oranlarda seyreltildi.

TLC plakalar1 (Whatman, TLC Plates Partisil® K5, Maidstone, Ingiltere)
iizerine standartlar ve seyreltilmis Ornekler mikro sirga ile 1 pl olacak sekilde
damlatildi. Plakalar kurutulduktan sonra % 85’lik (v/v) asetonitril ¢ézeltisi igerisine
hafif bir ac1 ile birakilarak sekerlerin yiirlimesi i¢in bekletildi. Plakalar kurutulduktan
sonra islem bir kez daha tekrarland1 ve tekrar kurutulan plakalar alfa naftol (% 0.5
v/V) ¢ozeltisine daldirilarak boyandi. Seker noktalarinin gériiniir hale gelmesi igin

TLC plaka 1siticisinda 120 °C sicaklikta 10 dakika siire ile yakildi.

Besiyerinde kalan glukoz miktarlari, TLC goriintiileme densitometresinde
(Bio-Rad, GS 670, Philadelphia, A.B.D.) taratilarak hacim hesaplamalar1 yapildi. R?

degeri 0.920 iizerinde bulunan sonuglar kabul edildi.

3.2.11. Rekombinant Soylardaki Hemoglobin Ekspresyonunun

Olciimii

Yapilan denemelerde kullanilan vgb i¢eren rekombinant organizmalarm (TS3,
TS4 ve TS5) irettikleri VHb miktari, UV-3600 Schimadzu UV-VIS NIR
Spectro vasitasiyla, ditiyonit  (sodyum hidrosiilfit) eklenerek  indirgenmis-
indirgenmemis fark spektrasiyla 6lgiilerek belirlendi (Webster ve Liu, 1974). Bunun
icin farkli glukoz veya patates isleme atik suyu hidrolizat1 ile farkli havalandirma
kosullarinda 48 saat siiren inkiibasyon sonunda iiretilen hiicre kiiltiirleri 4000 rpm
hizda 4 °C sicaklikta santrifiij edilerek (Heraesus Instruments, Labofuge 400R,
Osterode, Almanya) hiicrelerin ¢okmesi saglandi. Daha sonra pelletlerin yas
agirliklar1 belirlendi ve -20 °C sicaklikta en az bir gece boyunca muhafaza edildi.
Daha sonra 30 ng/ml olacak sekilde 50 mM fosfat tamponu (pH 7.5) ile sulandirildi.

Hazirlanan hiicre siispansiyonlar1 bir sonikatdr (Branson Ultrasonic Corporation,
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Branson Digital Sonifier 250, Danbury, A.B.D.) yardimi ile buz igerisinde 20
saniyelik vurma ve 10 saniyelik bekleme siireleri ile toplamda 3 dakika boyunca 6

kez sonike edildi.

Elde edilen hiicre homojenatlar1 4 °C sicaklikta 15000g hizda 10 dakika siire ile
santrifiij (Heraesus Instruments, Labofuge 400R, Osterode, Almanya) edildi. Ust
stvilar VHb miktari tayini i¢in ayrildi. Kor olarak ditiyonit ile muamele edilmeyen
iist stvilar kullamildi. Olgiimler 400-500 nm araliginda yapildi. VHb’nin ditiyonitle
indirgendiginde karakteristik olarak verdigi 416 ve 430 nm dalga boylar1 arasindaki
fark spektrumundan (Ae = 34 M~'.cm™) VHb miktar1 nmol/g olarak hesaplandi.

3.2.12. Suslarin Plazmid Kararhligimin Ol¢iimii

48 saat sonunda, farkli kosullarda, antibiyotiksiz olarak tireyen kiiltiirlerden,
plazmid kararliliginin 6lgiilmesi igin, % 0.9 (w/v) oraninda NaCl igeren fizyolojik
tuzlu su ile seri diliisyonlar yapildi. Daha sonra yeterli oldugu diisiiniilen
konsantrasyonlardan 100 pl sivi alinarak LB agar iizerine cam bir baget ile yayildu.
Bir gecelik inkbasyondan sonra, 37 °C sicaklikta biiyiiyen kolonilerden 50 tanesi
steril kiirdanlar ile uygun antibiyotigi igeren LBK (%8 (w/v) ksiloz iceren LB agar)
kat1 besi yerine ¢izgi ekimi yapildi. 24 saatlik inkiibasyon sonucu iireyen ve

iiremeyen koloniler sayilarak plazmid kararliligi (%) belirlendi.

3.2.13. istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler, Microsoft Office, Excel 2007 6.0 progranu ile yapildi. P
degerleri tek kuyruklu t-testi ile VHb’nin etanol {iretimini arttirabilecegi hipotezine
dayanilarak belirlendi. P = 0.05 ve daha kii¢iik bulunan denemelerin sonuglari

‘anlaml1’ olarak degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Glukoz-LB Ortamlarindaki Etanol Uretimleri
4.1.1. Kiiciik Hacimli-Aerobik Kiiltiirler

FBRS5, TS3, TS4 ve TS5 suslarinin pH degerleri, hiicre yogunluklar: (ODggo),
etanol tretimleri (% wi/v; % v/v), VHb ckspresyonlar1 (nmol/g yas agirlik) ve
besiyerinde kalan glukoz miktarlar1 (% w/v) 250 ml’lik erlenler igerisinde 50 ml
olacak sekilde hazirlanan, % 8 (w/v) glukoz igeren LBG besiyeri (pH 7.0) ile aerobik
olarak, uygun antibiyotikleri iceren ve igermeyen kosullarda, 180 rpm calkalama

hizinda, 37 °C sicaklikta, 48 saatlik inkiibasyon sonunda incelendi.

Uygun antibiyotikleri igeren LBG besiyerinde, aerobik kosulda biiyiitiilen
kiiltlirlerde, iiremenin 48. saati sonundaki pH degerlerinde, en fazla TS5 susu ile
olmakla birlikte, azalmalar (p < 0.05) belirlendi. Toplam hiicre sayimlar1 igin, OD
600 nm’de yapilan 6lglim sonuglarinda, FBRS5 susunun en yiiksek degere sahip
oldugu goriildii. Etanol tiretimi agisindan (% wi/v; % v/v), TS4 ve FBRS suslari
benzer (p > 0.05) olmasina ragmen, TS3 susu ile FBRS susuna gore % 11 daha fazla
(p > 0.05) etanol iretiminin oldugu goézlendi (Cizelge 4.1). Her {inite hiicre
biyokiitlesi basma etanol iiretiminin (g etanol x 100 ml™* besiyeri / OD) yine FBR5
susuna gore, TS3 susu ile % 17 (p = 0.04) ve TS4 susu ile ise % 13 (p > 0.05) daha
fazla oldugu belirlendi (Sekil 4.1). VHb ekspresyonunun (nmol/g yas agirlik) ise en
fazla TS4 susu ile 31 nmol/g (p = 0.04) oldugu goriildii (Sekil 4.5). Glukoz tiiketimi
FBRS susu i¢in yaklasik % 77 oraninda en fazla miktarda goriiliirken, etanol tiretimi
acisindan zayif olan TS5 susu ile sadece % 20 oraninda glukoz tiiketimi oldugu
saptandi (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1: Aerobik, antibiyotikli kosullarda FBRS, TS3, TS4 ve TS5 suslarinin %
8 (w/v) glukoz igeren LBG besiyerinde 48. saat sonundaki pH, OD (600 nm), etanol
(% wiv; % v/v) ve besiyerinde kalan glukoz miktarlar1 (% w/v). Her deger iki
tekrarmm ortalamasidir. Parantez igindeki degerler standart sapmalart (Sn-1)
gostermektedir.

Suslar pH oD EtOH EtOH Glukoz
(600 nm) (9/100 ml) (% viv) (% wiv)

FBR5S 63 (0.13) 672 (0.44) 201 (022) 255 (0.28) 181 (0.45)
TS3 60 (0.10) 631 (0.23) 223 (0.13) 282 (0.17)  2.03 (0.38)
TS4 63 (0.000 603 (0.18) 204 (0.09) 258 (0.11) 273 (0.45)
TS5 53 (0.21) 271 (0.15) 001 (0.000 00l (0.00) 637 (0.32)

08
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o 03

g 0,2

= 0!(1) | | o002
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Sekil 4.1: Aerobik, antibiyotikli kosullarda, LBG besiyerinde, her {inite hiicre
biyokiitlesi bagina iiretilen etanol miktarlar1 (g etanol x 100 mlI™ besiyeri / OD). Her
deger iki tekrarin ortalamasidir. Hata c¢ubuklar1 standart sapmalart (dp.1)
gostermektedir.

Antibiyotik igermeyen, LBG besiyerinde, aerobik kosulda biiyiitiilen
kiiltlirlerde, liremenin 48. saati sonunda, yine TS5 susu ile en fazla olacak sekilde,
pH degerlerinde azalmalar (p < 0.05) belirlendi. Toplam hiicre sayimlari i¢in, OD
600 nm’de yapilan Sl¢iim sonuglarinda, FBRS susunun en yiiksek degere sahip
oldugu goriildii. TSS susu ile etanol tretimi (% w/v; % v/v) goriilmezken, diger
suslarin iirettigi etanol miktarlarinin benzer oldugu (p > 0.05 ) tespit edildi (Cizelge
4.2). Bununla birlikte, TS3 ve TS4 suslar1 ile her {inite hiicre biyokiitlesi basina
etanol iiretimlerinin (g etanol x 100 ml™ besiyeri / OD), FBRS5 susuna gore, benzer
sekilde % 6 daha fazla oldugu belirlendi (p > 0.05) (Sekil 4.2). Kiiltiir ortaminda
bulunan glukozu (% wi/v) en fazla TS3 (% 75), en az ise TS5 susunun tiikettigi

belirlendi (Cizelge 4.2). VHb ekspresyonunun (nmol/g yas agirlik) ise en fazla TS4
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susu ile 29 nmol/g (p = 0.03) oldugu ancak, tiim suslarda antibiyotikli kosullara gore
daha diisiik degerlere sahip oldugu gozlendi (Sekil 4.5).

Cizelge 4.2: Aerobik, antibiyotiksiz kosullarda FBRS, TS3, TS4 ve TS5 suslarmnin %
8 (w/v) glukoz iceren LBG besiyerinde 48. saat sonundaki pH, OD (600 nm), etanol
(% wlv; % viv) ve besiyerinde kalan glukoz miktarlari (% w/v). Her deger iki
tekrarn  ortalamasidir. Parantez igindeki degerler standart sapmalart (Sn-1)
gostermektedir.

