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OZET

Bu ¢alismada, VHb’nin kullanimi ile karbon kaynagi olarak seker pancari melas
hidrolizatt (MH) ve peynir alt1 suyunun tozunu (PAST) iceren ortamlarda biyoetanol
tiretiminin arttirilmasi incelendi. Calismada, E. coli FBR5 susu ve bu sustan pdc
(piruvat dekarboksilaz geni), adhb (alkol dehidrogenaz geni) ve vgb (Vitreoscilla
hemoglobin geni) ile gelistirilen TS3 ve TS4 suslar1 kullanilarak hiicre biiylimesi,
VHD seviyeleri ve etanol iiretim degerleri incelendi. VHb ekspresyonunun TS3 ve
TS4 suslarinda etanol tiretimi arttirdig1 belirlendi.

MH besiyeri ve PAST besiyerinde TS3 ve TS4 suslari ile tiim kosullarda, FBRS
susuna gore onemli Sl¢iide daha faza etanol iiretildi. MH besiyerinde en fazla etanol
tiretimi TS4 susu ile FBRS susuna gore % 88 daha fazla iken, TS3 susu ile ise % 56
daha fazla etanol iiretimi belirlendi.

PAST besiyerinde ise yiiksek etanol iiretimi, VHD ile eksprese edilen iki sus ile
saglandi ancak diisiik VHb ile eksprese edilen TS3 susu ile daha fazla etanol iiretildi.
Etanol iiretiminde en fazla artis TS3 susu ile % 40 ile % 360 arasinda iken, TS4 susu
ile ise % 17 ile % 40 arasinda etanol iiretimi gozlemlendi.

Sonuglar, VHb teknolojisinin seker pancari melasi ve peynir alt1 tozu ile etanol

tiretiminde pratik dneme sahip olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Vitreoscilla hemoglobin, Biyoetanol, Seker pancari melasi,

Peynir alt1 tozu.



SUMMARY

In this work, the enhancement of bioethanol production from sugar beet
molasses hydrolysate (SBMH) and whey powder (WP) included media as carbon
sources through the use of VHb was investigated. In this study, E. coli strain FBR5
and those transformed with pdc (pyruvate decarboxilase gene), adhb (alcohol
dehidrogenase gene) and vgb (Vitreoscilla hemoglobin gene) (TS3 and TS4) were
utilized. 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.

In SBMH medium and in WP medium both strains TS3 and TS4 produced
significantly more ethanol than strain FBR5 for all conditions. In SBMH medium the
highest ethanol production was achieved with TS4 strain producing 88% more
ethanol compared to TS3 strain producing about 56% more ethanol than FBR5 strain.

In WP growth medium the highest ethanol enhancement was achieved by two
VHb expressing strains but the lower VHb expressing strain, TS3, produced more
ethanol. The more increase in ethanol production with the strain TS3 ranged from
40% to 360% were observed then the strain TS4 ranged from 17 % to 40%.

The results demonstrate that VHb technology can have practical importance in

the production of ethanol from sugar beet molasses and whey powder.

Key Words: Vitreoscilla hemoglobin, Bioethanol, Sugar beet molasses, whey

powder.
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler ve  Aciklamalar

Kisaltmalar

% viv . Hacimsel karigim orani

% wiv : Agirlik / Hacim

ul . Mikrolitre

°C . Celcius derece

ABD . Amerika Bilesik Devletleri

adhb . Alkol dehidrogenaz Il geni

ATP . Adenozin 5’-trifosfat

CaCl, . Kalsiyum Kloriir

Ca(OH), : Kalsiyum hidroksit

CaCOs . Kalsiyum karbonat

CO : Karbon monoksit

CO, . Karbon dioksit

COD . Kimyasal oksijen ihtiyaci

CH,4 : Metan

CN’ . Siyaniir

d . Yogunluk

DNT . Dinitrotoluen

E10 . % 10 biyoetanol + % 90 benzin karisimi
E24 . % 24 biyoetanol + % 76 benzin karigim1
E85 . % 85 biyoetanol + % 15 benzin karigimi
EHN . 2-Etilheksil nitrat

ETBE . Etil Tersiyer Biitil Eter

ETOH . Etanol

g . Gram

G . a-L-gluronik asit

H,SO4 : Silfurik asit

HFCs . Hidrofluorokarbonlar

HMF . 5-hidroksi-metil furfural

Kon . Oksijen baglama sabitesi



Koff : Oksijen salinim sabitesi

L . Litre

LB . Luria-Bertani besiyeri

LBGF . Glukoz ve Fruktoz i¢eren LB besiyeri
LBK . Ksiloz igeren LB besiyeri

LBL . Laktoz iceren LB besiyeri

Idh . laktat dehidrogenaz geni

M . B-D-mannuronik asit

MH . Seker pancari atik suyu (Melas) hidrolizati ile hazirlanan LB besiyeri
ml . Mililitre

mM . Milimolar

MTBE . Metil Tersiyer Biitil Eter

NaCl . Sodyum kloriir

NH4-N :  Amonyum azotu

NOs-N :Nitrat azotu

NO2-N : Nitrit azotu

Na,S;04, : Sodyum ditiyonit

NOy . Azot oksitleri

N,O : Nitroz oksit

NAD* . Nikotinamid Adenin Diniikleotid
NADH . Hidrojenlenmis NAD

ng Nanagram

nm :  Nanometre

nmol . Nanomol

oD . Optik yogunluk

rpm . Dakikadaki devir sayisi

PAST . Peynir alt1 tozu ile hazirlanan LB besiyeri
pdc . piriivat dekarboksilaz geni

PFCs . Perfluorokarbonlar

pfl . Pirtivat format liyaz geni

pH . Potansiyel hidrojen

SFe . Kiikiirt heksafloriir

TLC . Ince tabaka kromotografisi



vgh
VHB
VOCs

Vitreoscilla hemoglobin geni
Vitreoscilla hemoglobini

Ugucu Organik Bilesikler

Xi



SEKILLER DIZINI

Sekil No:

2.1:
2.2:

2.3:

2.4:

2.5:

2.6:

4.1:

4.2:

4.3:

Etanol iiretimi basamaklari.

Etanol tiretiminin arttirilmasi igin laktat dehidrogenaz (ldh) ve piruvat
format liyaz (pfl) genlerinin susturulmasi.

Vitreoscilla hemoglobinin ti¢-boyutlu yapisi.

A. Hemoglobin i¢ermeyen E. coli FBR5 susunda ditiyonit indirgenmesi
sonucu absorbsiyon piki olusmamasi, B. vgb igeren E. coli TS4 susunda
VHb’nin ditiyonit indirgenmesi sonucu olusan absorbsiyon piki.

vgb promotor bolgesi. Yildizla isaretlenmis bolgeler OxyR, alt1 ¢izili
bolgeler Fnr baglanma bolgeleri.

A. Aljinat yapisini olusturan M ve G alt iinitelerinin konfirmasyonu

B. Aljinat yapisin1 olusturan tekrarsiz M ve Galt tiniteleri; M Block,
coklu M alt iiniteleri; M — G Block, heteropolimerik yapidaki M ve G
alt tiniteleri; G Block, ¢oklu G alt tiniteleri.

Diisiik havalandirmali ve antibiyotikli kosullarda, MH ile hazirlanan
besiyerinde, her tinite hiicre biyokiitlesi basina tiretilen etanol miktarlar
(g etanol / 100 ml besiyeri x OD™). Her deger en az ii¢ tekrarin
ortalamasidir. Hata ¢cubuklari standart sapmalar (d,.1) gdstermektedir.
Diisiik havalandirmali ve antibiyotiksiz kosullarda, MH ile

hazirlanan besiyerinde, her iinite hiicre biyokiitlsi basina {iretilen etanol
miktarlar1 (g etanol / 100 ml besiyeri x OD™). Her deger en az ii¢
tekrarin ortalamasidir. Hata gubuklar1 standart sapmalari (dn-1)
gostermektedir.

MH besiyerinde, diisiik havalandirmali, antibiyotikli ve antibiyotiksiz
kosullarda biiyiitiilen kiiltiirlerin VHb ekspresyon degerleri (nmol/g yas
agirlik). Her deger en az ii¢ tekrarin ortalamasidir. Hata gubuklari

standart sapmalari (d,.1) gostermektedir.
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4.4.

4.5:

4.6:

4.7:

4.8

4.9:

Diisiik havalandirmali ve antibiyotikli kosullarda, LBGF ile

hazirlanan besiyerinde, her iinite hiicre biyokiitlesi basina tiretilen
etanol miktarlar1 (g etanol / 100 ml besiyeri x OD™). Her deger en az iki
tekrarin ortalamasidir. Hata gubuklar1 standart sapmalari (dn-1)
gostermektedir.

Diisiik havalandirmali ve antibiyotiksiz kosullarda, LBGF ile
hazirlanan besiyerinde, her {inite hiicre biyokiitlesi basina iiretilen
etanol miktarlar1 (g etanol / 100 ml besiyeri x OD™). Her deger en az iki
tekrarin ortalamasidir. Hata gubuklart standart sapmalari (6p-1)
gostermektedir.

LBGF besiyerinde, diisiik havalandirmali, antibiyotikli ve

antibiyotiksiz kosullarda biiyiitiilen kiiltiirlerin VHb ekspresyon
degerleri (nmol/g yas agirlik). Her deger en az iki tekrarin
ortalamasidir. Hata ¢cubuklari standart sapmalari (8,.1) gostermektedir.
Diisiik havalandirmali ve antibiyotikli kosullarda, PAST ile

hazirlanan besiyerinde, her {inite hiicre biyokiitlesi basina iiretilen
etanol miktarlar1 (g etanol / 100 ml besiyeri x OD™). Her deger en az ii¢
tekrarin  ortalamasidir. Hata c¢ubuklari standart sapmalari (3p-1)

gostermektedir.

: Diisiik havalandirmali ve antibiyotiksiz kosullarda, PAST ile

hazirlanan besiyerinde, her {iinite hiicre biyokiitlesi basmna iiretilen
etanol miktarlar1 (g etanol / 100 ml besiyeri x OD™). Her deger en az ii¢
tekrarin  ortalamasidir. Hata c¢ubuklar1 standart sapmalari (dp.1)
gostermektedir.

PAST besiyerinde, diisiik havalandirmali, antibiyotikli ve

antibiyotiksiz kosullarda biyiitiilen kiiltiirlerin VHb ekspresyon
degerleri (nmol/g yas agirhik). Her deger en az ii¢ tekrarin

ortalamasidir. Hata gubuklari standart sapmalari (8,.1) gostermektedir.

4.10: Diisiik havalandirmali ve antibiyotikli kosullarda, LBL ile

hazirlanan besiyerinde, her {inite hiicre biyokiitlesi basina iiretilen
etanol miktarlari (g etanol / 100 ml besiyeri x OD™). Her deger en az
iki tekrarin ortalamasidir. Hata gubuklari standart sapmalari (6-1)

gostermektedir.
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4.11:

4.12:

4.13:

4.14:

4.15:

4.16:

Diisiik havalandirmali ve antibiyotiksiz kosullarda, LBL ile
hazirlanan besiyerinde, her tinite hiicre biyokiitlesi bagina tiretilen
etanol miktarlari (g etanol / 100 ml besiyeri x OD™). Her deger en az
iki tekrarin ortalamasidir. Hata ¢ubuklari standart sapmalari (6-1)
gostermektedir.

LBL besiyerinde, diisiik havalandirmali, antibiyotikli ve
antibiyotiksiz kosullarda biiyiitiilen kiiltiirlerin VHb ekspresyon
degerleri (nmol/g yas agirlik). Her deger en az iki tekrarin
ortalamasidir. Hata gubuklar1 standart sapmalari (0,-1) gostermektedir.
Diisiik havalandirmali ve antibiyotikli kosullarda, MH ile

hazirlanan besiyerinde, her {inite hiicre biyokiitlesi basina iiretilen
etanol miktarlari (g etanol / 100 ml besiyeri x OD™). Her deger en az
iki tekrarin ortalamasidir. Hata ¢ubuklari standart sapmalari (8y-1)
gostermektedir.

MH besiyerinde, diisiik havalandirmali, antibiyotikli kosullarda
immobilize hiicreler ile biiyiitiilen kiiltlirlerin VHb ekspresyon
degerleri (nmol/g yas agirlik).