Suglar pH OD EtOH EtOH Glukoz
(600 nm) (9/100 ml) (% viv) (% wiv)

FBR5 59 (0.04) 6.74 (0.15) 2.07 (0.11) 2.62 (0.13) 2.15 (0.21)

TS3 57 (0.01) 651 (0.05) 213 (0.09) 270 (0.07) 201 (0.31)
TS4 61 (0.02) 6.00 (0.08)  1.98 (0.08) 251 (0.10)  3.14 (0.27)

TS5 55 (0.11) 2.65 (0.18) 0.00 (0.00) 0.00 (0.00) 5.95 (0.37)

o
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Sekil 4.2: Aecrobik, antibiyotiksiz kosullarda, LBG besiyerinde, her iinite hiicre
biyokiitlesi bagina iiretilen etanol miktarlar1 (g etanol x 100 ml™ besiyeri / OD). Her
deger iki tekrarin ortalamasidir. Hata ¢ubuklar1 standart sapmalari (Jn-1)
gostermektedir.

4.1.2. Kiigiik Hacimli-Mikroaerobik Kiiltiirler

FBR5, TS3, TS4 ve TS5 suslarinin pH degerleri, hiicre yogunluklari (ODggp),
etanol tretimleri (% wi/v; % v/v), VHb ekspresyonlar1 (nmol/g yas agirhik) ve
besiyerinde kalan glukoz miktarlar1 (% w/v) 100 ml’lik erlenler igerisinde 80 ml

olacak sekilde hazirlanan, % 8 (w/v) glukoz igeren LBG besiyeri (pH 7.0) ile
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mikroaerobik olarak, uygun antibiyotikleri iceren ve igermeyen kosullarda, 180 rpm

calkalama hizinda, 37 °C sicaklikta, 48 saatlik inkiibasyon sonunda incelendi.

Uygun antibiyotikleri iceren LBG besiyerinde, mikroaerobik kosulda
biiyiitiilen kiiltiirlerde, liremenin 48. saati sonundaki pH degerlerinde benzer
azalmalar (p < 0.05) belirlendi. Toplam hiicre sayimlar1 i¢in, OD 600 nm’de yapilan
Ol¢iim sonuclarinda, FBRS susunun en fazla degere sahip oldugu goriildi (Cizelge
4.3). TS5 susu ile etanol tretimi (% w/v; % v/v) gbzlenmezken, en fazla etanol
miktarinin TS4 susu ile FBRS susu ile elde edilenden % 14 (p = 0.04) daha fazla
oldugu tespit edildi. TS3 susu ile FBRS susunun tirettigi etanol miktarlari (% w/v; %
v/v) benzer olmasma ragmen (p > 0.05), her {inite hiicre biyokiitlesi basina iiretilen
etanol miktarmm (g etanol x 100 ml™ besiyeri / OD), FBRS5 susu ile elde edilenden
TS3 susu ile % 5 (p > 0.05) ve TS4 susu ile ise % 20 daha fazla (p = 0.01) oldugu
goriildii (Sekil 4.3). FBRS5, TS3 ve TS4 suslar1 besiyerindeki tim glukozu
tilkketmelerine ragmen, TS5 susunun sadece % 26’smi kullandigi tespit edildi
(Cizelge 4.3). Ayrica en yiiksek VHb ekpresyonu (nmol/g yas agirlik) TS4 susu ile
1163 nmol/g (p = 0.00) belirlenirken, TS5 susunun VHb ekspresyonunun sadece 2
nmol/g oldugu gozlendi (Sekil 4.5).

Cizelge 4.3: Mikroaerobik, antibiyotikli kosullarda FBRS, TS3, TS4 ve TS5
suslarinin % 8 (w/v) glukoz iceren LBG besiyerinde 48. saat sonunda pH, OD (600
nm), etanol (% w/v; % v/v) ve besiyerinde kalan glukoz miktarlar1 (% w/v). Her
deger iki tekrarmn ortalamasidir. Parantez igindeki degerler standart sapmalari (8p.1)
gostermektedir.

Suglar pH OD EtOH EtOH Glukoz

(600 nm) (9/100 ml) (% vIv) (% wiv)
FBR5 6.3 (0.05) 6.12 (0.02) 3.77 (0.04) 470 (0.06) 0.00 (0.00)
TS3 6.1 (0.00) 592 (0.08) 3.76 (0.07) 477 (0.09) 0.00 (0.00)
TS4 6.3 (0.00) 5.81 (0.11) 425 (0.22) 5.39 (0.28) 0.00 (0.00)

TS5 66 (0.20) 2.18 (0.42) 0.00 (0.00) 0.00 (0.00) 587 (0.63)
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Sekil 4.3: Mikroaerobik, antibiyotikli kosullarda, LBG besiyerinde, her iinite hiicre
biyokiitlesi bagina iiretilen etanol miktarlar1 (g etanol x 100 ml™ besiyeri / OD). Her
deger iki tekrarin ortalamasidir. Hata ¢ubuklar1 standart sapmalari (Jn-1)
gostermektedir.

Antibiyotik igcermeyen LBG besiyerinde, mikroaerobik kosulda biiyiitiilen
kiiltiirlerde, iiremenin 48. saati sonunda, pH degerlerinde benzer azalmalar (p < 0.05)
tespit edildi. Toplam hiicre sayimlar1 i¢in, OD 600 nm’de yapilan Olglim
sonuglarinda, FBR5 susunun en yiiksek degere sahip oldugu goriildi (Cizelge 4.4).
TS3 susunun FBRS susuna gore % 11 daha fazla (p = 0.05) etanol irettigi (% w/v; %
v/v) ve yine TS3 susu ile her iinite hiicre biyokiitlesi basma etanol iiretiminin (g
etanol x 100 ml™ besiyeri / OD) % 24 daha fazla (p = 0.04) oldugu tespit edildi
(Sekil 4.4). TS5 susu ile VHb ekspresyonu (nmol/g yas agirlik) ve etanol iiretimi
belirlenemedi. En yiiksek VHb ekspresyonunun (nmol/g yas agirlik) ise en fazla (p =
0.01) TS4 susu ile 663 nmol/g oldugu goriildii (Sekil 4.5). Kiiltiir ortaminda bulunan
glukozun (% w/v) FBRS, TS3 ve TS4 suslar1 tiiketirken, TS5 susunun ancak % 41
kadarini kullandig1 gozlendi (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.4: Mikroaerobik, antibiyotiksiz kosullarda FBRS, TS3, TS4 ve TS5
suslarmin % 8 (w/v) glukoz igeren LBG besiyerinde 48. saat sonunda pH, OD (600
nm), etanol (% w/v; % v/v) ve besiyerinde kalan glukoz miktarlar1 (% w/v). Her
deger iki tekrarin ortalamasidir. Parantez igindeki degerler standart sapmalari (8n.1)
gostermektedir.

Suslar pH oD EtOH EtOH Glukoz
(600 nm) (9/100 ml) (% viv) (% wiv)
FBR5 6.3 (0.01) 6.35 (0.10) 3.95 (0.07) 5.01 (0.11) 0.00 (0.00)
TS3 6.0 (0.00) 5.65 (0.08) 439 (0.10) 556 (0.64)  0.00 (0.00)
TS4 6.3 (0.03) 566 (0.16) 403 (0.37) 511 (0.47)  0.00 (0.00)
TS5 59 (0.16) 241 (0.67) 0.00 (0.00) 000 (0.000 471 (0.75)
0,8
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Sekil 4.4: Mikroaerobik, antibiyotiksiz kosullarda, LBG besiyerinde, her iinite hiicre
biyokiitlesi basina iiretilen etanol miktarlar1 (g etanol x 100 ml™ besiyeri / OD). Her
deger iki tekrarin ortalamasidir. Hata c¢ubuklar1 standart sapmalart (8p.1)
gostermektedir.
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Sekil 4.5: LBG besiyerinde, kiiclik hacimde farkli kosullarda biiyiitiilen kiiltiirlerin
VHb ekspresyon degerleri (nmol/g yas agirlik). Her deger iki tekrarm ortalamasidir.
Hata ¢ubuklar1 standart sapmalar1 (8,.1) gostermektedir.

4.1.3. Biiyiik Hacimli-Aerobik Kiiltiirler

FBR5, TS3 ve TS4 suslarmin pH degerleri, hiicre yogunluklar1 (ODggo), etanol
iretimleri (% w/v; % v/v), VHb ekspresyonlar1 (nmol/g yas agirlik) ve besiyerinde
kalan glukoz miktarlar1 (% w/v) 1000 ml’lik erlenler igerisinde 200 ml olacak sekilde
hazirlanan, biiyiikk hacimli, % 8 (w/v) glukoz igeren LBG besiyeri (pH 7.0) ile
aerobik olarak, uygun antibiyotikleri iceren ve igermeyen kosullarda, 180 rpm

calkalama hizinda, 37 °C sicaklikta, 48 saatlik inkiibasyon sonunda incelendi.

Uygun antibiyotikleri iceren LBG besiyerinde, aerobik kosulda ve biiyiik
hacimde biiyiitiilen kiiltiirlerde, tiremenin 48. saati sonundaki pH degerlerinde benzer
azalmalar (p < 0.05) belirlendi. Toplam hiicre sayimlari i¢in, OD 600 nm’de yapilan
Ol¢lim sonuglarinda, TS3 susunun en yiiksek degere sahip oldugu goriildi (Cizelge
4.5). Etanol tiretiminin (% w/v, % v/v) FBR5 susu ile iiretilenden, TS3 susu ile % 5
(p > 0.05), TS4 susu ile ise % 11 daha fazla (p = 0.02) oldugu gozlendi. Her iinite
hiicre biyokiitlesi basma etanol iiretiminin (g etanol x 100 ml™ besiyeri / OD) ise
FBRS susuna gore, TS4 susu ile % 13 daha fazla (p = 0.04) oldugu tespit edildi
(Sekil 4.6). VHb ekspresyonunun (nmol/g yas agirlik) en fazla TS4 susu ile 775
nmol/g (p = 0.01) oldugu goriildi (Sekil 4.10). Tim suslarin besiyerindeki glukozun

neredeyse tamamini tiikettigi belirlendi. (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.5: Biiyiik hacimde, aerobik ve antibiyotikli kosullarda FBRS, TS3 ve TS4
suslarmin % 8 (w/v) glukoz igeren LBG besiyerinde 48. saat sonundaki pH, OD (600
nm), etanol (% w/v; % v/v) ve besiyerinde kalan glukoz miktarlar1 (% w/v). Her
deger iki tekrarin ortalamasidir. Parantez i¢indeki degerler standart sapmalart (6n-1)
gostermektedir.