Diisiik havalandirmali ve antibiyotikli kosullarda, MH ile

hazirlanan besiyerinde, her {inite hiicre biyokiitlesi basina tiretilen
etanol miktarlari (g etanol / 100 ml besiyeri x OD™). Her deger en az
iki tekrarin ortalamasidir. Hata ¢ubuklari standart sapmalari (3,-1)
gostermektedir.

PAST besiyerinde, diisiik havalandirmali, antibiyotikli kosullarda
immobilize hiicreler ile biiylitiilen kiiltlirlerin VHb ekspresyon

degerleri (nmol/g yas agirlik).
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TABLOLAR DIZIiNi

Tablo No:

2.1.
2.2:
2.3:
2.4:
2.5:

2.6:
2.7:

2.8:
2.9:

Petrol ve etanol’lin baz1 6zellikleri.

Etanol’iin yakit 6zelligi.

Bazi iilkelerde uygulanan biyoetanol kullanim gesiti.

Kyoto Protokoliine iiye olan iilkeler.

CO, saliniminin en yliksek oldugu 9 iilke ve Tiirkiye’de ki CO; salinim
degerleri.

Diinya capinda en iyi biyoetanol iiretici 10 iilke (milyar galon).
2007-2011 yillart arasinda Tiirkiye’de islenen melas ve iiretilen alkoliin
cins ve miktari.

Farkli biyokiitlelrden etanol iiretim potansiyeli.

Farkli lignoseliilozik materyallerin igerikleri (% kuru agirlik).

2.10: Baz1 hemoglobinlerin oksijen baglama (Kon) ve oksijen salinim (Koff)

3.1
3.2
3.3
4.1:

4.2:

sabiteleri.
Temin edilen seker pancari isleme suyu (melas) nun 6zellikleri.
Temin edilen Peynir Alti Tozunun 6zellikleri.
Kiiltiir ortamlarina eklenen antibiyotik miktarlari.
Diisiik havalandirmali ve antibiyotikli kosullarda FBRS, TS3 ve TS4
suslarinin % 1.2 (w/v) glukoz ve %1.2 (w/v) fruktoz iceren MH
besiyerinde 48. saat sonundaki pH, OD (600nm), etanol (% w/v; %
v/v) ve besiyerinde kalan seker (glukoz ve fruktoz) miktarlart (% w/v).
Her deger en az ii¢ tekrarin ortalamasidir. Parantez i¢indeki degerler
standart sapmalar1 (0,.1) gostermektedir.
Diisiik havalandirmali ve antibiyotiksiz kosullarda FBRS5, TS3 ve TS4
suslarinin % 1.2 (w/v) glukoz ve % 1.2 (w/v) fruktoz igeren MH
besiyerinde 48. saat sonundaki pH, OD (600nm), etanol (% w/v; %
v/v) ve besiyerinde kalan seker (glukoz ve fruktoz) miktarlar (% w/v).
Her deger en az ii¢ tekrarin ortalamasidir. Parantez i¢indeki degerler

standart sapmalari (d,.1) gostermektedir.
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4.3:

4.4

4.5:

4.6:

4.7:

Diisiik havalandirmali ve antibiyotikli kosullarda FBR5, TS3 ve TS4
suglarmin % 1.2 (w/v) glukoz ve % 1.2 (w/v) fruktoz iceren LBGF
besiyerinde 48. saat sonundaki pH, OD (600nm), etanol (% w/v; %
v/v) ve besiyerinde kalan seker (glukoz ve fruktoz) miktarlar (% w/v).
Her deger en az iki tekrarin ortalamasidir. Parantez i¢indeki degerler
standart sapmalar1 (8,.1) gostermektedir.

Diisiik havalandirmal1 ve antibiyotiksiz kosullarda FBR5, TS3 ve TS4
suslarinin % 1.2 (w/v) glukoz ve % 1.2 (w/v) fruktoz iceren LBGF
besiyerinde 48. saat sonundaki pH, OD (600nm), etanol (% w/v; %
v/v) ve besiyerinde kalan seker (glukoz ve fruktoz) miktarlar (% w/v).
Her deger en az iki tekrarin ortalamasidir. Parantez igindeki degerler
standart sapmalar1 (0,-1) gdstermektedir.

Diisiik havalandirmali ve antibiyotikli kosullarda FBR5, TS3 ve TS4
suslarinin % 5.5 (w/v) laktoz igceren PAST besiyerinde 48. saat
sonundaki pH, OD (600nm), etanol (% w/v; % v/v) ve besiyerinde
kalan seker (laktoz, glukoz ve galaktoz) miktarlar1 (% w/v). Her deger
en az ¢ tekrarin ortalamasidir. Parantez i¢indeki degerler standart
sapmalari (8,.1) gostermektedir.

Diisiik havalandirmali ve antibiyotiksiz kosullarda FBR5, TS3 ve TS4
suslarinin % 5.5 (w/v) laktoz iceren PAST besiyerinde 48. saat
sonundaki pH, OD (600nm), etanol (% w/v; % v/v) ve besiyerinde
kalan seker (laktoz, glukoz ve galaktoz) miktarlar1 (% w/v). Her deger
en az ii¢ tekrarin ortalamasidir. Parantez i¢indeki degerler standart
sapmalari (O,.1) gostermektedir.

Diisiik havalandirmali ve antibiyotikli kosullarda FBRS, TS3 ve TS4
suslarinin % 5.5 (w/v) laktoz igeren LB besiyerinde (LBL) 48. saat
sonundaki pH, OD (600nm), etanol (% w/v; % v/v) ve besiyerinde
kalan seker (laktoz, glukoz ve galaktoz) miktarlar1 (% w/v). Her deger
en az iki tekrarin ortalamasidir. Parantez icindeki degerler standart

sapmalar1 (0,.1) gostermektedir.
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4.8:

4.9:

Diisiik havalandirmali ve antibiyotiksiz kosullarda FBRS, TS3 ve TS4
suslarinin % 5.5 (w/v) laktoz iceren LBL besiyerinde 48. saat
sonundaki pH, OD (600nm), etanol (% w/v; % v/v) ve besiyerinde
kalan seker (laktoz, glukoz ve galaktoz) miktarlar1 (% w/v). Her deger
en az iki tekrarin ortalamasidir. Parantez ig¢indeki degerler standart
sapmalari (0,.1) gostermektedir.

Diisiik havalandirmali ve antibiyotikli kosullarda, immobilize FBRS5,
TS3 ve TS4 suglarinin % 1.2 (w/v) glukoz ve % 1.2 (w/v) fruktoz
iceren MH besiyerinde 48. saat sonundaki pH, OD (600nm), etanol (%
w/v; % v/v) ve besiyerinde kalan seker (glukoz ve fruktoz) miktarlar
(% wi/v). Her deger en az iKi tekrarin ortalamasidir. Parantez igindeki

degerler standart sapmalar1 (0n.1) gostermektedir.

4.10: Diisiik havalandirmali ve antibiyotikli kosullarda, immobilize FBRS5,

TS3 ve TS4 suslarinin % 5.5 (w/v) laktoz igeren PAST besiyerinde
48. saat sonundaki pH, OD (600nm), etanol (% w/v; % v/v) ve
besiyerinde kalan seker (laktoz, glukoz ve galaktoz) miktarlar1 (%
w/v). Her deger en az iki tekrarin ortalamasidir. Parantez i¢indeki

degerler standart sapmalari (dp-1) gostermektedir.

4.11: Diisiik havalandirmal1 ve antibiyotiksiz kosullarda TS3 ve TS4

suslarmin farkli besiyerlerindeki plazmid kararlilig1.
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1. GIRIS

Diinya niifusunun hizla artmasina paralel olarak, komiir, dogalgaz, petrol gibi
fosil kokenli enerji rezervleri Oniimiizdeki yillarda tiikenmekle kars1i karsiya
kalacaktir. Uretilen enerji ile tiiketilen enerji arasindaki farki kapatmak igin,
yenilenemeyen veya yenilenmesi 60-100 yil alan petrol ve tiirevlerine karsin yeni ve
yenilenebilir enerji kaynaklarina ihtiyag vardir.

Bitkisel kaynaklarin kullanilmasiyla elde edilen biyogaz, biyoetanol, biyodizel
gibi alternatif ve yenilenebilir enerji kaynaklar1 “biyoyakit” adi altinda
gruplandirilmaktadir.

Biyoetanol, sakkaroz igeren materyaller (seker pancari, seker kamisi, sorgum
vb.), nisastali iiriinler (bugday, misir, arpa vb.) veya ligoseliilozik biyokiitlelerden
(odun, saman, ot vb.) elde edilen bir iiriindiir. Etanol veya etil alkol temiz renksiz bir
stvi olup, biyolojik olarak bozunur. Etanol, kanserojen olarak bilinen benzen ve
biitadien emisyonlarini yar1 yariya azaltilmasindan dolay1 ¢evre dostudur. Yiiksek
oktan sayisina sahip olan etanol, benzin ile karistirildiginda, CO ve hidrokarbonlar
gibi zararli gazlarin emisyonlarini azaltarak tam yanma saglamaktadir.

Diinya capinda farkli bitkisel kaynaklar1 kullanilarak {iretilen biyoetanol, ABD
ve Brezilya’nin girisimleri ile diger iilkeler i¢in iyi bir model olusturmaktadir. Etanol
tiretiminde, Brezilya genellikle seker kamisimni kullanirken, ABD ¢ogunlukla misir1
kaynak olarak kullanmaktadir. Ulkemizde de tarimsal ve gida isleme sulari ile
tiketimi az olan biyokiitleleri degerlendirerek, fermentasyon yoluyla etanol iiretimi
icin uygun karbon kaynaklarmin belirlenmesi gerekmektedir. Ucuz karbon
kaynaklarinin substrat olarak kullanilmasi ile birlikte, ¢evre kirliliginin 6nlenmesi de

mumkin olacaktir.

1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve Icerigi

Fermentasyon sonucu olusan metabolitlerin iiretimi, diisiik fakat belirli seviyede
oksijen gerektirirken; biiylik 6lcekli biyoreaktorlerde gerekli olan oksijen miktarinin
belirli seviyenin altina diismesi énemli bir sorundur. Oksijen Seviyesinin istenilen
konsantrasyonun altina diigmesi, {lirlin olusumu ile direkt ilgili diger bir parametre

olan “biyokiitle olusumunu” da olumsuz yonde etkilemektedir. Bu giine kadar



yapilan calismalar dogrultusunda, Vitreoscilla hemoglobini (VHb)’nin etanol
fermentasyonundaki etkilerinin neler oldugu tam olarak bilinmemektedir. Bu nedenle
bu ¢alismada, Vitreoscilla hemoglobinin, VHb ekprese eden rekombinant E. coli
suglar1 ile fermente olabilen seker kaynagi olarak farkli gida isleme atiklarindan

etanol liretimindeki kullanim potansiyeli arastirilmast amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Biyoetanol

Petrol, diinyada en yaygin kullanilan yakit kaynagidir. Fosil kaynakli olan
petrol, yenilenebilir olmadigindan dolay1 ilerleyen zamanlarda tiikenme tehlikesiyle
kars1 karstyadir [Silva et al., 2005].

Biyoetanol (etil akol, C,HsOH, CH3-CH,-OH, ETOH) ¢esitli biyokiitlelerden
tiretilen sivi formda biyoyakit tiiriidiir. Etanol temiz, yenilenebilir ve biyolojik
kaynakli olmasindan dolay1 diger fosil kdkenli yakit iirlinlerine alternatiftir [Balat et
al., 2008]. Petrol ve petrole alternatif olan etanoliin baz1 6zellikleri Tablo 2.1°de

gosterilmektedir [Icoz et al., 2009].

Tablo 2.1: Petrol ve etanol’iin baz1 dzellikleri.

Ozellik Petrol Etanol
Kimyasal Formiil CnHans2 (n: 4-12) C,Hs0OH
Molekiiler Agirlik 100-105 45.07
Icerigi, agirlikca %

Karbon 85-88 121

Hidrojen 12-15 210

Oksijen 0 34.7
Yogunluk [kgl™] 0.719-0.779 0.792
Kaynama Sicaklig1 44.4 —242.5 95.5
Oktan Sayist [[R+M] 2] 86 — 94 100
Donma Noktas1 [°C] -22.2 -96.1
Isinma Degeri 45.600 — 43.000 29.800 — 26.800

Fosil yakitlardan kaynaklanan CO,, CO, CHs ve NOy gibi sera gazlarin
emisyonu iklim degisikligine sebep olmaktadir. Sera gazi emisyonu ve fosil
yakitlarin kullanimini azaltmak i¢in biyoetanol ve biyokiitlelerin kullanimi gereklidir
[1¢6z et al., 2009].