Suslar pH oD EtOH EtOH Glukoz
(600 nm) (9/100 ml) (% viv) (% wiv)
FBR5 6.0 (0.05) 6.09 (0.07) 3.32  (0.06) 4.22 (0.08) 0.00 (0.00)
TS3 59 (0.11) 6.63 (0.02) 3.49 (0.05) 4.42  (0.06) 0.00 (0.00)
TS4 6.1 (0.08) 5.96 (0.03) 3.69 (0.07) 4.67 (0.11) 0.00 (0.00)
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Sekil 4.6: Biiyiik hacimde, aerobik ve antibiyotikli kosullarda, LBG besiyerinde, her
{inite hiicre biyokiitlesi basina iiretilen etanol miktarlari (g etanol x 100 ml™ besiyeri /
OD). Her deger iki tekrarin ortalamasidir. Hata gubuklari standart sapmalar1 (8p.1)
gostermektedir.

Antibiyotik icermeyen, LBG besiyerinde, aerobik kosulda ve biiyiik hacimde
biiyiitiilen kiiltiirlerin, {iremenin 48. saati sonundaki pH degerlerinde benzer
azalmalar (p < 0.05) belirlendi. Toplam hiicre sayimlar1 i¢in, OD 600 nm’de yapilan
Ol¢iim sonuclarinda, FBRS susunun en yiiksek degere sahip oldugu goriildii (Cizelge
4.5). Etanol tiretiminin (% w/v, % v/v) TS3 susu ile FBR5 susu ile elde edilenden %
6 daha fazla (p > 0.05) oldugu goézlendi. Her iinite hiicre biyokiitlesi basina etanol
{iretiminin (g etanol x 100 mI™ besiyeri / OD) ise FBR5 susuna gore, TS3 susu ile %
18 daha fazla (p > 0.05) oldugu tespit edildi (Sekil 4.7). VHb ekspresyonunun
(nmol/g yas agirlik) en fazla TS4 susu ile 420 nmol/g (p = 0.00) oldugu gorildi
(Sekil 4.10). Tim suslarin besiyerindeki glukozun tamamuni tiikettigi belirlendi

(Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.6: Biiyiik hacimde, aerobik ve antibiyotiksiz kosullarda FBRS, TS3 ve TS4
suslarmin % 8 (w/v) glukoz igeren LBG besiyerinde 48. saat sonunda pH, OD (600
nm), etanol (% w/v; % v/v) ve besiyerinde kalan glukoz miktarlar1 (% w/v). Her
deger iki tekrarin ortalamasidir. Parantez i¢indeki degerler standart sapmalart (6n-1)
gostermektedir.

Suslar pH oD EtOH EtOH Glukoz
(600 nm) (9/100 ml) (% viv) (% wiv)
FBR5 59 (0.09) 6.85 (0.10) 3.43 (0.04) 4.34 (0.05) 0.00 (0.00)
TS3 58 (0.03) 6.33 (0.08) 3.75 (0.13) 476 (0.17)  0.00 (0.00)
TS4 60 (0.13) 6.00 (0.16) 2.98 (0.11) 3.78 (0.13)  0.00 (0.00)
0,8
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Sekil 4.7: Biiyiikk hacimde, acrobik ve antibiyotiksiz kosullarda, LBG besiyerinde,
her {inite hiicre biyokiitlesi basma iiretilen etanol miktarlar: (g etanol x 100 ml™
besiyeri / OD). Her deger iki tekrarin ortalamasidir. Hata cubuklar1 standart
sapmalar1 (8,.1) gostermektedir.

4.1.4. Biiyiik Hacimli-Mikroaerobik Kiiltiirler

FBR5, TS3 ve TS4 suslarmin pH degerleri, hiicre yogunluklar1 (ODggo), etanol
tiretimleri (% w/v; % v/v), VHb ekspresyonlar1 (nmol/g yas agirlik) ve besiyerinde
kalan glukoz miktarlar1 (% w/v), 1000 ml’lik erlenler igerisinde 800 ml olacak
sekilde hazirlanan, biiyiik hacimli, % 8 (w/v) glukoz iceren LBG besiyeri (pH 7.0) ile
mikroaerobik olarak, uygun antibiyotikleri iceren ve igermeyen kosullarda, 180 rpm

calkalama hizinda, 37 °C sicaklikta, 48 saatlik inkiibasyon sonunda incelendi.

Uygun antibiyotikleri iceren LBG besiyerinde, mikroaerobik kosulda ve biiyiik
hacimde biiyiitiilen kiiltiirlerde, iremenin 48. saati sonundaki pH degerlerinde benzer

azalmalar (p < 0.05) belirlendi. Toplam hiicre sayimlar1 igin, OD 600 nm yapilan
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Ol¢lim sonuglarinda FBRS susunun en yiiksek degere sahip oldugu gorildi. TS3
susunun, FBRS susu ile iiretilenden % 9 daha fazla (p = 0.04) miktarda etanol iirettigi
(% w/v; % v/v) tespit edildi. Her iinite hiicre biyokiitlesi basina etanol iiretiminin (g
etanol x 100 mI™ besiyeri / OD) FBRS5 susu ile elde edilenden, TS3 susu ile % 5 (p >
0.05), TS4 susu ile ise % 19 (p > 0.05) daha fazla oldugu belirlendi (Sekil 4.8). VHb
ekspresyonunun (nmol/g yas agirlik) en fazla TS4 susu ile 949 nmol/g (p = 0.00)
oldugu tespit edildi. (Sekil 4.10). Tiim kiiltiir ortaminda bulunan glukozun tamaminin

titketildigi goriildii (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7: Biiyiik hacimde, mikroaerobik ve antibiyotikli kosullarda FBRS, TS3 ve
TS4 suslarmin % 8 (w/v) glukoz igeren LBG besiyerinde 48. saat sonunda pH, OD
(600 nm), etanol (% w/v; % v/v) ve besiyerinde kalan glukoz miktarlar1 (% w/v).
Her deger iki tekrarm ortalamasidir. Parantez i¢indeki degerler standart sapmalari
(On-1) gostermektedir.

Suslar pH oD EtOH EtOH Glukoz
(600 nm) (9/100 ml) (% vIv) (% wiv)
FBR5S 62 (0.02) 7.26 (0.10) 3.82 (0.10) 4.84 (0.13) 0.00 (0.00)
TS3 59 (0.01) 750 (0.13) 416 (0.04) 527 (0.07) 0.00 (0.00)
TS4 6.2 (0.02) 6.48 (0.05) 4.00 (0.28) 5.06 (0.35) 0.00 (0.00)
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Sekil 4.8: Biiyilk hacimde, mikroaerobik ve antibiyotikli kosullarda, LBG
besiyerinde, her iinite hiicre biyokiitlesi basina iiretilen etanol miktarlar1 (g etanol x
100 mI™ besiyeri / OD). Her deger iki tekrarm ortalamasidir. Hata gubuklar: standart
sapmalar1 (8,.1) gostermektedir.
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Antibiyotik icermeyen LBG besiyerinde, mikroaerobik, antibiyotiksiz kosulda
ve biiylikk hacimde biyiitiilen kiiltiirlerde, iiremenin 48. saati sonundaki pH
degerlerinde en fazla azalmanimn TS3 susu ile (p < 0.05) oldugu tespit edildi. Toplam
hiicre sayimlar1 i¢cin, OD 600 nm’de yapilan 6l¢iim sonuglarinda, TS3 susunun en
yiiksek degere sahip oldugu goriildii. Etanol iiretiminin (% w/v; % v/v), FBR5 susu
ile tiretilenden TS3 susu ile % 13 (p > 0.05), TS4 susu ile ise % 6 (p > 0.05) daha
fazla oldugu belirlendi (Cizelge 4.8). Her {inite hiicre biyokiitlesi basma etanol
iiretiminin (g etanol x 100 mI™ besiyeri / OD), FBRS susu ile iiretilenden daha fazla
olacak sekilde, TS3 ile % 12 (p > 0.05 ) ve TS4 susu ile % 10 (p > 0.05) daha fazla
oldugu belirlendi. (Sekil 4.9). VHb ekspresyonunun (nmol/g yas agirlik) en fazla
TS4 susunda 659 nmol/g (p = 0.01) miktarda oldugu goriildi (Sekil 4.10).
Besiyerindeki glukozun tiim suslar tarafindan tiiketildigi tespit edildi (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8: Biiyiik hacimde, mikroaerobik ve antibiyotiksiz kosullarda FBRS, TS3
ve TS4 suslarinin % 8 (w/v) glukoz igeren LBG besiyerinde 48. saat sonunda pH,
OD (600 nm), etanol (% w/v; % v/v) ve besiyerinde kalan glukoz miktarlar1 (%
w/v). Her deger iki tekrarin ortalamasidir. Parantez icindeki degerler standart
sapmalar1 (8,.1) gostermektedir.

Suglar pH oD EtOH EtOH Glukoz
(600 nm) (9/100 ml) (% viv) (% wiv)
FBR5 6.2 (0.30) 7.22 (0.13) 3.76 (0.25) 477 (0.32) 0.00 (0.00)
TS3 5.7 (0.29) 7.34 (0.27) 4.25 (0.28) 5.58 (0.36) 0.00 (0.00)
TS4 6.2 (0.18) 7.00 (0.17) 3.99 (0.53) 5.05 (0.67) 0.00 (0.00)
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Sekil 4.9: Biiyiik hacimde, mikroaerobik ve antibiyotiksiz kosullarda, LBG
besiyerinde, her {inite hiicre biyokiitlesi basina iiretilen etanol miktarlar1 (g etanol x
100 ml™ besiyeri / OD). Her deger iki tekrarmn ortalamasidir. Hata ¢ubuklar1 standart
sapmalar1 (8y.1) gostermektedir.



1200
949
1000
_ I
of 7?5
800
E 1 659
£ 600 — ‘
= 420 BTS3
D 400 * 291 — TS4
-
200 102 = . 154
, 1l  mim | | ] |
Aerobik Aerobik Mikroaerobik Mikroaerobik
Antibiyotikli  Antibiyotiksiz = Antibiyotikli  Antibiyotiksiz

Sekil 4.10: LBG besiyerinde biiylik hacimde farkli kosullarda biiyiitiilen kiiltiirlerin
VHb ekspresyon degerleri (nmol/g yas agirlik). Her deger iki tekrarin ortalamasidir.
Hata ¢ubuklar1 standart sapmalar1 (6,.1) gostermektedir.