Etanolun enerji degeri petrol tiirevi yakitlardan % 68 daha az olmasia

ragmen, etanolun yapisindaki oksijen sayesinde toksik bilesiklerin salinimi azdir.
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Tablo 2.2’de etanolun yakit 6zelligi gosterilmektedir. Biyoetanol, yiiksek oktan
sayisina sahip olup, yaklasik % 35’ini oksijen olusturur. Biyoetanoldeki oksijen
varligi ile olusan karbon monoksit ve hidrokarbonlarin salinimini azaltir ancak
nitrojen oksit emisyonlarini arttirir. Etanol, yiiksek oktan sayisi ile motorlu araglarda
benzin ile karistirilarak tam yanma saglamaktadir. Diisiik setan sayisit ve yiiksek
buharlagsma 1s1s1 ile dizel araglarda kendiliginden ateslemeyi engelleyebilmektedir.
Setan sayisi, dizel yakitlarinda tutugma kalitesinin bir ifadesidir. Setan arttirict katki
maddelerinin kullanilmasiyla, yakitin tutusma kalitesi arttirilabilir. Siklikla setan
arttirici olarak, % 0.05 - % 4 oraninda 2-Etilheksil nitrat (EHN, octyl nitrat)
kullanilmaktadir. Katki maddelerinin daha yiiksek oranlarda kullanilmasi, yakitin
fiziksel 6zelliklerini ve stabilitesini bozabilir [Balat et al., 2008], [Mussatto et al.,
2010], [Ocal, 2007].

Tablo 2.2: Etanol’iin yakit dzelligi.

Yakat 6zelligi Etanol
Setan Sayis1 8
Oktan Sayist 107
Atesleme derecesi (K) 606
Buharlagma 1s1s1 (MJ/Kg) 0.91
Diisiik 1s1 degeri 26.7

Biyoetanol yakitinin, petrol kullanimina gére:

e Fosil kaynakli yakitlarin kullanim sonucu artan CO, konsantrasyonu, etanol
kullanimi sonucunda atmosferde CO; artisina sebep olmamasi,

¢ Etanol, benzine oranla daha az toksik maddelere sahip oldugundan dolay1 daha
az kirletici olmasi,

¢ Benzin farkl birlesiklerle karmasik yapidayken, etanol bilinen igerigi ile saf
kaynak olmasi,

e Etanol yenilenebilir enerji kaynagi oldugundan dolay1 giivenli yakat tiirii
olmasi,

e Diinyanin herhangi bir yerinden farkl biyokiitle kaynaklarindan tiretilebilmesi

gibi pek ¢ok avantaja sahiptir [Silva et al., 2005].



CO; seviyesinin azaltilmasinda rol oynayan etanol, ulasim araclarinda da
kullanilabilir. Benzin yerine etanol kullanimi sonucunda % 80’den fazla karbon
emisyonu azalimim saglayarak, asit yagmurlarinin olusumunu en aza
indirgemektedir. Biyoetanol donmay1 engeller, motorun daha serin ve enjektorlerin
daha temiz kalmasini saglar. Bu nedenle biyoetanol yakitlarda oktan arttirmak amaci
ile kullanilan benzen, metil tersiyer biitil eter (MTBE), biitadien gibi kanserojen
maddelerin ¢evreci alternatifidir. Biyoetanol kullanilmasi ile, ozon tabakasinin
azalmasma yol acan ugucu organik madde (Volatile organic compounds;
VOCs)’lerde % 30 ve lizeri azalma saglanmaktadir [Mussatto et al., 2010], [Grassi,
2000], [Web 1, 2013].

Biyoetanol, benzin ile karistirilarak araclarda yakit olarak, dizel motorlarda
katk1 maddesi olarak ve tarim makinalarinda da kullanilmaktadir. Kojenerasyon
tinitelerinde; dizel gii¢ jeneratorlerinde, buhar enjeksiyonlu gaz tiirbinlerinde, suyun
tuzlulugun giderilmesinde, sogutma sistemlerinde biyoetanol kullanilmaktadir [Web
1, 2013].

Yakit olarak biyoetanoliin en popiiler uygulamasi; % 85 biyoetanol ve % 15
benzin karigimi olan E85 olarak bilinen uygulamasidir. Brezilya etanol iiretimini
seker pancarindan lretmektedir ve benzin etanol karigimint % 76 benzin + % 24
biyoetanol (E24) olarak kullanmaktadir. ABD’nin de dahil oldugu bir ¢ok iilke
biyoetanolii E10 sekilde (% 90 benzin + % 10 biyoetanol) kullanmaktadir. % 85 ve
izeri oranda biyoetanol kullanimina kadar ¢alisabilen (esnek yakitl) araglarda, E8S
karisimi uygulanabilmektedir (Tablo 2.3) [Balat et al., 2008].

Fransa ve Ispanya arpa, bugday ve seker pancarindan iirettigi biyoetanolii
ETBE (Etil Tersiyer Biitil Eter)’ye donistiirerek, icten yanmali motorlu araglarda
kullanilmaktadir [Poitrat, 1999].

Biyoetanol, tarimsal irlinlerden veya gida isleme ({irlinlerinden
iiretilebilmektedir. Biyoteknolojik uygulamalar, gilincel etanol {liretiminin biiyiik bir
kismindan sorumludur. Diinyadaki biyoetanol iiretiminin yaklasik % 95’1 tarimsal
tiriinlerden saglanmaktadir. Biyoetanol iiretiminin % 40’1 seker kamis1 ve seker
pancar1 gibi seker igeren iriinlerden {iretilirken, % 60’1 nisasta igeren lriinlerden

kaynaklanmaktadir [Mussatto et al., 2010].


http://www.eie.gov.tr/
http://www.eie.gov.tr/

Tablo 2.3: Bazi iilkelerde uygulanan biyoetanol kullanim gesiti.

Ulke Biyoetanol kullanim ¢esiti
Brezilya E20, E24 (esnek yakith araglarda farkli karigimlarda)
ABD E10 (esnek yakitl araglarda E85)
Kanada E10 (esnek yakith araglarda E85)
Isveg E10 (esnek yakith araglarda E85)
Hindistan ES

Avustralya E10

Tayland E10

Cin E10

Kolombiya E10

Paraguay E7

Diinya capinda biyoetanol iiretimi, 1975 yilinda bir milyar litreden az iken;

2006 yilinda 39 milyar litreye ulasmistir ve 2015 yilinda etanol iiretiminin 100
milyar litreye ulasmas1 amaglanmigtir. Brezilya, Amerika Bilesik Devletleri, Kanada,
Japonya, Hindistan, Cin ve Avrupa llkeleri gibi diinya ¢apindaki birgok iilke kendi
biyoyakitlarini tiretmeyi amaglamistir [Mussatto et al., 2010].

e Kiiresel petrol rezervlerinin hizla azalmasi ve buna bagli olarak petrol fiyatlarim

artisi,
e Yakit emisyonlarinin nedenleri,
o Karbon emisyonlari iizerine Kyoto Protokolii’niin gerektirdikleri,

e Tarimsal iirlinlerden alternatif {iriinlerin olusumu

gibi bir cok nedenle tilkeler kendi etanoliinii liretmeye baglamislardir

Kyoto Protokolii, gelismis tilkelerin 2000 yilindaki sera gazi emisyonlarini
(Karbondioksit (CO;), Metan (CH,4), Nitroz Oksit (N2O), Hidrofluorokarbonlar
(HFCs), Perfluorokarbonlar (PFCs), Kiikiirt heksafloriir (SFg)) 1990 yil1 seviyesinde
tutmak i¢in, Tablo 2.4’te yer alan {ilkelerin sera gazi salinimlarini 2012 yilina kadar
1990 seviyesinin % 5.2 altina diisirmeyi amaglamaktadir. 2004 yilinda Rusya
Federasyonu’nun Kyoto Protokoliinii onaylamasiyla birlikte 16 Subat 2005 yilinda

resmen yiriirlilige girmistir. Kyoto Protokoliinde Tiirkiye iiye devlet iken,



gelismekte olan iilke statlisiinde oldugundan dolay1r emisyon azaltim sorumlulugu
yoktur. Tablo 2.5’te 2007 yili verileri baz alinarak, diinya ¢apinda CO; saniliminin
en yiksek oldugu 9 iilke ile Tirkiye’deki CO; salinimmin degerleri
karsilastirilmistir. [Arikan ve Ozsoy, 2008], [Yiiksel, 2008], [Cinar vd., 2012].

Tablo 2.4: Kyoto Protokoliine iiye olan tilkeler.

Uye Devletler

ABD Almanya Avrupa Birligi ~ Avustralya Avusturya Belgika

Beyaz Rusya Bulgaristan ~ Cek Cumhuriyeti  Danimarka Estonya  Finlandiya

Fransa Hollanda Hirvatistan Ingiltere  irlanda  ispanya
Isveg Isvigre Italya izlanda Japonya Letonya
Litvanya Liikksemburg Kanada Norveg Polonya  Portekiz
Romanya Rusya Slovenya Slovakya  Ukrayna  Yeni Zelenda
Yunanistan  Tirkiye Liechtensein Monako

Brezilya 1975°de yayimladigi “Ulusal Alkol Programi” ¢ergevesinde
otomobil yakiti olarak benzin yerine etanoliin kullanilmasini tesvik etmektedir. Bu
protokole gore 1975/76 yillarinda 556 milyon litre etanol {iretirken, 1985/86
yillarinda 11.4 milyar litre reterek, diinya c¢apinda en biiylik etanol {ireticisi ve
tiikketicisi konumuna gelmistir. Brezilya gliniimiizde benzini % 24-26 oraninda etanol
ekleyerek kullanmaktadir ve seker pancarindan iirettigi biyoetanoliin biiytik kismim
yerel ekonomisinde harcarken, % 20’lik kismimn1 ABD, Avrupa Birligi tilkelerine ve
diger iilkelere ihra¢ etmektedir. Brezilya, 1975 yilinda basladigi “Biyokiitleden
Biyoetanol Olusum” programina, su anda biyoetanol iiretimi ve tiiketimi ile 6nemli
bir konuma sahiptir [Silva et al., 2005].

Amerika Birlesik Devletleri biyoetanol iiretiminin yaklagik % 90’11 misir
kaynagindan saglamaktadir. ABD, 2006 yilinda 4.85 milyar galon etanol {ireterek
etanol tretici iilkeler arasinda Onemli bir yer edinmistir (Tablo 2.6). Avrupa
iilkelerinde ise biyoetanol iiretim igin kullanilacak hammadde kaynagi genellikle
bugday, seker pancar1 ve sarap endistrisinin yan {riinleridir. Toplam tarimsal
alanlarinin % 4-13 oldugu tahmin edildigi Avrupa bdlgesinde, biyoetanol iiretimi
icin gerekli biyokiitle kaynaginin yetistirilebilmesi i¢in tarimsal bdlgelerin

genisletilmesi gereklidir. Etanol iiretimi i¢in siklikla kullanilan melas ve misira ek



olarak; laktoz iceren peynir alt1 suyu ile lignoseliilozik biyokiitleler kullanilmaktadir
[Balat et al., 2008].

Tablo 2.5: CO; saliniminin en yiiksek oldugu 9 iilke ve Tiirkiye’de ki CO; salinim

degerleri.
Clkeler CO, emisyonu Kisi basina diisen
(milyon ton) CO, emisyonu (ton)
ABD 6.094 19.74
Rusya 1.580 11.13
Japonya 1.303 10.00
Almanya 841 10.23
Cin 6.538 4.92
Hindistan 1.610 1.38
Brezilya 368 1.94
Ingiltere 546 8.97
Kanada 590 17.91
Tiirkiye 304 4.17

Tablo 2.6: Diinya ¢apinda en iyi biyoetanol tretici 10 tilke (milyar litre).

Ulke 2004 2005 2006
ABD 13.40 16.10 18.35
Brezilya 15.10 16.01 16.99
Cin 3.63 3.78 3.86
Hindistan 1.74 1.70 1.89
Fransa 0.83 0.90 0.94
Almanya 0.26 0.41 0.75
Rusya 0.75 0.75 0.64
Kanada 0.22 0.22 0.56
Giliney Afrika 0.41 0.37 0.37
Tayland 0.26 0.30 0.34




2.1.1. Tiirkiye’de Biyoetanol

Ulkemizde piyasaya akaryakit olarak arz edilen benzin tiirlerinde, yerli tarim
tirtinlerinden {iretilmis etanol igeriginin; 01.01.2013 tarihi itibariyle en az % 2,
01.01.2014 tarihi itibariyle ise en az % 3 olmas1 zorunludur.

Bu kapsamda, Tiirkiye’de yerli tarimsal atik kaynaklarindan biyoetanol
iretim sitireci baglamistir. Turkiye’de iiretilen biyoetanoliin ¢ogu seker pancari
melasindan iiretilmektedir. Melasin yani sira misir ve bugday atiklar1 da Tiirkiye’de
biyoetanol {iretimi i¢in kullanilan hammadde kaynaklarindandir [Web 2, 2012].

Ulkemizde Biyoetanol iiretimi yapan firmalar:

e Tarimsal Kimya Teknolojileri (Tarkim) San. ve Tic. A.S.
e Tezkim Tarimsal Kimya Ins. San. ve Tic. A.S.

e Konya Seker San. ve Tic. A.S. Cumra Seker Fabrikasi

Ayrica, Tiirkiye Seker Fabrikalart A.S.’ne bagli olarak Eskisehir, Turhal
(Tokat), Malatya ve Erzurum Alkol Fabrikalarinda etil alkol {iretim tesisleri
mevcuttur. Tiirkiye Seker Fabrikalarinda, seker pancari (melas) islenerek etil akol
tiretilmektedir. Melas kaynaginin fermente edilmesi ile olusan slempe atiginin, ¢evre
kirliligi {izerine olumsuz etkisi bulunmaktadir. Bu nedenle, Eskisehir Alkol Uretim
Tesisi’ne Slempe Aritim Tesisi kurularak, sadece Eskisehir Seker Fabrikasinda etil
alkol Tretilmektedir. Diger alkol {iretim tesislerinde, slempe atik tesisi
bulunmadigindan dolay1 etil alkol {iretilmemektedir. Tablo 2.7°de 2007 — 2011 yillar1
arasinda Turkiye Seker Fabrikalarinda islenen seker pancari melasi ve iiretilen etil
alkol miktar1 gosterilmektedir [Web 2, 2012].

Ozel statiilii seker fabrikalarindan Amasya Seker Fabrikasinda, seker pancari
melasindan etil alkol iretilmektedir. Seker fabrikalarinda iiretilen etil alkol

cogunlukla alkollii icecek yapiminda kullanilmaktadir.


http://www.eie.gov.tr/
http://www.eie.gov.tr/

Tablo 2.7: 2007-2011 yillar1 arasinda Tirkiye’de islenen melas ve iiretilen alkoliin
cins ve miktari.

Islenen Melas  Uretilen Saf Alkol Biyoetanol
Yillar (Ton) (x1000 Litre) (x1000 Litre)
2007 21.880 6.650 -
2008 20.930 6.560 160
2009 13.266 4.200 -
2010 20.924 6.560 -
2011 16.086 5.190 -

*2011 yilinda sadece Eskisehir Alkol Fabrikasinda toplam 5.190.000 litre alkol {iretilmistir.

2.1.2. Biyoetanol Uretiminde Hammadde Kaynag

Biyoetanol iiretimi icin Oncelikli olarak uygun hammadde kaynagin
belirlenmesi gerekmektedir. Farkli biyokiitlelerin biyoetanol iiretim potansiyeli
Tablo 2.8’de gosterilmektedir. Segilen hammadde kaynagin maliyeti, olusan
biyoetanoliin maliyetini de etkilemektedir. Farkli biyokiitlelerden iiretilen biyoetanol
temelde 4 basamakta gerceklesmektedir (Sekil 2.1) [Balat et al., 2008], [Bayrakei,
2009].

e Biyokiitle kaynaklarindan, seker eldesi igin gerekli 6n islemlerin uygulanmasi,

e Biyokiitle kaynagindan mikroorganizmalar1 kullanarak, etanol ve CO;
Olusturmasi,

e Fermentasyon ortamindaki diger bilesenlerin ayrilmasi,

e Etanoliin karigik olarak bulundugu suyun ortamdan uzaklastirilmas.
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Tablo 2.8: Farkli biyokiitlelerden etanol tiretim potansiyeli.

Biyoetanol iiretim

Potansiyeli (I/ton)

Seker kamisi 70

Seker pancari 110
Tatli patates 125
Patates 110
Manyok 180
Misir, dari 360
Arpa 250
Bugday 340
Tatli sorgum 60

Seliilozlu biyokiitleler 280

Biyoetanol, basit sekerlerden veya sekerlere doniisebilecek nisasta ve seliiloz
benzeri polisakkaritlerden direk fermantasyon yoluyla elde edilmektedir. Boylece,
karbohidrat kaynaklar1 3 ana grup olarak siniflandirilabilir [Balat et al., 2008]:

¢ Basit sekerler: seker kamisi, seker pancari, sorgum, peynir alt1 suyu.
¢ Nisasta: dar1 gibi tahillar: bugday, manyok ve patates gibi koksii bitkiler.

¢ Lignoselulozik biyokiitleler: odunsu materyaller, saman, tarimsal atiklar .

Hammadde " Ogiitme | swilastirma
v
Damitma B Fermentasyon * Sekerlendirme
Susuzlastirma > Etanol

Sekil 2.1: Etanol {iretimi basamaklari.
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Biyoetanol iiretimi i¢in hammadde kaynag: temelde seker kamisi ve seker
pancaridir. Seker fabrikalarinda, seker iiretimi sirasinda seker pancart ve seker
kamisi islenerek yan {iriin olarak melas atifi olugsmaktadir. Olusan melas atiginda
ortalama % 50 oraninda sakkaroz (sukroz) sekeri icermektedir.

Melas gibi sakkaroz igeren hammadde kaynaklari, glukoz ve fruktoz
monomerlerinden olusan disakkarit yapida seker igermelerinden dolayi,
fermentasyon ortaminda kolaylikla biyoetanole doniismektedir [Meral ve
Kanberoglu, 2012].

Peynir Alti Suyu, potensiyel bir ¢evre kirletici olarak, peynir sanayisinde
genis capta iretilen atik su kaynagidir. Peynir Alti Suyu yiiksek karbohidrat
iceriginden dolayi, etanol iretimi i¢in pek ¢ok aragtirmact tarafindan
kullanilmaktadir. Peynir Alt1 Suyu, % 5-6 laktoz, % 0.8-1 protein ve % 0.06 yag
icermektedir [Kargi and Ozmihci, 2006], [Leite et al., 2000].

Siit Griinlerinde bulunan laktoz, glukoz ve galaktoz (O-B-D-galactopiranosil-
[1-4]-B-D-glukoz, CioH22011) monomerlerinden olusan disakkarit formdadir.
Genellikle laktaz olarak bilinen B-galaktosidaz enzimi, peynir alt1 suyunda bulunan
laktozu hidroliz eder. Ayrica, B-galaktosidaz enzimi E. coli gibi pek ¢ok
mikroorganizmada yaygin olarak bulunmaktadir [Panesar et al., 2006].

Peynir alt1 suyunun diinya ¢apinda yillik 10°® ton iizerinde iretildigi tahmin
edilmektedir ve 6nemli bir g¢evre kirleticidir.

Peynir alt1 tozu ise, N (Azot), P (Fosfor) ve diger eser elementler ile birlikte
laktoz igeren, peynir altt suyunun konsantre ve kuru formudur. Zengin mineral
iceriginden dolayi, organik asit (laktik, asetik), alkol (etanol), tek hiicre proteini,
metan gibi farkli kimyasallarin tiretiminde peynir alt1 suyu ve tozu kullanilmaktadir
[Kargi and Ozmihct, 2006].

Peynir alt1 tozunun konsantre laktoz ig¢erigi, uzun siire stabil olmasi, ulasim ve
depolanmasinin kolay olmasi, istenilen konsantrasyonda kullanilmas1 gibi avantajlar
ile biyoetanol firetiminde peynir alti suyuna gore iyi bir alternatif olabilecegi
distiniilmektedir [Guimaraes et al.,2010].

Bugday, misir, patates gibi biyokiitleler direk seker icermeyip, sekerin bir
formu olan nisasta icermektedir. Nisasta kaynakli hammaddeler genellikle Kuzey
Amerika ve Avrupa’da kullanilmaktadir. Etanol iiretimi i¢in, nisastanin hidroliz
edilmesi ile basit sekerlere doniismesi gerekmektedir. Nisasta iceren hammadde

kaynaklarinin kullanimi i¢in, enzime (a-amilaz ve glikoamilaz) ihtiya¢ duyilmasi ve
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yiikksek sicakliga maruz birakilmasi gerektiginden dolayr maliyet artmaktadir.
Enzimatik hidrolizin yani sira asitle muamele sonucunda da nisasta hidrolizi
gerceklesebilmektedir. Ancak asitle muamele sonucunda toksik etkisi bulunan HMF
(5-hidroksi-metil furfural) olusmaktadir [Meral ve Kanberoglu, 2012].

Bagslica seliilozik biyokiitleler, odunsu madde ve tarimsal atik kaynaklaridir.
Tarimsal alanlarin smirli olmasi, tahil {iriinlerinin hem gida i¢cin hem de etanol
tiretimi i¢in kullaniliyor olmasi, gida ve etanol fiyatlarini da arttirmaktadir. Bundan
dolay1, etanol iiretimi maliyetini azaltmak i¢in zirai atiklar, odunsu maddeler gibi
lignoseliilozik maddeler biyoteknolojik uygulamalarda iyi bir alternatiftir [Meral ve
Kanberoglu, 2012].

Etanol {retiminde siklikla piring samani ve bugday samani da
kullanilmaktadir. Lignoseliilozik biyokiitlelerin mikroorganizmalar tarafindan
kullanilabilmesi i¢in Oncelikle hidroliz edilerek daha kiiciik yapitaslarina ayrilmis
olmasi1 gerekir. Lignoseliilozik tarimsal kalintilar, % 32-47 seliiloz, % 19-27
hemiseliiloz ve % 5-24 ligninden olugmaktadir. Seliiloz, B-1,4-D-glukoz birimlerine
sahip yliksek molekiil agirlikli lineer polimerdir. Selilloz glukoz monomerlerinden
olusur, hemiseliiloz ise sekerlerin heterojen zincirlerinden olusur. Hemiseliiloz;
glukoz, mannoz, galaktoz, ksiloz, arabinoz, 4-o-metil glukuronik asit ve glukuronik
asit gibi gesitli polimerize olmus monosakkarit karisimidir. Lignin, fenil-propanoid
oncli maddelerden sentezlenen halkasal bir polimerdir. Polisakkaritlerin etkili
kullanimi i¢in, hidroliz asamasinda Oncelikli olarak lignini gidermek ve
hemiseliillozun kismen hidroliz edilmesi gerekmektedir [Ren et al., 2009]. Seliilozik
biyokiitle genellikle seyreltik siilfirik asitle muamele edilir. Hemiseliilozlardan elde
edilen likoriin seker kompozisyonu Tablo 2.9’da gosterilmektedir [Mohagheghi et
al., 2006], [Balat, 2010], [Khatiwada and Silveira, 2009], [Tomas-Pejo et al., 2008].
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Tablo 2.9: Farkli lignoseliilozik materyallerin igerikleri (% kuru agirlik).

Biyokiitle Glukan  Ksilan Mannan Galaktan Arabinan  Lignin
Kavak 43.5 15.5 2.5 2.3 15 6.2
Cam 46.4 7.8 10.6 - 2.2 94
Ladin 49.9 5.3 12.3 2.3 1.7 8.7
Sogiit 41.5 15.0 3.0 2.1 1.8 5.2
Hus agaci 38.2 18.5 1.2 - - 2.8
Misir kogani 36.8 22.2 - 2.9 55 3.1
Bugday samani 30.2 18.7 - 0.8 2.8 7.0
Arpa samani 33.1 20.2 - 0.9 3.8 6.1
Zeytin agact 25.0 9.82 0.7 1.4 2.1 8.8

Etanol iiretimi igin, gesitli biyokiitlelere uygulanan 6n islemler fermente
edilebilir seker olusumu artirmali, karbohidratlarin yapisint korumali, fermentasyon

asamasinda inhibe edici yan iirlinleri olusturmamali ve maliyet diisiik olmalidir.