4.2. Patates Isleme Atik Suyu Hidrolizat1 ile Hazirlanan

Besiyerlerindeki Etanol Uretimleri

4.2.1. Kiiciik Hacimli-Aerobik Kiiltiirler

FBRS5, TS3, TS4 ve TS5 suslarinin pH degerleri, hiicre yogunluklar1 (ODggo),
etanol tretimleri (% wi/v; % v/v), VHb ekspresyonlar1 (nmol/g yas agirlik) ve
besiyerinde kalan glukoz miktarlar1 (% wi/v), 250 ml’lik erlenler igerisinde 50 ml
olacak sekilde hazirlanan, % 7-8 (w/v) glukoz igeren patates isleme atik suyu
hidrolizat1 kullanilarak hazirlanmig besiyeri (PASH, pH 7.0) ile aerobik olarak,
uygun antibiyotikleri igeren ve icermeyen kosullarda, 180 rpm ¢alkalama hizinda, 37

°C sicaklikta, 48 saatlik inkiibasyon sonunda incelendi.

Uygun antibiyotikleri igeren PASH besiyerinde, aerobik kosulda biiyiitiilen
kiiltiirlerde, tiremenin 48. saat sonundaki pH degerlerinde benzer azalmalar belirlendi
(p <0.05). Toplam hiicre sayimlar1 i¢in, OD 600 nm’de yapilan 6l¢iim sonuclarinda,
en yliksek degerin TS3 susu ile oldugu gozlendi. Etanol tiretimi (% w/v; % v/v) TS5
susu ile tespit edilemezken, diger suslarda benzer degerler (p > 0.05) elde edildi
(Cizelge 4.9). Her tnite hiicre biyokiitlesi basina iiretilen etanol miktarlar1 (g etanol x

100 ml™ besiyeri / OD) incelendiginde, TS3 ve TS4 suslar1 ile FBR5 susuna oranla



60

onemli bir artig (p > 0.05) gozlenemedi (Sekil 4.11). Bu kosullardaki VHb
ekpresyonlar1 (nmol/g yas agirlik) TS3 ve TS4 suslarinda glukoz ile ayn1 kosullarda
elde edilen degerlerden (Sekil 4.5) daha fazla (p > 0.05) bulundu. Bu kosullardaki
VHb ekpresyonlarinin, glukoz ile ayni kosullarda elde edilen degerlerden (Sekil 4.5)
daha fazla (p < 0.05) oldugu tespit edildi (Sekil 4.15). Kiiltiir ortaminda bulunan
glukozun FBRS, TS3 ve TS4 suslar1 ile hemen hemen tamamin tiikkendigi, ancak

TS5 susu tarafindan yaklagik sadece % 42’sinin tiiketildigi belirlendi (Cizelge 4.9).

Cizelge 4.9: Aerobik, antibiyotikli kosullarda FBRS, TS3, TS4 ve TS5 suslarmin
PASH ile hazirlanan ve % 7-8 (w/v) glukoz iceren besiyerinde 48. saat sonundaki
pH, OD (600 nm), etanol (% wi/v; % v/v) ve besiyerinde kalan glukoz miktarlart (%
w/v). Her deger iki tekrarin ortalamasidir. Parantez icindeki degerler standart
sapmalar1 (0n-1) gostermektedir.

Suslar pH oD EtOH EtOH Glukoz
(600 nm) (9/100 ml) (% viv) (% wiv)
FBR5 5.4 (0.05) 6.50 (0.35) 2.67 (0.06) 3.38 (0.07) 0.00 (0.00)
TS3 53 (0.00) 6.90 (0.35) 2.68 (0.04)  3.40 (0.05)  0.00 (0.00)
TS4 5.6 (0.15) 6.61 (0.14) 257 (0.27) 326 (0.36)  0.00 (0.00)
TS5 51 (0.04) 2.70 (0.03) 0.00 (0.00)  0.00 (0.00) 461 (0.61)
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Sekil 4.11: Aerobik, antibiyotikli kosullarda, PASH ile hazirlanan besiyerinde, her
{inite hiicre biyokiitlesi basma iiretilen etanol miktarlar1 (g etanol x 100 ml™ besiyeri /
OD). Her deger iki tekrarin ortalamasidir. Hata ¢ubuklar1 standart sapmalari (dp-1)
gostermektedir.
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Antibiyotik icermeyen, PASH besiyerinde, aerobik kosulda biiyiitiilen
kiiltiirlerde, biliylimenin 48. Saati sonundaki pH degerlerinde benzer azalmalar
belirlendi (p < 0.05). Toplam hiicre sayimlar1 i¢in, OD 600 nm’de yapilan 6l¢iim
sonuglarinda, en yiiksek degerin TS3 susu ile oldugu gozlendi. Etanol tiretimi (%
wiv; % v/v) en fazla TS3 susu ile elde edilmesine ragmen, FBRS susunun iirettigi
etanol miktari ile arasinda 6nemli bir fark (p > 0.05) goriilmedi (Cizelge 4.10). Her
{inite bagma iretilen etanol miktarlar1 (g etanol x 100 ml* besiyeri / OD)
incelendiginde, TS3 ve TS4 suslar1 ile FBRS susuna gére 6nemli bir artis (p > 0.05)
bulunamadi (Sekil 4.12). Bu kosullardaki VHb ekpresyonlarmin, glukoz ile aym
kosullarda elde edilen degerlerden (Sekil 4.5) daha fazla (p < 0.05) oldugu tespit
edildi (Sekil 4.15). Kiiltiir ortaminda bulunan glukozun FBRS, TS3 ve TS4 suslari ile
tamaminin tiikkendigi, ancak TS5 susu tarafindan yaklasik sadece % 39’unun

tiiketildigi belirlendi (Cizelge 4.10).

Cizelge 4.10: Aerobik, antibiyotiksiz kosullarda FBR5, TS3, TS4 ve TS5 suslarinin
PASH ile hazirlanan ve % 7-8 (w/v) glukoz iceren besiyerinde 48. saat sonundaki
pH, OD (600 nm), etanol (% wi/v; % v/v) ve besiyerinde kalan glukoz miktarlar1 (%
w/v). Her deger iki tekrarm ortalamasidir. Parantez ic¢indeki degerler standart
sapmalar1 (05-1) gostermektedir.

Suglar pH OD EtOH EtOH Glukoz

(600 nm) (9/100 ml) (% viv) (% wiv)
FBR5 54 (0.05) 6.55 (0.25) 217 (0.16) 270 (0.20)  0.00 (0.00)
TS3 5.3 (0.00) 7.05 (0.15) 222 (0.14) 280 (0.18)  0.00 (0.00)
TS4 5.4 (0.00) 6.65 (0.15) 1.85 (0.12) 235 (0.15)  0.00 (0.00)

TS5 52 (0.04) 318 (0.03) 001 (0.00) 0.02 (0.00) 4.88 (0.41)
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Sekil 4.12: Aerobik, antibiyotiksiz kosullarda, PASH ile hazirlanan besiyerinde, her
{inite hiicre biyokiitlesi basma iiretilen etanol miktarlar1 (g etanol x 100 mI™ besiyeri /
OD). Her deger iki tekrarin ortalamasidir. Hata ¢ubuklar1 standart sapmalari (dp-1)
gostermektedir.

4.2.2. Kiiciik Hacimli-Mikroaerobik Kiiltiirler

FBRS, TS3, TS4 ve TS5 suslarmm pH degerleri, hiicre yogunluklar1 (ODggo),
etanol tretimleri (% wi/v; % v/v), VHb ekspresyonlar1 (nmol/g yas agirlik) ve
besiyerinde kalan glukoz miktarlar1 (% w/v), 100 ml’lik erlenler icerisinde 80 ml
olacak sekilde hazirlanan, % 7-8 (w/v) glukoz igeren patates isleme atik suyu
hidrolizat1 kullanilarak hazirlanmis besiyeri (PASH, pH 7.0) ile mikroaerobik olarak,
uygun antibiyotikleri igeren ve icermeyen kosullarda, 180 rpm ¢alkalama hizinda, 37

°C sicaklikta, 48 saatlik inkiibasyon sonunda incelendi.

Uygun antibiyotikleri iceren PASH besiyerinde mikroaerobik kosulda
biiyiitiilen kiiltiirlerde, iiremenin 48. saati sonundaki pH degerlerinde benzer
azalmalar (p< 0.05) belirlendi. Toplam hiicre sayimlar1 i¢in, OD 600 nm’de yapilan
Olgtim sonuglarinda, en fazla degerin TS3 susu ile oldugu bulundu. Etanol iiretiminin
(% wiv; % v/v), FBRS susuna gore TS3 susu ile % 15 (p = 0.02) ve TS4 susu ile ise
% 11 (p = 0.01) daha fazla oldugu belirlendi (Cizelge 4.11). Her finite hiicre
biyokiitlesi basma etanol {iretiminin (g etanol x 100 ml™ besiyeri / OD), FBR5 susuna
gore, TS4 susu ile % 20 daha fazla (p = 0.01) oldugu goriildii (Sekil 4.13). VHb
ekpresyonlar1 (nmol/g yas agirlik), TS3 ve TS4 suslar ile glukoz ile ayn1 kosullarda
elde edilen degerlerden (Sekil 4.5) daha az (p < 0.05) bulundu (Sekil 4.15). Kiiltiir
ortaminda bulunan glukozun hemen tamami FBRS, TS3 ve TS4 suslar1 tiiketirken,

TS5 susunun ancak % 26’sm1 (w/v) tiikkettigi belirlendi (Cizelge 4.11).
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Cizelge 4.11: Mikroaerobik, antibiyotikli kosullarda FBRS, TS3, TS4 ve TS5
suslarinin PASH ile hazirlanan ve % 7-8 (w/v) glukoz iceren besiyerinde 48. saat
sonundaki pH, OD (600 nm), etanol (% w/v; % v/v) ve besiyerinde kalan glukoz
miktarlart (% w/v). Her deger iki tekrarin ortalamasidir. Parantez i¢indeki degerler
standart sapmalari (3p-1) gostermektedir.