2.1.3. Rekombinant Soylar ile Biyoetanol Uretiminin Arttirllmas:

Mikroorganizmalar igerisinde E. coli, etanol iretimi igin timit verici bir
alternatif mikroorganizmadir. Clinkii E. coli, bir¢ok farkli sekeri fermente ederek
etanol  olusturur. Metabolik miihendisliginin  bu alandaki ilk  basarih
uygulamalarinda, Zymomonas mobilis’in etanol fermentasyon yolizindeki iki enzimi
kodlayan genleri (piruvat dekarboksilaz, pdc, ve alkol dehidrogenaz I, adhb) bir
plazmid (pLOI297) iizerinde E. coli’ ye aktarilmistir [Ingram et al., 1987]. Daha
sonraki ¢aligmalarda, E.coli’’nin etanol iiretimi i¢in karbon kaybina neden olan dogal
fermentasyon yol izleri susturulmus ve yine Zymomonas mobilis’in pdc ve adhb
genlerini tasiyan plazmidle (pLOI297) klonlanan bu yeni E. coli susu ile daha etkili
bir etanol yolizi saglanmigtir [Sanny, 2009].
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Biyoetanol iiretimi i¢in, farkli biyokiitlenin igerdigi sekerlerin karigimini
fermente edebilen bir mikroorganizma gereklidir. Mikroorganizmalar arasinda E.
coli genis spektrumlu sekerleri metabolize edebilmesine ragmen diger sekerlere gore
glukozu tercih eder. Etanol iiretiminde, E. coli’nin metabolik miihendisligi igin
cabalar, etanol iiretimi i¢in karbon kaybina neden olan dogal fermentasyon
yolizlerinin susturulmasi yoniindedir. Boyle yolizlerinden birinde piruvat laktata
laktat dehidrogenaz (Idh) enzimi vasitasiyla gevirilir. Bir ¢alismada, E. coli NZN111
susu, laktat dehidrogenaz (Idh) ve piruvat format liyaz (pfl) genlerinin i¢ine homolog
rekombinasyonla antibiyotik diren¢ genlerinin eklenerek susturulmasi ile elde
edilmistir.

Bu susun, glikolizisden olusan NADH dengesi icin, piruvattan NAD™ i elde
edemedigi ve bunun sonucu olarak da anaerobik iiremeyi siirdiiremedigi goriilmiistiir
(Sekil 2.2). Anaerobik olarak NZNI111 susunun ireyebilmesi, bu susun lac
promotorunun kontrol ettigi Z. mobilis’e ait etanol iretimi i¢in gerekli piruvat
dekarboksilaz (pdc) ve alkol dehidrogenaz Il (adhb) genlerini tasiyan pLOI297
plazmidi ile transformasyonu sonucu saglanmistir. E. coli NZN111:pLOI297 susu
FBRS5 susu olarak ifade edilmistir [Dien et al., 2000].

1/2 Glukoz

[NADH+H*] <4— [NADH+H?]

Laklik% Piruvat Qdc. Asetaldehit —— Etanol

asit +CO; adhb
(I \

[NADH+H*]
Asetil CoA Format —— CO;+H;

"

Asetaldehit  Asetil-P

[NADH+H+]—b-l l

Etanol Asetat

Sekil 2.2: Etanol iiretiminin arttirilmasi igin laktat dehidrogenaz (Idh) ve piruvat
format liyaz (pfl) genlerinin susturulmasi.
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2.2. Bakteriyel Hemoglobin

Son zamanlarda hemoglobine benzeyen ve oksijen tasiyicilifi yapan
proteinlerin protozoa, bitki, fungus ve bakteriler de varligi belirtilmistir (Tablo 2.10)
[Aytan, 2009].

Vitreoscilla (VHb) hemoglobini, bakteriyel hemoglobinler arasinda en yaygin
kullanim alanina sahip olup, ayni zamanda karakterizasyonu en iyi yapilmis
hemoglobindir [Wakabayashi et al., 1986], [Dikshit and Webster, 1988].

Lokalize olan hem bdélgesi Vitreoscilla hemoglobinin 3 boyutlu yapisinda
Sekil 2.3’te gosterilmektedir [Joshi et al., 1998]. Baz1 hemoglobinlerinin oksijen
baglama sabitesi (Kon) ve oksijen salinim sabitesi (Koi) degerleri Tablo 2.10°da
gosterilmektedir. Orii ve Webster [1986], VHb’nin diger hemoglobinlere gore,
oksijeni ok daha hizli (Ko = 5600 s) serbestledigini raporlamistir [Frey and Kallio,
2003], [Aytan, 2009].

Asn8Asp

Sekil 2.3: Vitreoscilla hemoglobinin tig-boyutlu yapisi.
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Tablo 2.10: Baz1 hemoglobinlerin oksijen baglama (Ko,) ve oksijen salinim (Ko

sabiteleri.
Protein For o
[uM*s™] [uM7s]

Vitreoscilla hemoglobini [VHb] 78 5600
Lupin leghaemoglobin [Lba] 120 5.6
Arabidopsis hemoglobinl [AHB1] 75 0.12
Arabidopsis hemoglobin2 [AHB2] 1.07 0.14
Escherichia coli

Flavohemoglobinler [HMP] % 044
Candida Hb [maya] 850 17
At miyoglobini 14 11
Soya Lb 116 5.55

Hemoglobinler, ¢esitli ligandlar (O, CO, NO ve CN’) ile hem grubuna
baglanarak adsorbsiyon spektrasi olusturur. Gozlemlenen adsorbsiyon spektrasi
hemoglobinlerin karakterizasyonunu gosterir. Oksijen ve CO sadece ferrous hem
grubuna baglanirken; NO, ferrous ve ferik hem grubuna baglanir. VHb, karbon
monoksit ile indirgendiginde, 419 ile 439 nm araliginda absorbsiyon gosterir.
Kimyasal olarak ditiyonit (Na;S;04) ile indirgendiginde ise, 416 ile 430 nm
araliginda absorbsiyon piki verir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4: A. Hemoglobin icermeyen E. coli FBRS susunda ditiyonit indirgenmesi
sonucu absorbsiyon piki olusmamasi, B. vgb igeren E. coli TS4 susunda VHb’nin
ditiyonit indirgenmesi sonucu olusan absorbsiyon piki.

Vgb promotor-operator bélge ve hemoglobini kodlayan bolge ile toplam 648
niikleotidden olusmaktadir. Genin promotoru [Pyg] oksijene duyarli promotordur.
Promotorun oksijene duyarlilig: lizerinde tasidig1 ve global diizenleyici proteinlere,
yani Fnr ve ArcA ve OxyR proteinlerine 6zgii dizilerden kaynaklanir (Sekil 2.5)
[Yang et al., 2005]. E. coli’de vgb promotoru mikroaerobik kosullar altinda (% 2’den
daha az ¢6ziinmiis oksijen seviyelerinde) maksimum diizeyde indiiklenir [Kroneck et
al., 1991]. E. aerogenes’de ayni sartlar altinda boyle bir indiiklenme olmadig:
belirlenmistir [Hart et al., 1994]. Bu da E. coli ve E. aerogenes gibi birbirine yakin
enterik bakteride bu genin farkli diizenlendigini ve farkli diizenleyici mekanizmalarin
kullanildigini ifade etmektedir. Ayrica Fnr bakimindan mutant E. coli hiicrelerinin
mikroaerobik kosullarda altinda vgb promotorunu aktive edemedikleri belirlenmistir
[Dikshit et al., 1992]. Diger ¢alismalarda da vgb’nin oksijene duyarli promotor
aktivesinin oldugunu ve genin proteinin, yani VHb’nin, ifadesinin Fnr tarafindan

saglandig1 gosterilmistir [Kiley and Reznikoff, 1991].

18



CGCTGGGGTTAAAAGTATTTGAGTTTITGA
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OxvE Fnr

TGTGGATTAAGTTTITAAGAGGCAATAAAGATTATAATAA

280 280 e 0 e R R R

Fnor/ ArcA Fuor Pribnow

GTGCTGCTACACCATACTGATGTATGGCAAAACCATAAT

+1 inverted repeat

Sekil 2.5: vgb promotor bolgesi. Yildizla isaretlenmis bolgeler OxyR, alt1 ¢izili
bolgeler Fnr baglanma bolgeleri.

Daha oOnceki yapilan c¢alismalarda, VHb ekspresyonu yapan E. coli
hiicrelerinin daha iyi ireme ve yiiksek hiicre yogunluguna sahip olduklari
gosterilmistir [Frey and Kallio, 2003], [Khosla and Bailey, 1988]. Ayrica vgb tasiyan
rekombinant E. coli ve Pseudomonas aeruginosa’nin daha yiiksek oksijen alim
oranina sahip oldugu goriilmistiir [Geckil et al., 2001]. VHb’nin oksijen depolama
ve tasima fonksiyonlar1 yaninda detoksifikasyon fonksiyonu da vardir [Minning et
al., 1999].

VHD klonlanmis oldugu tiim organizmalarda, regiilasyonu oksijenle olan bir
cok metabolit ve rekombinant proteinin sentezinde Onemli artiy gozlenmistir.
Ozellikle, bakteri ve funguslarda VHb hemoglobinin, solunumu ve biiyiimeyi de
arttirma yetenegine sahip oldugu belirlenmistir. Bundan dolayi, bu proteinin oksijen
gerektiren birgok biyoproseste potansiyel kullanim alani bulacagini gdstermektedir
[Geckil and Gencer, 2004], [Farres and Kallio, 2002], [Geckil et al., 2004],
[Khosravi et al., 1990]. Bu baglamda, tretimleri belli konsantrasyonda oksijene
thtiyag duyan bir takim metabolitlerin (bilitandiol, asetoin) bu proteinin
ekspresyonunu yapan bakterilerde ana konakgilara gore Onemli derecede fazla
oldugu saptanmistir [Geckil et al., 2004].

VHb’nin bazi mikroorganizmalarda benzoik asit, DNT (dinitrotoluen) gibi
aromatik bilesiklerin biyolojik olarak yikiminda, oksijen gerekli olan basamaklara,
oksijen saglayarak yikimi hizlandirdigi belirlenmistir [Nasr et al., 2001]. Benzer

calismalarda, VHb eksprese eden Serratia marcescens’de Luria—Bertani (LB) besi
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ortaminda ve % 2 kazein hidrolizat1 igeren LB besi ortaminda, asetoin ve 2.3
butandiol tiretimi artmistir [Wei et al., 1998].

E. aerogenes ile yapilan c¢alismada, diisiik oksijen kosullarinda, vgb
hemoglobini varliginda asetoin ve 2.3 butandiol iiretiminin arttigi belirlenmistir
[Geckil et al., 2004]. Bir diger ¢alismada, VHb eksprese eden Streptomyces
lividans’de, diisiik oksijen kosullarinda daha fazla hiicre sayisi biiylimesi gozlenen
kiiltirlerde, VHb hemoglobini eksprese etmeyen S. lividans kiiltiirlerine nazaran
daha fazla miktarda aktinorhodin tiretilmistir [Pauli et al., 1993].

Phellinus igniarius hiicreleri ile yapilan bir ¢alismada, VHb eksprese eden
misel hiicrelerinin metabolit {iretimi goézlemlenmistir. Mikroaerofilik kosullarinda
sentezlenen flavon miktar1 VHb ekspresiyonu ile 9.67 gL™den 17.21 gL™Vye
artmistir [Zhu et al., 2011].

2.3. immobilizasyon

Immobilizasyon, enzimlerin devamli ve siirekli sistemlerde fiziksel
aktivitelerini koruyarak, belli bir bolge ile sinirlandirilmasi islemidir. Enzim
immobilizasyonu i¢in, adsorpsiyon, kovalent baglama, tutuklama, kapsiilleme,
capraz baglama gibi ¢esitli immobilize metodlar1 vardir [Tan et al., 2010].

Son yillarda 6zellikle biyoteknolojik iiretimler ig¢in, enzimlerin yani sira
hiicrelerin immobilizasyonu i¢in kullanilan yontemlerde Onem tasimaktadir.
Mikroorganizmalar1 tutuklama teknigi, hiicre yogunlugunun artmasi ve buna baglh
olarak {iirlin miktarinin arttirilmasinda 6ncii rol oynamaktadir [Kourkoutas et al.,
2004]. Immobilize mikrobiyal hiicrelerin, biyotransformasyon ve biyosentetik
ozelliklerinin artmas1 ile antibiyotik, alkol, organik asit ve enzim gibi degerli
tirlinlerin olusumunda artis goériilmistir [Kourkoutas et al., 2004], [Anisha and
Prema, 2008].

2.3.1. Hiicre Immobilizasyonu
Biyolojik atik su aritim tesisleri ve metabolit iiretimi gibi endiistride

immobilizasyon uygulamalar1 sadece hiicre sayisimin arttirilmasini degil, aym

zamanda {rlinlerin katt ya da sivi ortamdan kolaylikla ayrilabilmesini de
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saglamaktadir. Farkli immobilize metodlar1 arasinda genellikle kullanilan yontem
destekleyici bir matrix igerisine hiicrelerin hapsedilmesi olan tutuklama islemidir.
Cesitli dogal trtinler (agar, agaroz, K-carrageenan, aljinat, kitosan vb.) ve sentetik
polimer materyaller (poliakrilamid, poliliretan, poliliretan glisol vb.) immobilizasyon
islemi i¢in uygundur [Song et al., 2005].

Endiistriyel fermantasyonda, serbest hiicrelerin yerine immobilize hiicrelerin
kullanilmasi ile, {riinlin ortamdan kolaylikla ayrilmasi, hiicresel kaynakli
kontaminasyon riskinin azalmasi, iiriin veriminin artmasi, hiicre kazanimi ve tekrar
kullanimi ile prosediir maliyetini azaltmasi gibi pek cok avantaj gorilmektedir
[Ghorbani et al., 2011], [Goksungur and Zorlu, 2001].

Sodyum aljinat, hiicre immobilizasyonunda en sik kullanilan matrisktir.
Genel olarak kahverengi deniz alglerinden ede edilen aljinat, tekrarsiz alt {initelerinin
(B-D-mannuronik asit (M) ve a-L-gluronik asit (G)) 1—4 glikozidik baglanarak
olusturdugu kopolimerdir (Sekil 2.6). Aljinat, divalent (+2) katyonlar (kalsiyum,
magnezyum, stronsiyum ve baryum gibi) ile birlikte, suda ¢oziinmeyen jel yapi
olusturmaktadir. Jel yap1 olusumunu etkileyen temel faktor, aljinatin gluronik asit alt
tinitesinin oran1 (M/G) ve uzunlugudur [Goksungur ve Giliveng, 2002], [Chitnis and
Ohman, 1990].

%Zm\\?

[} D-mannurenata a L-guiuranats

B.
’ M—M—G—M—G—M—G-G-G
, A A, e

M Block M- G Block G Block

Sekil 2.6: A. Aljinat yapisini olusturan M ve G alt {initelerinin konformasyonu. B.
Aljinat yapisini olusturan tekrarsiz M ve G alt iiniteleri; M Block, ¢oklu M alt
tiniteleri; M — G Block, heteropolimerik yapidaki M ve G alt iiniteleri; G Block,
coklu G alt tiniteleri.
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Hiicre immobilizasyonu i¢in farkli teknikler uygulanabilirken, genellikle
toksik etkisi bulunmayan, endistride kolay kullanilabilir olmasi ve tiim
mikroorganizmalarin immobilize edilmesi i¢in uygun olan kalsiyum aljinat metodu
uygulanmaktadir. Bu metod kisaca, sodyum aljinat ile hiicreleri siispanse ederek,
kalsiyum kloriir soliisyonuna damlatilmasi ile hiicrelerin kalsiyum aljinat icerisinde
tutuklanmasi islemidir. Kalsiyum aljinat ile tutuklama isleminde farkli hiicrelerin
[bakteri, maya, alg, kiif, mantar, protoplast, bitki ve hayvan hiicreleri gibi]
immobilizasyonu uygulanabilmektedir [Anisha and Prema, 2008], [Goksungur and
Zorlu, 2001].

Kalsiyum aljinat ile olusan jel yapinin fonksiyonu; aljinatin tipi ve
yogunluguna, CaCl; ¢ozeltisinin konsantrasyonuna ve reaksiyon siiresine baglhidir.
Sitrik asit, laktik asit gibi organik asitler ile Mg*?, K* gibi baz1 katyonlar, kalsiyum
aljinatta bulunan kalsiyum iyonlar ile yer degistirerek jel yapisinin dayanikliligini
bozmaktadir. Bunun igin, organik asit ve etil alkol iiretiminde, fermentasyon
ortamina Ca*? iyonu ve CaCl, ¢ozeltisi ekleyerek, jel yapinin korunmasi saglanabilir
[Goksungur ve Giiveng, 2002].

Immobilize hiicreler, serbest hiicreler ile karsilastirildiginda genis termal
stabilite 6zelligi sergiledikleri ve buna bagli olarak inkiibasyon sicaklik degisimlerine

daha az duyarli olduklar1 gbzlenmistir [Yan and Lehe, 2007].
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3. GERECLER VE YONTEMLER

3.1. Geregler

3.1.1. Kullanilan Sarf Malzemeler

Bu tez ¢alismasinda kullanilan sarf malzemelerinden tripton, NaOH,
sodyum aljinik asit Sigma, Oakville, Kanada’dan saglandi. CH;COONa (Sodyum
asetat), H,NaO4P.H,O, Na,HPO,;, Na;S;0; (Sodyum ditiyonit), (NH4),PQOy,
MgS0,.7H,0, CaCl,, NaCl, HCI, H,SO4, NaOH, D(+)-glukoz, D(+)-ksiloz, D(-)-
fruktoz, D(+)-laktoz, asetonitril, alfa naftol, etanol, pepton, maya oziitii, tiamin, agar
ve steptomisin siilfat, ampisilin sodyum, gentamisin siilfat antibiyotikleri ise Merck,
Darmstadt, Almanya’dan temin edildi. Etanol dl¢iimleri i¢in kullanilan EnzyChrom
Etanol Assay Kit, R-Biopharm, Darmstadt, Almanya’dan saglandi. 0.2 pm por ¢apl
siringa filtresi Whatman, Maidstone, Ingiltere ve 0.2 pm por ¢apli 500 ml’lik vakum
filtre Nalgene, Supor MarchV, Rochester, New York, A.B.D.’den temin edildi. Seker
miktari tayini i¢in kullanilan ince tabaka kromotografisi plakalar1 ise Whatman, TLC

Plates Partisil® K5, Maidstone, Ingiltere’den saglandi.

3.1.2. Kullamlan Cihazlar

Bu tez calismasinda hiicrelerin biiylime siiresi i¢in, Binder, BD 115,
Tuttlinger, Almanya ve Edmund Biihler GmbH (¢alkalamali), TH15, Hechingen
Almanya inkiibatorleri kullanildi. Hiicrelerin 600 nm’deki optik yogunluklar1 (Optik
Density; OD) Bio-Rad, SmartSpec™ 3000, Philadephia, A.B.D. spektrofotometre ile
Olciildi. Seker pancari isleme atik suyu ve peynir alti suyunun tozu ile hazirlanan
solisyonu Beckman Coulter, Allegra™ 25R, Krefeld, Almanya ve hiicreleri
coktiirmek i¢cin Labogene Scanspeed 1580R, Danimarka santrifiijleri kullanildi.
Hanna Instruments, pH 211 Microprocessor, Michigan, A.B.D. cihaz1 ile pH
degerleri belirlendi. Hiicre hemoglobin ekstraksiyonu i¢in Branson Ultrasonic

Corporation, Branson Digital Sonifier 250, Danbury, A.B.D. sonikatorii ile
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pargalandi ve hemoglobin 6l¢iimleri i¢in kullanilan UV spektroskopisi ise Shimadzu,
UV-3600 UV-VIS NIR, Kyoto, Japonya ile ol¢iildi. TLC goriintiileme
densitometresi Bio-Rad, GS 670, Philadephia, A.B.D. kullanilarak 6lgtildii. Plazmid
stabilitesi i¢in yapilan inokiilasyon Oncesi diliisyonlar IKA, Genius3, Staufen,
Almanya vorteksi ile karigtirildi. Tiim sarf malzemeleri ve diger malzemeler ise
deneylerde kullanilmasi i¢in Hirayama Hiclave™, HVE-50, Saitama, Japonya

otoklavi ile steril edildi.

3.1.3. Kullanilan Bakteri Soylari

Bu tez calismasinda, VHb’nin farkli gida isleme atiklar1 seker pancari
isleme suyu (melas) ve peynir alt1 tozu kullanilarak biyoetanol tiretimini arttirmadaki
etkinliginin arastirilmas1 amaglandi.

Bu nedenle tez ¢alismamizda, USDA laboratuvarindan temin edilen E. coli
suslar1 (NZN111 ve FBR5) [Dien et al., 2000] ve bu suslardan Dr. Sanny tarafindan
gelistirilen TS3 ve TS4 [Sanny, 2009] suslar1 kullanildi. Bunun ig¢in, biitiin suslar pdc
(piruvat dekarboksilaz), adhb (alkol dehidrogenaz) [Dien et al., 2000] ve vgb (TS3,
TS4) [Sanny, 2009] igerecek sekilde, Illinois Institute of Technology, Department of
Biological Chemical and Physical Sciences, Chicago, IL, USA’ de, yeni olusturulan

plazmitlerle transforme edilerek elde edildi [Sanny et al., 2010].

Kullanilacak olan suslar ve 6zellikleri:
e NZN111 - E. coli [F+ A— rpoS396(Am) rph-1 ApflB::Cam AldhA::Kan].
e FBR5 - pdc ve adhb tagiyan pLOI297 plazmidi ile transforme edilmis NZN111
susu.
e FBR5/pTS3 (TS3 susu) - vgb tastyan pKT230 plazmidi (pTS3) ile transforme
edilmis FBRS susu.

e FBR5/pTS4 (TS4 susu) - vgb tastyan pPBBR1IMCS-5 plazmidi (pTS4) ile

transforme edilmis FBRS susu.
Bu tez ¢alismasinda, vgb(-) E. coli FBRS susu ve vgb(+) rekombinant E. coli

suglart (TS3 ve TS4), VHb’nin etanol {iiretimindeki etkilerini belirlemek igin

kullanildi. Kullanilan bu rekombinant suslar diisiik oksijen kosullarinda, farkli gida

24



isleme atiklarini (seker pancari isleme suyu ve peynir alti1 tozu) igeren LB (Luria
Bertani) besiyerinde ve kontrol besiyeri olarak fruktoz (% 1.2, w/v) ve glukozu (%
1.2, w/v) iceren LB besiyeri ile laktoz (% 5.5, w/v) iceren LB besiyerinde liretilerek,
olusturduklar1 VHb ekspresyon seviyeleri, etanol {iretimleri ve bu hiicrelerin iireme

ozellikleri incelendi.

3.2. Yontemler

3.2.1 Seker Pancar1 Isleme Suyunun (Melas) Hidrolizi
Kullanilan seker pancari isleme suyu (melas) Pakmaya izmit Fabrikasi,
Kocaeli’den saglandi. Melasin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine ait bilgiler Pakmaya

Izmit Fabrikasindan sagland: (Tablo 3.1).

Tablo 3.1: Temin edilen seker pancari isleme suyu (melas)’nun 6zellikleri.

Melas Bilesikleri

Kuru Madde (%) 6.10
pH (direkt) 7.04
Sukroz (%) 50.00
Renk-375 nm 0.285
Ozmotik Basing

(osmol/kg) (direkt) 0.738
K" (mg/L) 8600.00
Ca" (mg/L) 830.00
NH4-N (mg/L) 81.60
NO3-N (mg/L) 500.00
NO,-N (mg/L) 3.40
d (yogunluk) (g/mL) 1.024
Betain (g/L) 11.150
COD (mg/L) 49500.00

% 50 oraninda sukroz igeren melastan, fruktoz ve glukoz monomer eldesi i¢in

asit hidroliz yontemi uygulandi. Melas distile su ile 5 kat sulandirildi ve 4N H,SO4
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ile pH degeri 3.0’e ayarlandi. Oda sicaklifinda bir gece bekletilen melas 121 °C
sicaklikta 15 dakika siire ile bir otoklavda (Hirayama Hiclave™, HVE-50, Saitama,
Japonya) 1sitildi. Sogutulduktan sonra, NaOH ile pH 7.0’ye yiikseltildi ve +4 °C
sicaklikta 7000 rpm hizda 15 dakika siire ile bir santrifiijde (Beckman Coulter,
Allegra™ 25R, Krefeld, Almanya) ¢oktiiriildii. Ust sivi 0.2 um por ¢apli vakum
filtreden (Nalgene, Supor MarchV, Rochester, New York, A.B.D.) gecirilerek steril
hale getirildi [Karaalp, 2007].