Suslar pH oD EtOH EtOH Glukoz
(600 nm) (9/100 ml) (% viv) (% wiv)
FBR5 56 (0.05) 863 (0.01) 257 (0.01) 326 (0.02)  0.00 (0.00)
TS3 5.5 (0.04) 9.17 (0.01) 2.96 (0.08) 3.76 (0.10) 0.00 (0.00)
TS4 5.8 (0.06) 7.90 (0.08) 2.86 (0.04) 3.62 (0.05) 0.00 (0.00)
TS5 5.6 (0.61) 3.01 (0.53) 0.08 (0.02) 0.10 (0.03) 593 (1.13)
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Sekil 4.13: Mikroaerobik, antibiyotikli kosullarda, PASH ile hazirlanan besiyerinde,
her {inite hiicre biyokiitlesi basma iiretilen etanol miktarlar: (g etanol x 100 ml™
besiyeri / OD). Her deger iki tekrarin ortalamasidir. Hata g¢ubuklar1 standart
sapmalar1 (8,.1) gostermektedir.

Antibiyotik icermeyen, PASH besiyerinde, mikroaerobik kosulda biiyiitiilen
kiiltiirlerde, tiremenin 48. saati sonunda FBRS5, TS3 ve TS4 suslarinn pH
degerlerinde benzer azalmalar goriilirken, TS5 susu ile daha yiiksek bir deger
belirlendi (p < 0.05). Toplam hiicre sayimlar1 i¢gin, OD 600 nm’de yapilan 6l¢iim
sonuclarinda, en fazla degerin TS3, en az degerin ise TS5 susu ile oldugu gozlendi.
Etanol tiretiminin (% w/v; % v/v), TS5 susu ile en az, TS3 ve TS4 suslar1 ile ise
benzer sekilde en fazla oldugu belirlendi (Cizelge 4.12). FBRS susuna gore, TS3
susu ile % 15 (p = 0.05) ve TS4 susu ile % 16 (p = 0.04) daha fazla etanol tiretimi

belirlendi (% w/v; % v/v). Her inite hiicre biyokiitlesi bagina etanol tiretimi (g etanol
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x 100 ml™ besiyeri / OD), FBR5 susundan TS3 susu ile % 12 (p > 0.05), TS4 susu ile
ise % 36 (p = 0.02) daha fazla saptandi (Sekil 4.14). Bu kosullardaki VHb
ekpresyonlar1 (nmol/g yas agirlik), TS3 ve TS4 suslarinda, glukoz ile ayn1 kosullarda
elde edilen degerlerden (Sekil 4.5) farkli (p > 0.05) bulunmad1 (Sekil 4.15). Kiiltiir
ortaminda bulunan glukozun tamamint FBRS, TS3 ve TS4 suslari tiiketirken, TS5
susunun yaklasik % 16’simn1 (w/v) tiikettigi belirlendi (Cizelge 4.12).

Cizelge 4.12: Mikroaerobik, antibiyotiksiz kosullarda FBRS, TS3, TS4 ve TS5
suslarmin PASH ile hazirlanan ve % 7-8 (w/v) glukoz igeren besiyerinde 48. saat
sonundaki pH, OD (600 nm), etanol (% wi/v; % v/v) ve besiyerinde kalan glukoz
miktarlart (% w/v). Her deger iki tekrarin ortalamasidir. Parantez i¢indeki degerler
standart sapmalar1 (dn-1) gostermektedir.

Suslar pH oD EtOH EtOH Glukoz
(600 nm) (9/100 ml) (% viv) (% wiv)
FBRS 56 (0.04) 8.82 (0.44) 2.93 (0.15) 3.72 (0.18) 0.00 (0.00)
TS3 55 (0.01) 9.20 (0.30) 3.37 (0.08) 432 (0.10) 0.00 (0.00)
TS4 58 (0.08) 7.56 (0.04) 3.39 (0.08) 431 (0.10) 0.00 (0.00)
TS5 6.3 (0.41) 230 (0.27) 0.07 (0.03) 0.08 (0.04) 6.70 (0.30)
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Sekil 4.14: Mikroaerobik, antibiyotiksiz kosullarda, PASH ile hazirlanan
besiyerinde, her {inite hiicre biyokiitlesi basina iiretilen etanol miktarlar1 (g etanol x
100 ml™ besiyeri / OD). Her deger iki tekrarin ortalamasidir. Hata gubuklari standart
sapmalar1 (8,.1) gostermektedir.
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Sekil 4.15: PASH besiyerinde, kiiclik hacimde farkli kosullarda biiyiitiilen kiiltiirlerin
VHb ekspresyon degerleri (nmol/g yas agirlik). Her deger iki tekrarin ortalamasidir.
Hata ¢ubuklar1 standart sapmalar1 (6,.1) gostermektedir.

4.2.3. Biiyiik Hacimli-Aerobik Kiiltiirler

FBR5, TS3 ve TS4 suslarmin pH degerleri, hiicre yogunluklari (ODggo), etanol
iretimleri (% w/v; % v/v), VHb ekspresyonlar1 (nmol/g yas agirlik) ve besiyerinde
kalan glukoz miktarlar1 (% wi/v), 1000 ml’lik erlenler igerisinde 200 ml olacak
sekilde hazirlanan, % 7-8 (w/v) glukoz igeren patates isleme atik suyu hidrolizati
kullanilarak hazirlanmis besiyeri (PASH, pH 7.0) ile aerobik olarak, uygun
antibiyotikleri igeren ve igermeyen kosullarda, 180 rpm calkalama hizinda, 37 °C

sicaklikta, 48 saatlik inkiibasyon sonunda incelendi.

Uygun antibiyotikleri iceren PASH besiyerinde, aerobik kosulda ve biiyiik
hacimde biiyiitillen kiiltiirlerde, biiylimenin 48. saati sonundaki pH degerlerinde
benzer azalmalar belirlendi (p < 0.05). Toplam hiicre saymmlar1 i¢in, OD 600 nm’de
yapilan 6l¢lim sonuclarinda, en fazla degerin TS3 susunda oldugu gdzlendi. Etanol
tiretiminin (% w/v, % v/v), FBRS susu ile tiretilene gore TS3 susu ile % 4 (p > 0.05)
ve TS4 susu ile ise % 8 (p > 0.05) daha fazla oldugu belirlendi (Cizelge 4.13). Her
{inite hiicre biyokiitlesi basma iiretilen etanol miktarlar1 (g etanol x 100 ml™ besiyeri /
OD) incelendiginde, TS4 susu ile FBRS susuna gore % 15 oraninda bir artig (p =
0.03) gortildii (Sekil 4.16). Bu kosullardaki VHb ekpresyonlar1 (nmol/g yas agirlik)
TS3 ve TS4 suslarinda glukoz ile ayni kosullarda elde edilen degerlerden (Sekil 4.10)
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daha az (p > 0.05) bulundu (Sekil 4.20). Kiiltiir ortaminda bulunan glukozun FBRS,
TS3 ve TS4 suslari ile tamaminin tiiketildigi tespit edildi (Cizelge 4.13).

Cizelge 4.13: Biiyiik hacimde, aerobik ve antibiyotikli kosullarda FBRS, TS3 ve TS4
suslarinin PASH ile hazirlanan ve % 7-8 (w/v) glukoz igeren besiyerinde 48. saat
sonundaki pH, OD (600 nm), etanol (% wi/v; % v/v) ve besiyerinde kalan glukoz
miktarlar1 (% w/v). Her deger iki tekrarin ortalamasidir. Parantez i¢indeki degerler
standart sapmalari1 (8,.1) gostermektedir.

Suslar pH oD EtOH EtOH Glukoz
(600 nm) (9/100 ml) (% viv) (% wiv)

FBR5 577 (0.02) 824 (0.06) 2.80 (0.08)  3.48 (0.10)  0.00 (0.00)
TS3 577 (0.18) 9.03 (0.03) 290 (0.09) 368 (0.11)  0.00 (0.00)
TS4 583 (0.02) 7.99 (0.05) 303 (0.12) 3.85 (0.15)  0.00 (0.00)
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Sekil 4.16: Biiyiik hacimde, aerobik ve antibiyotikli kosullarda, PASH ile hazirlanan
besiyerinde, her {inite hiicre biyokiitlesi basina iiretilen etanol miktarlar1 (g etanol x
100 ml™ besiyeri / OD). Her deger iki tekrarin ortalamasidir. Hata cubuklar: standart
sapmalari (8,-1) gostermektedir.

Antibiyotik icermeyen PASH besiyerinde, aerobik kosulda ve biiylik hacimde
biiyiitiilen kiiltlirlerde tiremenin 48. saati sonundaki pH degerlerinde benzer
azalmalar belirlendi (p < 0.05). Toplam hiicre sayimlar1 i¢in, OD 600 nm’de yapilan
Olglim sonuclarinda, en fazla degerin FBRS5 susu ile oldugu goriildi. Etanol
tiretiminin (% w/v; % v/v) TS3 susu ile FBR5 susu ile tiretilenden % 19 daha fazla (p

= 0.04) oldugu tespit edildi (Cizelge 4.14). Her iinite hiicre biyokiitlesi basma
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iiretilen etanol miktarlar1 (g etanol x 100 mlI™* besiyeri / OD) incelendiginde, FBR5
susuna gore, TS3 susu ile % 29 (p = 0.02) ve TS4 susu ile % 10 (p > 0.05) oraninda
bir artig goriildii (Sekil 4.17). Bu kosullardaki VHb ekpresyonlarinin (nmol/g yas
agirlik) glukoz ile ayni kosullarda elde edilen degerlerden (Sekil 4.10) daha az
oldugu (p < 0.05) tespit edildi (Sekil 4.20). Kiiltiir ortaminda bulunan glukozun tiim
suslar tarafindan tiiketildigi belirlendi (Cizelge 4.14).

Cizelge 4.14: Biiyik hacimde, aerobik ve antibiyotiksiz kosullarda FBRS, TS3 ve
TS4 suslarinin PASH ile hazirlanan ve % 7-8 (w/v) glukoz igeren besiyerinde 48.
saat sonundaki pH, OD (600 nm), etanol (% w/v; % v/v) ve besiyerinde kalan
glukoz miktarlart (% w/v). Her deger iki tekrarin ortalamasidir. Parantez i¢cindeki
degerler standart sapmalari (d,-1) gostermektedir.