3.2.2 Peynir Alt1 Tozunun Kullanimi

Kullanilan Peynir Altt Tozu Maybi (Malkara Birlik Siit ve Siit Mamiilleri

A.S.)’den “Grade A” formunda temin edildi. Peynir alti tozunun igerigi Cizelge
3.2’de gosterilmektedir [Web 3, 2013].

Tablo 3.2: Temin edilen Peynir Alt1 Tozunun 6zellikleri.

Peynir Alt1 Tozu Bilesikleri

Nem Maks % 3
Protein % 7-10
Laktoz % 75-78
Kiil Maks 9% 9.00
Tuz Min % 2.85
Yag Maks % 1
Asitlik (L.A) Maks % 0.20
pH Min 6.0
Coziiniirliik indeksi Min % 98

400 ml distile su igerisine 200 gr peynir alt1 tozu olacak sekilde bir soliisyon
hazirland1 ve 121°C sicaklikta 15 dakika siire ile bir otoklavda (Hirayama Hiclave™,
HVE-50, Saitama, Japonya) isitilarak steril hale getirildi. Hazirlanan soliisyon
7000rpm hizda 15 dakika siire ile steril bir sekilde santrifiij (Beckman Coulter,
Allegra™ 25R, Krefeld, Almanya) edilerek safsizliklardan armndirildi [Ozmihgi,
2009, adapte edilmistir].
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3.2.3. Kiiltiir Ortamlarimin Hazirlanmasi

Hazirlanan seker pancari isleme suyu (melas) hidrolizatin1 (MH) iceren kiiltiir
besi ortami; 500 ml 2X-LB (NaCl igermeyen, pH 7.0) + 200 ml 50 mM sodyum
fosfat tamponu (pH 7.0) + 10 ml CH3COONa (% 10, w/v) + 89 ml distile su + 1 ml
tiamin (% 0.1, w/v) + 3 g MgSO,4 + 1 g (NH4)POy igeren ortama 200 ml melas
hidrolizat1 (pH 7.0) ilave edilerek bir litreye tamamlandi1 [Dien et al., 2003, adapte
edilmistir].

Kontrol Besiyeri (glukoz; %1.2 w/v, fruktoz; %1.2 w/v igeren kiiltiir ortami)
(1000ml); 500 ml 2X-LB (NaCl igermeyen, pH 7.0) + 200 ml 50 mM sodyum fosfat
tamponu (pH 7.0) + 200 ml glukoz (%6, w/v) ve fruktoz (%6, w/v) soliisyonu + 10
ml CH3;COONa (% 10, w/v) + 89 ml distile su + 1 ml tiamin (% 0.1, w/v) + 3 ¢
MgSO, + 1 g (NH4)PO, ilave edilerek hazirlandi [Dien et al., 2003, adapte
edilmistir].

Hazirlanan Peynir alt1 soliisyonu PAST igeren kiiltiir ortami; 500 ml 2X-LB
(NaCl icermeyen, pH 7.0) + 200 ml 50 mM sodyum fosfat tamponu (pH 7.0) + 10 ml
CH3;COONa (% 10, w/v) + 89 ml distile su + 1 ml tiamin (% 0.1, w/v) igeren ortama
200 ml peynir alt1 tozu soliisyonu (pH 7.0) ilave edilerek bir litreye tamamlandi
[Dien et al., 2003, adapte edilmistir].

Kontrol Besiyeri (laktoz; %5.5, w/v igeren kiiltlir ortam1) (1000ml); 500 ml
2X-LB (NaCl igermeyen, pH 7.0) + 200 ml 50 mM sodyum fosfat tamponu (pH 7.0)
+ 200 ml laktoz (%27.5, w/v) soliisyonu + 10 ml CH3COONa (% 10, w/v) + 89 ml
distile su + 1 ml tiamin (% 0.1, w/v) ilave edilerek hazirland1 [Dien et al., 2003,
adapte edilmistir].

Immobilizasyon igin, saf seker olarak ksiloz igeren kiiltiir ortami (100ml); 50
ml 2X-LB (NaCl igermeyen, pH 7.0) + 20 ml 50 mM sodyum fosfat tamponu (pH
7.0) + 20 ml ksiloz (%40, w/v) soliisyonu + 1 ml CH3COONa (% 10, w/v) + 8.9 ml
distile su + 0.1 ml tiamin (% 0.1, w/v) ilave edilerek bir litreye tamamlandi [Dien et
al., 2003, adapte edilmistir].

Tiim icerikler ayr1 ayr steril edilerek muhafaza edildi ve bu besi ortamlar1 her
denemeden oOnce taze olarak hazirlandi. Antibiyotikli kosullar i¢in uygun
antibiyotikler belirtilen oranlarda (Tablo 3.3) farkli rekombinant suslar i¢in ayr1 ayri

hazirlanan besi ortamina ilave edildi.
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Tablo 3.3: Kiiltiir ortamlarina eklenen antibiyotik miktarlari.

Sus Antibiyotikler

FBR5 100 ug/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

3.2.4. Kalsiyum Aljinat ile Hiicre immobilizasyonu

Immobilizasyon ydnteminde kullanilmak iizere ilk olarak sodyum aljinat
cozeltisi (% 4, wiv), CaCl, ¢ozeltisi (% 2, wiv) ve fizyolojik tuzlu su ¢ozeltisi (NaCl,
% 0.85, w/v) hazirlandi. Sodyum aljinat (% 4, w/v) ¢ozeltisi hazirlanirken, y1gin
olusumunu engellemek icin, manyetik karistirict ile siirekli karistirilan saf suya toz
haldeki sodyum aljinat azar azar ilave edildi ve ¢oziinmeyi saglamak icin karistirma
stirekli devam edildi. Hazirlanan tiim ¢ozeltiler 121 °C sicaklikta 15 dakika siire ile
1sitilarak steril edildi (Hirayama Hiclave™, HVE-50, Saitama, Japonya) [Urkiit,
2007].

Hazirlanan bir gecelik 6n kiiltiirlerden yaklasik 600 ul/100 ml alinarak (ODggo
~0.04 olacak sekilde) 250 mI’lik erlenmayerlere 200ml ksiloz igeren kiiltiir ortamina
inokiile edildi. Erlenlerin ucu kauguk tipalar ile kapatildi ve 22-kalibre igne ile
delinerek gaz cikisi saglandi. Kiiltiir ortamlar1 180rpm hizda, 37°C sicaklikta 24 saat
siire ile calkalamali bir inkiibatorde (Edmund Biihler GmbH, TH15, Hechingen
Almanya) inkiibasyonu saglandi.

Kiiltiir ortaminda tireyen rekombinant E.coli suslart 4000 rpm hizinda 15
dakika siire ile bir santrifiijde (Labogene Scanspeed 1580R, Danimarka)
coktiiriilerek, steril fizyolojik tuzlu su (NaCl; % 0.85 w/v) ile siispanse edildi. Steril
edilip sogutulan sodyum aljinat (% 4, w/v), hiicre slispansiyonu ile 1:1 (v/v) oraninda
karistirildi ve 400 ml CaCl; (% 2, w/v) ¢bzeltisine mikropipet (1000ul) yardimiyla
damlatildi. Damlalar CacCl, ile temas ettikleri anda katilasti ve tutuklanmis hiicreleri
iceren yaklagik 3.5 — 4.0 mm capinda boncuklar elde edildi. Jel yapisinin sertlesmesi
icin, CaCl, ¢ozeltisinde 30 dakika boyunca manyetik karistiricida siirekli
karistirilarak boncuklarin dayanikli hal almasi saglandi. Elde edilen boncuklar fazla
kalsiyum iyonlarin1 ve hapsedilmemis (serbest haldeki) hiicreleri uzaklastirabilmek

i¢in steril fizyolojik su ile (NaCl; % 0.85 w/v) yikand1 [Urkiit, 2007].
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Olusan kalsiyum aljinat boncuklari, 1gr boncuk’a yaklagik Sml maya 6ziiti
(% 0.2 w/v) ve glukoz (% 0.2 w/v) igeren soliisyonda, +4 °C sicaklikta saklandi
[Urkiit, 2007, adapte edilmistir]. Boncuklardan hiicre kacisim1 gozlemlemek
amaciyla, her ay ksiloz igeren LB (LBK) agar besiyerlerine direkt yayma plak ekimi
yapild1 ve bir gece 37 °C sicaklikta bir inkiibatérde (Binder, BD 115, Tuttlingen,
Almanya) inkiibe edildi.

Tutuklanmis hiicreler, seker pancari isleme suyu (melas) hidrolizati ile peynir
alt1 tozu iceren soliisyonda, 48 saat siire ile 37 °C sicaklikta, 180 rpm hizda,
calkalamal1 bir inkiibatdorde (Edmund Biihler GmbH, TH15, Hechingen Almanya)
inkiibe edildi. Fermentasyonda, 800 ml kiiltiir ortam1 i¢in yaklasik 8-10 boncuk
secilerek besi ortamma aktarildi. Inkiibasyon sonrasi 48 saatlik kiiltiirlerin pH
degerleri, ODgoonm degerleri, etanol-g/100 ml (% wi/v), etanol-ml/100 ml (% v/v)
Olciimleri, VHb miktarlar1 (nmol/g) ve kiiltiir ortaminda kalan toplam seker
miktarlar1 (% w/v) belirlendi.

Immobilizasyon, oda sicakliginda ve steril kosullar altinda gerceklesti.

3.2.5. Stok Kiiltiirlerin Pasajlanmasi ve Muhafazasi

Litrede 12.5 g tripton, 6.25 g maya 0ziitii, 6.25 g NaCl, 18.75 g agar iceren
LB agar ortam1 (pH 7.0) hazirland1. % 40 ‘lik (w/v) ksiloz ¢ozeltisi ise distile su ile
hazirlanarak otoklavda (Hirayama Hiclave™, HVE-50, Saitama, Japonya) ayr1 ayri
steril edildi. Sterilizasyon sonrasi, son konsantrasyonun % 8 (w/w) olacak sekilde LB
agar besiyerine eklendi ve 50 °C sicakliga sogutulduktan sonra uygun oranlarda ilgili
rekombinant soylar i¢in farkli antibiyotikler ilave edilerek petrilere dokiildii.

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

sicaklikta saklanarak ayda bir kez olmak {izere pasajlandi.

3.2.6. On Kiiltiirlerin Hazirlanmasi

On kiiltiirler, FBRS, TS3 ve TS4 suslar1 uygun antibiyotik igeren farkli besi
ortamlarin (melas hidrolizat1 ve peynir alt1 tozu soliisyonu iceren) 5 ml’sine (50

ml’lik erlenlerde) 1 veya 2 koloni inokiile edilerek, bir gece boyunca, 37°C
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sicaklikta, 180rpm hizda ¢alkamali bir inkiibatorde (Edmund Biihler GmbH, TH15,
Hechingen Almanya) biiyiitiilerek hazirlandi.

3.2.7. Diisiik Oksijenli Kosullar

Hazirlanan bir gecelik 6n kiiltiirlerden yaklasik 4800 pl alinarak 800 ml
(1000 ml’lik erlende) farkli kiiltiir besi ortamlar1 igerisine (ODggo ~0.04 olacak
sekilde) inokiilasyon yapildi. Erlenlerin ucu, kauguk tipalar ile kapatildi ve 22-um
kalibre igne ile delinerek gaz c¢ikist saglandi. Kiiltlir ortamlarinin 180rpm hizda,
37°C sicaklikta 48 saat siire ile calkalamali bir inkiibatérde (Edmund Biihler GmbH,
TH15, Hechingen Almanya) inkiibasyonu saglandi.