Suglar pH OD EtOH EtOH Glukoz
(600 nm) (9/100 ml) (% viv) (% wiv)

FBR5  4.64 (0.08) 713 (0.03) 224 (0.10) 284 (0.13) 154 (0.26)
TS3 491 (0.05) 655 (0.15) 266 (0.15) 3.37 (0.19) 1.65 (0.19)

TS4 475 (0.09) 686 (0.12) 221 (0.15) 281 (0.25) 252 (0.75)
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Sekil 4.17: Biiyiikk hacimde, aerobik ve antibiyotiksiz kosullarda, PASH ile
hazirlanan besiyerinde, her iinite hiicre biyokiitlesi basima iiretilen etanol miktarlar1
(g etanol x 100 ml™* besiyeri / OD). Her deger iki tekrarm ortalamasidir. Hata
cubuklari standart sapmalari (8p-1) gostermektedir.
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4.2.4. Biiyiik Hacimli-Mikroaerobik Kiiltiirler

FBR5, TS3 ve TS4 suslarmin pH degerleri, hiicre yogunluklari (ODeggo), etanol
tretimleri (% w/v; % v/v), VHb ekspresyonlar1 (nmol/g yas agirlik) ve besiyerinde
kalan glukoz miktarlar1 (% w/v), 1000 ml’lik erlenler igerisinde 800 ml olacak
sekilde hazirlanan, % 7-8 (w/v) glukoz igeren patates isleme atik suyu hidrolizati
kullanilarak hazirlanmig besiyeri (PASH, pH 7.0) ile mikroaerobik olarak, uygun
antibiyotikleri iceren ve igermeyen kosullarda, 180 rpm ¢alkalama hizinda, 37 °C

sicaklikta, 48 saatlik inkiibasyon sonunda incelendi.

Uygun antibiyotikleri iceren, PASH besiyerinde, mikroaerobik kosulda ve
biiyiik hacimde biiyiitiilen kiiltiirlerde, tiremenin 48. saati sonundaki pH degerlerinde
en fazla azalma TS3 susu ile goriildii (p < 0.05). Toplam hiicre sayimlar1 i¢in, OD
600 nm’de yapilan Glgim sonuglarinda, en yiiksek deger TS3 susu ile belirlendi.
Etanol tiretimi (% w/v; % Vv/v) ise en yiikksek TS4 susu ile (p = 0.00) tespit edildi
(Cizelge 4.15). FBRS5 susuna gore TS3 susu ile % 5 (p = 0.02) ve TS4 susu ile % 11
(p = 0.01) daha fazla etanol iiretimi belirlendi (Cizelge 4.15). Her {inite hiicre
biyokiitlesi basina etanol iiretiminin (g etanol x 100 ml™ besiyeri / OD) FBR5 susuna
gbre, TS4 susu ile % 9 daha fazla (p = 0.01) oldugu goriildi (Sekil 4.18). VHb
ekpresyonlarmin (nmol/g yas agirlik) TS3 ve TS4 susu ile glukoz ile ayn1 kosullarda
elde edilen degerlerden daha az (p < 0.05) oldugu belirlendi (Sekil 4.20). Kiiltiir
ortaminda bulunan glukozun tamamini FBRS, TS3 ve TS4 suslarmin tiikettikleri
belirlendi (Cizelge 4.15).

Cizelge 4.15: Biiylik hacimde, mikroaerobik ve antibiyotikli kosullarda FBRS, TS3
ve TS4 suslariin PASH ile hazirlanan ve % 7-8 (w/v) glukoz iceren besiyerinde 48.
saat sonundaki pH, OD (600 nm), etanol (% wi/v; % v/v) ve besiyerinde kalan
glukoz miktarlar1 (% w/v). Her deger iki tekrarin ortalamasidir. Parantez i¢indeki
degerler standart sapmalari (6n-1) gostermektedir.

Suglar pH oD EtOH EtOH Glukoz
(600 nm) (9/100 ml) (% vIv) (% wiv)

FBR5 6.0 (0.02) 671 (0.08)  3.66 (0.00) 4.64 (0.00) 0.0 (0.00)
TS3 581 (0.01)  7.00 (0.02)  3.83 (0.03) 485 (0.04) 0.0 (0.00)

TS4 616 (0.02) 695 (0.07)  4.08 (0.02) 517 (0.03)  0.00 (0.00)
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Sekil 4.18: Biiyiilk hacimde, mikroaerobik ve antibiyotikli kosullarda, PASH ile
hazirlanan besiyerinde, her iinite hiicre biyokiitlesi basina iiretilen etanol miktarlar1
(g etanol x 100 ml" besiyeri / OD). Her deger iki tekrarm ortalamasidir. Hata
cubuklar1 standart sapmalari (8p-1) gostermektedir.

Antibiyotik igermeyen PASH besiyerinde, mikroaerobik kosulda ve biiyiik
hacimde biiyiitiilen kiiltiirlerde, iiremenin 48. saati sonundaki degerlerinde benzer
azalmalar belirlendi (p < 0.05). Toplam hiicre sayimlar1 i¢in, OD 600 nm’de yapilan
Olciim sonuclarinda, en fazla degerin FBRS susunda oldugu gozlendi. Etanol
iretiminin FBRS susuna gore, TS3 susu ile % 17 (p = 0.05) ve TS4 susu ile % 18
daha fazla (p = 0.04) oldugu belirlendi (Cizelge 4.16). Her iinite hiicre biyokiitlesi
basina iiretilen etanol miktarlarinin (g etanol x 100 ml™ besiyeri / OD), FBR5 susuna
gore TS3 susu ile % 17 (p=0.05) ve TS4 susu ile % 48 (p = 0.03) daha fazla oldugu
tespit edildi (Sekil 4.19). Bu kosullardaki VHb ekpresyonlarmin (nmol/g yas agirlik)
TS3 ve TS4 suslarinda glukoz ile ayni kosullarda elde edilen degerlerden (Sekil 4.10)
fazla farkli olmadigi (p > 0.05) goriildii (Sekil 4.20). Kiltlir ortamimda bulunan
glukozun FBRS, TS3 ve TS4 suslar1 ile tamamimin tiikendigi tespit edildi (Cizelge
4.16).
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Cizelge 4.16: Biiyiik hacimde, mikroaerobik ve antibiyotiksiz kosullarda FBRS, TS3
ve TS4 suslarinin PASH ile hazirlanan ve % 7-8 (w/v) glukoz iceren besiyerinde 48.
saat sonundaki pH, OD (600 nm), etanol (% w/v; % v/v) ve besiyerinde kalan
glukoz miktarlar1 (% w/v). Her deger iki tekrarin ortalamasidir. Parantez igindeki
degerler standart sapmalar1 (8,.1) gostermektedir.

Suslar pH oD EtOH EtOH Glukoz
(600 nm) (9/100 ml) (% viv) (% wiv)

FBR5 572 (0.28) 674 (0.13) 418 (0.17) 529 (0.23)  0.00 (0.00)
TS3 554 (0.34) 669 (0.18) 488 (0.18)  6.18 (0.24)  0.00 (0.00)

TS4 542 (055 542 (0.25) 494 (0.38) 627 (046) 0.0 (0.00)
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Sekil 4.19: Biiyiik hacimde, mikroaerobik ve antibiyotiksiz kosullarda, PASH ile
hazirlanan besiyerinde, her {inite hiicre biyokiitlesi bagina iiretilen etanol miktarlar1
(g etanol x 100 ml* besiyeri / OD). Her deger iki tekrarn ortalamasidir. Hata
cubuklar1 standart sapmalar1 (8p-1) gostermektedir.
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Sekil 4.20: PASH besiyerinde, biiyiik hacimde farkli kosullarda biiyiitiilen
kiiltiirlerin VHb ekspresyon degerleri(nmol/g yas agirlik). Her deger iki tekrarin
ortalamasidir. Hata ¢ubuklar1 standart sapmalar1 (3n.1) gostermektedir.

VHb ekspresyonunun (TS3 ve TS4 suslarinda), kontrol susuna goére, PASH
iceren ortamlarda ve farkli kosullarda, etanol miktarlar1 (% w/v; % v/v) ve her linite
hiicre biyokiitlesi basina iiretilen etanol (EtOH/OD) degerleri agisindan, glukoz ile
ayni kosullarda elde edilenden daha fazla artis sagladigi tespit edildi.

4.3. Rekombinant Hiicrelerdeki Plazmid Kararhhg:

Antibiyotiksiz kosullarda biiyiitiilen kiiltiirlerin, 48 saat sonundaki plazmid
kararliliginin belirlenebilmesi i¢in seri diliisyonlar hazirland1 ve uygun diliisyondan
antibiyotiksiz LB agarlara ekim yapildi. 37 °C sicaklikta, 24 saat biiyiitiilen koloniler
steril kiirdanlar vasitasi ile uygun antibiyotikleri iceren LBK kat1 besiyerine ekildi.
Yine 37 °C sicaklikta, 24 saat biiyiitillen koloniler sayildi ve tiim antibiyotiksiz
kosullarda, TS3 susunun % 50, TS4 susunun ise % 100 plazmid kararlilig1 gosterdigi

belirlendi.
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5. TARTISMA

Bu tez kapsaminda, E. coli suslar1 (NZN111 ve FBRS5) ve bu suslardan pdc,
adhb ve vgb icerecek sekilde gelistirilen TS3, TS4 ve TSS suslarmnin farkli
havalandirma kosullarinda, glukoz veya patates isleme atik suyu hidrolizati ile
hazirlanan, antibiyotikli ve antibiyotiksiz besiyerlerindeki biyoetanol iiretim

Ozellikleri incelendi.

Daha onceki ¢alismalarda, VHb ekspresyonu yapmak iizere gelistirilen
rekombinant bakteriler arasinda biitandiol ve asetoin gibi fermentasyon iiriinlerinin
de yer aldig1 birgok metabolitin iiretiminin arttig1 belirlenmistir (Geckil et al., 2004).
Ayrica, VHb’nin Saccharomyces cerevisiae’de etanol iiretimini arttirdigi
bildirilmistir (Chen et al., 1994). Ancak VHb’nin etanol iiretimindeki fizyolojik ve

biyokimyasal etkileri tamamen aydinliga kavugmamastir.

Gida isleme sanayisi atik suyundaki lignoseliilozik materyallerin seliiloz ve
hemiseliiloz kisimlar1 fermente edilebilir sekerlerden glukoz (%49), ksiloz (%18) ve
arabinoz (%3) (Mohagheghi et al., 2000) icermektedir. Patates isleme atik suyu ise
hidrolizi ile glukoza doniisebilen 6nemli bir nisasta kaynagidir. E. coli FBRS susu bu
ii¢ sekeri de fermente edebilmektedir (Dien et al., 2000). Buna dayanarak, bu tez
calismasinda, E. coli’nin fizyolojisi, biyokimyasi, molekiiler biyolojisi ve VHb
konusundaki pratik uygulamalar1 oldukga iyi bilindigi i¢in, VHb ekspresyonu yapan
vgb ile transforme edilmis E. coli FBRS suslar1 (TS3, TS4 ve TS5) kullanild.

Bu ¢alismada, VHb ekspresyonunun, aerobik ve mikroaerobik kosullarda, LBG
(glukoz; % 8, wiv) veya PASH igeren (glukoz; % 7-8, w/v) besiyerlerinde, hem
etanol miktarmin hem de her iinite hiicre biyokiitlesi basina etanol iiretiminin

artmasina neden oldugu goriildii.

LBG besiyerinde, mikroaerobik kosullarda, antibiyotik igeren biiytlik dlgekli
ortamlarda, 48 saatlik inkiibasyon sonunda, etanol iiretiminin, FBRS susuna gore,
TS3 susu ile % 13 daha fazla oldugu belirlendi. Hem kiiciik hem de biiyiik 6lcekli
LBG besiyerinde, aerobik olarak biiytitiilen kiiltiirlerde, her {inite hiicre biyokiitlesi
basina etanol liretiminde, en yliksek degerler TS3 susu yaklagik % 18 daha fazla
olarak elde edildi. Mikroaerobik kosullarda, antibiyotik igermeyen, kiiglik 6lgekli
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LBG besiyerinde her iinite hiicre biyokiitlesi bagina etanol liretimi i¢in en yiiksek

degerler ise, FBRS susuna gore, TS3 susu ile % 24 daha fazla olarak belirlendi.

Elde edilen sonuglara gore, en fazla etanol tiretimi, biiyiik 6lcekli PASH igeren
antibiyotiksiz ortamlarda, 48 saat siiren mikroaerobik inkiibasyonun sonunda, FBR5
susu ile elde edilenden, TS3 susu ile % 17 ve TS4 susu ile % 18 daha fazla olacak
sekilde saglandi. Her {inite hiicre biyokiitlesi basina etanol iiretimi igin ise en yiiksek
degerler, biiyiik 6lcekli PASH igeren antibiyotiksiz ortamlarda, 48 saat siiren
mikroaerobik inkiibasyonun sonunda, yine FBRS susu ile elde edilenden, TS3 susu

ile % 17 ve TS4 susu ile % 48 daha fazla olarak belirlendi.

Sanny ve arkadaglarmm (2010) yaptiklar1 bir ¢alismada da E. coli FBR5, TS3
ve TS4 suslar1 kullanilmis ve mikroaerobik kosullarda, % 8 (w/v) glukoz veya ksiloz
ya da % 20 misir hidrolizat1 iceren LB besiyerinde iiretilen kiiltiirlerde, diistik
seviyelerde VHb ekspresyonu yapan TS3 susunun, FBRS susundan daha fazla etanol
iirettigi belirlenmistir. Ayn1 ¢calismada, VHb ekspresyonunun ksilozdan etanol
iiretimini arttirdig1, glukozdan ise az miktarda arttirabildigi gosterilmistir.
Aragtirmacilar, VHb ekspresyonunun glukoz (% 8, w/v) iceren LB besiyerinde,
kiiciik 6lgekli ortamda % 30, ksiloz (% 8, w/v) igeren LB besiyerinde % 119 ve
mustr hidrolizat1 (% 20, w/v) igeren LB besiyerinde % 59 oraninda etanol iiretimini
arttirdigini belirlemiglerdir. Calismanin devaminda, 2 litrelik fermentérlerde, glukoz
(% 8, w/v) iceren LB besiyerinde denemelerde, TS3 susunun % 10 daha fazla etanol
iirettigini tespit etmislerdir. Bu tez calismasinda, yukarida s6z edilen ¢alismadaki
verilere uygun bir sekilde, % 8 (w/v) glukoz igeren kii¢giik dlcekli ve biiylik 6lcekli
LBG besiyerinde etanol liretimi genellikle en fazla TS3 susu ile elde edildi. Ancak
PASH besiyeri ile kii¢lik 6l¢ekli ve mikroaerobik denemelerde, VHb
ekspresyonunun, TS3 ve TS4 suslar1 ile yaklasik % 16 etanol iiretimini arttirdig1; her
iinite hiicre biyokiitlesi basina etanol liretimini ise en fazla TS4 susu ile yaklasik %
36 oraninda arttig1 saptandi. Ayrica PASH besiyeri ile biiyiik 6l¢ekli denemelerde,
yine FBRS susuna gore, TS3 ve TS4 suslari ile yaklasik % 18 oraninda etanol
iiretiminin arttig1 ancak her {inite hiicre biyokiitlesi basina etanol iiretiminin en fazla,

yine TS4 susu ile % 48 oraninda arttig1 belirlendi.

Hem aerobik hem de mikroaerobik kosullarda genel olarak TS3 suslarindaki
VHD ekspresyonu seviyeleri TS4 susundakinden daha diisiik bulundu. pTS3
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plazmidi, pTS4 plazmidinden daha diisiik kopya sayisina sahip oldugundan, VHb
ekpresyonlar1 arasindaki bu farkin nedeninin gen doz etkisi olabilecegi diisiiniildii.
Yapilan denemelerde TS3 susunun, antibiyotiksiz LBG veya PASH besiyerinde,
aerobik ve mikroaerobik kosullarda, 48 saatlik inkiibasyon sonunda plazmid
kararliliginin % 50 oraninda oldugu, TS4 susunun ise % 100 oraninda oldugu
belirlendi. Buna karsm, pTS5 plazmidi, pTS3 ve pTS4 plazmidlerinden daha fazla
kopya sayisina sahip olmasina ragmen, TS5 susunda bazi kosullarda VHb
ekspresyonunun ve higbir kosulda etanol iiretiminin saptanamamasinin nedeninin ise,
bu susta vgb, adhb, pdc genlerinin ayn1 plazmidde tasiniyor olmasi ve bir sekilde vgh
ekpresyonunun diger adhb, pdc genlerinin ekspresyonlarini etkileyebilmesinden veya

bu plazmidin kararli olmamasindan ileri gelebilecegi diisiiniildii.

Onceki ¢aligmalarda E.coli’de VHb ekpresyonunun mikroaerobik kosullarda
etanol iiretimini azalttig1 belirlenmistir (Tsai et al., 1996). Sanny ve arkadaglarmin
(2010) yaptig1 caligmada, % 20 (v/v) musir hidrolizat1 iceren LB besiyerinde yliksek
seviyede eksprese olan VHb ile etanol iiretimi arasinda ters bir orant1 belirlenmistir.
Bu verilerle uyumlu bir sekilde, bu tez ¢alismasinda, glukoz iceren LBG besiyerinde
TS3 susu ile VHb’nin diisiik seviyelerdeki ekspresyonunun hem etanol miktarini
hem de her tinite hiicre biyokiitlesi bagina etanol iiretimini arttirdigi tespit edilmistir.
Buna karsin, PASH besiyerinde VHb’ nin TS4 susunda goriilen yiiksek seviyelerdeki
ekspresyonu, 6zellikle her {inite hiicre biyokiitlesi basina etanol tiretimini arttirdigi

belirlendi.

Daha onceki ¢alismalarda, mayada VHD, ksiloz fermentasyonunu arttirarak
ksilozun ksiluloza doniisiimiindeki redoks dengesizligine ragmen etanol iiretimini
arttirmistir (Ruohonen et al., 2006). E. coli’de ksilozun ksiluloza doniisiimii tek
basamak vardir (Song ve Park., 1997). Ksilozun direk ksiluloza doniisiimii ilk
indirgeyici adimi ve ikinci oksidatif adimi1 elimine eder. Boylece VHb ekspresyonu,
E. coli’ de ksilozdan etanol tiretimini arttirir. Bu da VHb’nin gelecekte
fermentasyonda ksiloz izomeraz sentezleyen endiistriyel diger mikroorganizmalarin
kullanilabilecegini gosterir. Bu baglamda, ksiloz veya glukoz i¢eren ortamlarda,
etanol liretiminin, VHb ekspresyonu ile etkinliginin arttirilmasi, E. coli’de hiicre i¢i
ATP seviyesini ylikselterek daha giiclii enerji durumunu miimkiin kilabilir. Bilindigi

gibi, 6nceki caligmalarda, VHb nin oksijeni terminal oksidazlara transfer eden bir
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arag olarak is gordiigii belirlenmistir. VHD sitokrom bo ubikinol oksidazin 1 nolu alt
iinitesine baglanir, oksijeni transfer eder ve oksidatif fosforilasyonla ATP iiretimini
ozellikle diisiik oksijenli kosullarda saglar. (Park et al., 2002). E. coli’de VHb
eksprese eden suglar VHb eksprese etmeyen yabanil suslara gore daha yiliksek
biiylime orani ve daha az glukoz tiikketim oran1 gdstermislerdir ki bu da glikolizisten
daha etkin ATP ve NADH olusumu ile iliskilidir (Tsai et al., 1996). VHb’nin,
NADH/NAD" ve ATP/ADP oranlarindaki degisiklikleri indiikleyici bir rol oynadig1
sanilmaktadir. VHb’nin hiicre icerigini daha oksidize bir hale getirdigi ve boylece
metabolik yollarda karbon akis semasimi degistirdigi diisiintilmektedir (Dikshit et al.,
1992). VHb ekspresyonunun, E. coli’de, mikroaerobik kosulda NADH miktarinin
azalmasina ve de ATP miktarinin artmasina neden oldugu belirlenmistir (Dikshit et
al., 1992). Arnaldos ve arkadaslarinin (2012) TS3 ve FBRS suslari ile yapmis oldugu
bir ¢ahismada, NAD®, NADH ve ATP seviyeleri, VHb’nin etanol iiretimi iizerindeki
biyokimyasal etkilerinin anlasilmas1 agisindan incelenmistir. Fermentasyonun erken
evrelerinde NAD*/NADH orani TS3 susu icin FBRS susuna gore daha az iken,
biiyiimenin geg evrelerinde arttig1 goriilmistiir (Arnaldos et al., 2012). Bagka bir
deyisle, mikroaerobik kosulda, hiicreler anaerobikten ¢ok aerobik metabolizmalarini
kullanarak daha az karbon kaynagindan daha ¢ok enerji iiretebilmektedirler (Tsai et
al., 1996). Boylece, vgb tastyan rekombinant hiicrelerin gelistirilmesi ile enerjiyi
verimli kullanmalar1 sayesinde, ¢esitli karbon kaynaklarindan tiretilecek
metabolitlerin daha yiiksek miktarlarda elde edilebilmesi saglanabilir. Bu tez
calismasinda da, 6zellikle mikroaerobik kosullarda, PASH besiyerinde, VHb
ekspresyonu ile hem etanol miktarimin hem de her {inite hiicre biyokiitlesi bagina
etanol iiretiminin arttig1 ve ortamdaki glukozun tamamen tiikendigi belirlendi.
Patates isleme atik suyu hidrolizatinin igerdigi glukoz orani ile LBG besiyerindeki
glukoz oranlar1 esit olmasina ragmen, patates atik suyunun, bilesiminden dolayz,
iremeyi, VHb ekspresyonunu ve boylece etanol iiretim etkinligini arttirmis

olabilecegi diisiiniilmektedir.

Etanol olusumu her ne kadar fermentatif bir olay ise de, optimum sentezi belli
kritik seviyede oksijene gereksinim duymaktadir. Bu baglamda, VHb ile arttirilmis
etanol liretim etkinligi E.coli hiicrelerinin arttirilmig biyosentetik kapasitesi ile ilgili
olabilir. Daha fazla enerji, etkin hiicre biiyiimesi ve diger metabolik islemlerin

(6rnegin metabolik enzimlerin biyosentezi) cogalmasina neden olarak hiicrelerin
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biyosentetik kapasitelerinin artmasina yol agar. Bu tez ¢alismasinda da, VHb
ekspresyonunun etanol sentez yol izindeki enzimlerin aktivitesini arttirmig olabilir.
Ayrica E.coli’de VHb ekspresyonunun ribozom ve tRNA seviyelerini yiikselttigi ve
boylece hiicrelerin biyosentetik kapasitelerini arttirdig1 tahmin edilmektedir.
E.coli’de VHb’nin 308 genin transkripsiyonunu etkiledigi belirlenmistir (Roos et al.,
2004). Boylece VHDb hiicrenin diisiik oksijenli ortamlara uymasini bu kosullarda
biyokiitle artis1 ve artmis VHb diizeyi ile sagladigi tespit edilmistir (Tsai et al.,
1996).

VHb ekspresyonunun etanol tiretimini arttirmadaki indirekt etkileri
biyokimyasal yol izleri izerine de olabilir. VHb glikolizisin hazirlik fazna aracilik
edebilir. Ornegin VHb ekspresyonu ile yiiksek ATP seviyeleri glukozdan, glukoz-3-

fosfatin tiretimini arttirabilir.

VHb’nin ekspresyonunun, oksijen diflizyonunu kolaylastirdigi ve aerobik
metabolizmay1 gelistirdigi One siiriilmiistiir (Khosla et al., 1990). Calismamiz
kapsaminda yapilan deneylerde, VHb, etanol iiretimini hiicre icerisinde serbest
oksijeni saglayarak ve buna bagli olarak uygun redoks durumu olusturarak arttirmis
olabilir. Bu da, VHb ile iligkili etanol artisinin biyokiitle artisindan ¢ok daha fazla

etanol tiretim etkinligini arttirdig1 diistincesini desteklemektedir.

Fermentasyon sonunda kiiltiir ortamlarindaki pH degerlerinde benzer azalmalar
belirlendi. Bu azalmalar, fermentasyonla CO, iiretiminden ileri gelebilir. Bununla
beraber, glukoz (% 8, w/v) igeren LBG besiyerinde en fazla TS3 susu ile, PASH
besiyerinde en fazla TS4 susu ile ve tiim ortamlarda en az TS5 susu ile etanol tiretimi
belirlenmesine ragmen genel olarak suslarin tretildigi ortamlarm pH degerleri

birbirine benzer bulundu ve etanol {iretimi ile kararl bir iliski kurulamadi.

VHb ekspresyonun diisiik oksijenli kosullarda indiiklendigi bilinmektedir
(Webster, 1987). Bu tez calismasinda da, benzer sekilde, VHb ekspresyonlar1 diisiik
havalandirmali kosullarda yiiksek havalandirmali kosullara gore biitlin kiiltiir

ortamlarinda daha fazla bulundu.

VHb’nin arac1 oldugu gen ekspresyonundaki degisiklikler etanol tiretiminin
etkinligi iizerinde de etkili olabilir. Bu etki, VHb nin oksidatif streste aktive olan

transkripsiyon faktorii aktivitesini direk olarak etkilemesiyle ilgili olabilir ki bu da E.
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coli’de OxyR transkripsiyon faktorii i¢in gosterilmistir (Anand et al., 2010). Buna
bagli olarak da VHb etanol iiretimini arttirabilir hatta VHb iiretimi fazla arttirmasa

bile FBRS susu ile elde edilenden daha hizli etanol tiretimi saglayabilir.

Boylece yapilan calismada elde edilen veriler, fazla maddi yiikii olmayan
patates isleme atik suyu hidrolizat1 ile vgh/VHb sisteminin sanayide biyoetanol
iretiminde potansiyel olarak kullanilabilecegini ve avantajli olabilecegini

gostermektedir.
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6. SONUC

Bu tez calismasinda, E. coli suslari NZN111 ve FBR5 ve bu suslardan
gelistirilen TS3, TS4 ve TS5 suslar1 kullanilarak, VHb’nin gida isleme atik suyunda
(patates igsleme atik suyu) biyoetanol liretimi ilizerindeki etkisi incelenmistir. Patates
isleme atik suyu hidrolizat1 iceren ortamda ve farkli havalandirma kosullarinda, vgb,
pdc ve adhb dizilerine sahip bu rekombinant suslar ve iirettikleri etanol miktarmin
belirlenmesi, ireme 6zelliklerinin incelenmesi ve trettikleri hemoglobin miktarmin
Olciilmesi, VHb teknolojisi ile yapilan c¢alismalar kapsaminda bir ilki

olusturmaktadir.

Bu tez c¢aligmast ile glukoz veya patates isleme atik suyu hidrolizati
kullanilarak hazirlanan besiyerlerinde, aerobik ve mikroaerobik kosullardaki, belirli
seviyede VHb ekspresyonun, biyokiitle artisindan ¢ok her {inite hiicre biyokiitlesi
basina etanol iiretiminde artisina neden oldugu gosterilmistir. Farkli kosullarda, VHb
ekspresyonunun, TS3 ve TS4 suslarinda etanol iiretimini arttirdi1 belirlenmistir.
Etanol iiretimi, %8 (w/v) glukoz igeren LBG besiyerinde, FBR5 kontrol susu ile elde
edilene gore, diisiik seviyelerde VHb ekspresyonu yapan TS3 susu ile %13 artarken,
yine ayni sus ile her iinite hiicre biyokiitlesi basina etanol iiretiminin %24 daha fazla
oldugu tespit edilmistir. Patates isleme atik suyu hidrolizati igeren ortamda ise, FBR5
kontrol susuna gore, VHb ekspresyonunun, etanol iiretimini TS3 ve TS4 suslari ile
yaklasik %18 arttirdigi, bunanla birlikte yiliksek seviyelerdeki hemoglobin
ekpresyonunun her {inite hiicre biyokiitlesi basina etanol iiretimini TS4 susu ile % 48
oraninda arttirdig1 belirlenmistir. TS3 ve TS4 suglar1 ile patates isleme atik suyu
hidrolizat1 igeren tiim ortamdaki glukozun tamamma yakmmin kullanildigi

belirlenmistir.

Giincel olan boyle bir konunun sanayiye yonelik uygulamalarmin aragtirilmasi
kaginilmazdir. Bu tez calismasi, bundan sonra yapilabilecek olan uluslararasi
isbirligine dayali diger projelere 151k tutacaktir. Calismadan elde edilen sonuglar
dogrultusunda, bulunan en uygun kosullar, daha ileriki biiyiik 6lgekli biyoetanol
iiretim caligsmalar1 i¢in de temel olusturacaktir. Sonraki ¢aligmalarda, patates isleme
atik suyu icerisindeki nisastanin farkli metotlarla hidrolize edilmesi saglanarak

glukoz miktarinin biraz daha arttirilabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica bu ¢alismada,
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patates isleme atik suyu hidrolizat1 i¢erisine katilan pepton ve maya 6ziitii miktarlar1
degistirilerek biyoetanol {iretiminin verimi arttirilabilir. Ancak, bdyle bir

uygulamanin maddi yiikii ayrica degerlendirilmelidir.

Farkli ¢caligmalarda, bu ¢alismada kullanilan rekombinant suslarin farkli gida
isleme atik suyu (O0rnegin seker pancari) igeren ortamlarda etanol lretim
kapasitelerinin incelenmesi de VHb teknolojisinin bu alanda kullanimina ek bilgiler
saglayacaktir. Ayrica, VHb’nin daha farkli biyoyakitlarin (6rnegin butandiol)
iiretimini arttirici etkisinin bu rekombinant suslarla denenmesi ilgi ¢ekici sonuglar

dogurabilecek niteliktedir.

Ulkemizde enerjide yiizde 80’in iizerinde olan disa bagimlilik ve bu
bagimliligm getirdigi zorluklar, enerji dagiliminda yapilan stratejik hatalar, kiiresel
1sinma, enerji kaynaklarindaki azalmalar, giivenlik problemleri gibi nedenlerden
dolay1 alternatif enerji kaynaklarini hayata gecirmek i¢in yeni projeler gelistirilmek
zorunlulugu g6z ardi edilemez diizeydedir. Alternatif enerji kaynaklarmin basinda
gelen ve yenilenebilir olmasi sayesinde 6ne ¢ikan biyoetanolun {iretim veriminin

arttirilmasi ise en umut vaat edici yaklagimdir.

Sonug olarak, patates isleme atik suyundan biyoetanoliin mikrobiyal yolla
iretiminde vgb/VHDb sisteminin kullanilmasi iyi bir uygulama alan1 olarak
degerlendirilmektedir. Bu calismadan elde edilen veriler 1s1g8inda gerceklestirilecek
diger projeler ile VHb’nin gida isleme atik sularindan biyoetanol {iretiminin
endiistriye uygulanirliginin saptanmasi yaninda ¢evresel ve ekonomik dnemi olacagi

stiphesizdir.
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