Diisiik oksijenli kosullar uygun antibiyotikleri igeren ve igermeyen
ortamlarda ayr1 ayr1 denendi.

inkiibasyon sonrast 48 saatlik kiiltlirlerin pH degerleri, ODgoonm degerleri,
etanol-g/100 ml (% wi/v), etanol-ml/100 ml (%v/v) Olgtimleri, VHb miktarlari

(nmol/g) ve kiiltiir ortaminda kalan glukoz miktarlar1 (% w/v) belirlendi.
g g

3.2.8. Kiiltiirlerin pH Degerlerinin Belirlenmesi

Farkli besi ortamlari ile inkiibe edilen kiiltiirlerin pH degerleri, bir pH metre
(Hanna Instruments, pH 211 Microprocessor, Michigan, A.B.D.) kullanilarak

belirlendi.

3.2.9. Toplam Hiicre Sayisinin Belirlenmesi

Farkli besi ortamlar1 ile inkiibe edilen kiiltiirlerin 48 saat siire sonundaki
hiicre saymmlar1 bir spektrofotometre cihazi (Bio-Rad, SmartSpec™ 3000,
Philadephia, A.B.D.) kullanilarak belirlendi. Kiiltiirlerin  ODggonm’deki  optik
yogunluklari, ODgpo 0.6 degerini asmayacak sekilde steril 6zgiin besi ortami ile
seyreltilerek Olciildi. Optik yogunlugunu belirlemede kor olarak yine kiiltiire 6zgilin

steril besi ortami1 kullanildi.
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3.2.10. Biyoetanol Miktarmin Olciimii

Diisiik oksijen kosullarinda farkli kiiltiir besi ortamlar1 48 saat siiren
inkiibasyon sonundaki fermentasyon ortaminda olusan etanol miktarinin belirlenmesi
i¢in hiicre kiiltiirleri bir santrifiij (Labogene Scanspeed 1580R, Danimarka) ile 4000
rpm hizinda +4 °C sicaklikta c¢oktiirtilerek {ist sivilar1 alind1 ve santrifiij tliplerine
aktarildi. VHb miktarinin belirlenmesi i¢in, kalan hiicre pelletlerinin yas agirliklari
hesaplanarak, en az bir gece boyunca -20 °C sicaklikta muhafaza edildi.

Diistik oksijen kosullarda iiretilen kiiltiirlerin igerdikleri biyoetanol miktari
(% w/v; % v/v) EnzyChrom Etanol Assay Kit ile dl¢iilerek 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’1in 340 nm’de olusturdugu absorbans farkinin 6l¢iilmesine

dayanmaktadir.

3.2.11. Besiyerinde Kalan Seker Miktarmin Ol¢iimii

Kullanilan besiyerlerinin (MH ve PAST) ve farkli kiiltlir besi ortamlar ile
inkiibe edilen kiiltiirlerin 48 saat siire sonunda fermentasyon ortaminda kalan seker
miktarlarinin tayini ince tabaka kromotografisi (Thin Layer Chromotography, TLC)
ile belirlendi.

TLC kullanim1 i¢in 6ncelikli olarak glukoz, galaktoz, fruktoz ve laktoz icerigi
0.5, 1.0, 2.0, 4.0 ve 8.0 mg/ml (w/v) olacak sekilde ayr1 ayr standart ¢ozeltileri
hazirlandi. Ornekler standartlarin disina ¢ikmayacak sekilde, uygun oranlarda distile
su ile seyreltildi.

TLC plaklart (Whatman, TLC Plates Partisil® K5, Maidstone, ingiltere)
lizerine standartlar ve seyreltilmis Ornekler mikro siringa ile 1ul olacak sekilde
damlatildi. Plakalar kurutulduktan sonra % 85’lik (v/v) asetonitril ¢ozeltisi icerisine
hafif bir a¢1 ile birakilarak sekerlerin yiiriitiilmesi i¢in bekletildi. Yiriitiilen plakalar
kurutularak, ytiriitme islemi tekrarlandi. Tekrar kurutulan plakalar alfa naftol (% 0.5,
v/v) ¢ozeltisine daldirilarak boyandi. Seker noktalarinin goriiniir hale gelmesi i¢in,
TLC plaka 1siticisinda 120 °C’de 10 dakika siire ile yakildu.

Kiiltiir ortamlarindaki kalan sekerlerin miktar tayini i¢in, TLC goriintiileme

densitometresinde (Bio-Rad, GS 670, Philadephia, A.B.D.) taratilarak hacim
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hesaplama islemi yapildi. Standart grafigi iizerinde, R* degeri 0.950 iizerinde bulunan

sonuglar kabul edildi.

3.2.12. Rekombinant Soylardaki Hemoglobin Ekspresyonunun
Olciimii

Yapilan denemelerde kullanilan vgb igeren rekombinant organizmalarin (TS3
ve TS4) iirettikleri VHb miktari, UV-3600 Schimadzu UV-VIS NIR Spektrometresi
vasitasiyla, dityonit (sodyum hidrosiilfat) eklenerek indirgenmis-indirgenmemis fark
spektrasiyla Olgiilerek belirlendi (Webster and Liu, 1974). Bunun i¢in farkl kiiltiir
besi ortamlarinda 48 saat siiren inkiibasyon sonunda iiretilen hiicre kiiltiirleri 4000
rpm hizda 4 °C sicaklikta 15 dakika siire ile santrifiij edilerek (Labogene Scanspeed
1580R, Danimarka) hiicrelerin ¢okmesi saglandi. Daha sonra pelletlerin yas
agirliklan 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 silispansiyonlar1 bir sonikatdr (Branson Ultrasonic Corporation,
Branson Digital Sonifier 250, Danbury, A.B.D.) yardimi ile buz igerisinde 20
saniyelik vurma ve 10 saniyelik bekleme siireleri ile toplamda 3 dakika 6 kez sonike
edildi.

Elde edilen hiicre homojinatlar1 4 °C sicaklikta 4000 rpm hizda 15 dadika
siire ile santrifiij (Labogene Scanspeed 1580R, Danimarka) edildi. Ust sivilar VHb
miktar1 tayini i¢in ayrildi. Kor olarak dityonit ile muamele edilmeyen iist sivilar
kullamildi. Olgiimler 400-500 nm araliginda yapildi. VHb’nin ditiyonitle
indirgendiginde karakteristik olarak verdigi 416 ve 430 nm dalga boylar1 arasindaki
fark spektrumundan (Shimadzu, UV-3600 UV-VIS NIR, Kyoto, Japonya) VHb

miktari nmol/g olarak hesaplandi.

3.2.13. Suslarin Plazmid Kararhhgmn Ol¢iimii

Diisiik havalandirma kosullarinda farkli kiiltiir ortamlarinda, 48 saat siire ile
antibiyotiksiz olarak tireyen kiiltiirlerden plazmid kararliligini 6l¢iilmesi 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 yayildi. Bir gecelik inkiibasyondan sonra, 37 °C sicaklikta biiyiiyen
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kolonilerden 50 tanesi steril kiirdanlar ile uygun antibiyotigi igeren LBK (ksiloz; %
8, w/v) kat1 besi ortamina ¢izgi ekim yapildi. 24 saatlik inkiibasyon sonucu iireyen ve

tiremeyen koloniler sayilarak plazmid kararliligi (%) belirlendi.

3.2.14. istatiksel Analizler

Istatiksel analizlar, Microsoft Office, Excel 2007 programu ile yapildi. P
degerleri, tek kuyruklu t-testi ile VHb’nin etanol iiretimini arttirabilecegi hipotezine

dayanilarak belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1. Seker Pancar1 Atik Suyu (Melas) Hidrolizat1 ile
Hazirlanan Besiyerlerindeki (MH) Etanol Uretimleri

FBRS5, TS3 ve TS4 suslarmin pH degerleri, hiicre yogunluklar1 (ODggo),
etanol tretimleri (% w/v; % v/v), VHb ekspresyonlar1 (nmol/g yas agirlik) ve
besiyerinde kalan seker miktarlar1 (% w/v) 1000 ml’lik erlenler igerisinde 800 ml
olacak sekilde, % 1.2 (w/v) glukoz ve % 1.2 (w/v) fruktoz igeren melas hidrolizati
kullanilarak hazirlanmis LB besiyeri (MH, pH 7.0) ile diisik havalandirma
kosullarinda, uygun antibiyotik igeren ve igermeyen kosullarda, 180 rpm g¢alkalama
hizinda, 37 °C sicaklikta, 48 saatlik inkiibasyon sonunda incelendi.

Uygun antibiyotikleri iceren MH besiyerlerinde, diisiik havalandirma
kosullarinda biiyiitiilen kiiltiirlerde, iiremenin 48. saat sonundaki pH degerlerinde en
fazla azalma FBRS susunda goriildii. Toplam hiicre sayimlari i¢in, OD 600nm’de
yapilan Olglim sonuglarinda en yiikksek deger TS4 susunda belirlendi. Etanol
tiretimleri agisindan (% w/v; % V/V) en fazla etanol iiretim miktarinin TS4 susu ile
FBRS susu ile elde edilenden % 88 (p = 0.03) daha fazla oldugu tespit edildi. TS3
susu ise etanol tretiminin (% wi/v; % v/v) FBRS susu ile elde edilenden % 56 (p =
0.04) daha fazla oldugu tespit edildi. Her iinite hiicre biyokiitlesi basina etanol
iiretiminin (g etanol / 100 ml besiyeri x OD™) yine FBR5 susuna gore, TS4 susu ile
% 42 (p = 0.03) ve TS3 susu ile % 30 (p > 0.05) daha fazla oldugu belirlendi (Sekil
4.1). VHb ekspresyonunun (nmol/g yas agirlik) ise en fazla TS4 susunda 961 nmol/g
(p = 0.02) oldugu goriildii (Sekil 4.3). Kiiltiir ortamlarinda bulunan toplam sekerin
tamaminin biitiin suglar ile iremenin 48. saati sonunda tiikkendigi belirlendi (Tablo

4.1).
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Tablo 4.1: Diisiik havalandirmal1 ve antibiyotikli kosullarda FBR5, TS3 ve TS4
suslarinin % 1.2 (w/v) glukoz ve %1.2 (w/v) fruktoz igeren MH besiyerinde 48. saat
sonundaki pH, OD (600nm), etanol (% w/v; % v/v) ve besiyerinde kalan seker
(glukoz ve fruktoz) miktarlar1 (% w/v). Her deger en az ti¢ tekrarin ortalamasidir.
Parantez i¢cindeki degerler standart sapmalari (6,.1) gostermektedir.

Suglar pH oD EtOH EtOH Glukoz Fruktoz
(600 nm)  (g/100 ml) (% viv) (% wiv) (% wiv)

FBR5  6.36(0.17) 3.92(0.33) 0.87 (0.54) 1.11(0.69) 0.00(0.00) 0.00 (0.00)
TS3  6.46(0.05) 4.45(0.49) 1.29(0.08) 1.73(0.23) 0.00(0.00) 0.0 (0.00)
TS4  6.49(0.06) 5.20(0.14) 1.64(0.03) 2.09(0.05) 0.00(0.00) 0.00 (0.00)

0,45
0,40
0,35
0,30
0,25 T
0,20
0,15
0,10
0,05
0,00

(g etanol / 100 ml besiyeri x OD1)

FBR5 TS3 1S4

Sekil 4.1: Diisiik havalandirmal1 ve antibiyotikli kosullarda, MH ile hazirlanan
besiyerinde, her tinite hiicre biyokiitlesi basina iiretilen etanol miktarlari (g etanol /
100 ml besiyeri x OD™). Her deger en az ii¢ tekrarin ortalamasidir. Hata ¢ubuklari

standart sapmalar1 (0,.1) gostermektedir.

Antibiyotik icermeyen, MH besiyerinde diisilk havalandirma kosullarinda
biiyiitiilen kiiltiirlerde, tiremenin 48. saat sonundaki pH degerlerinde en fazla azalma
FBRS susunda goriilmektedir. Toplam hiicre sayimlari i¢in, OD 600nm’de yapilan
Olglim sonuglarinda en yiiksek deger TS3 susunda (p = 0.03) belirlendi. Etanol
tiretimleri agisindan (% w/v; % V/V) en fazla etanol tiretim miktarinin TS4 susu ile
FBRS susu ile elde edilenden % 57 (p = 0.04) daha fazla oldugu tespit edildi. TS3
susu ise etanol iiretiminin (% w/v; % Vv/v) FBRS susu ile elde edilenden % 40 (p =
0.03) daha fazla oldugu tespit edildi. Her iinite hiicre biyokiitlesi basina etanol
iiretiminin (g etanol / 100 ml besiyeri x OD™) yine FBR5 susuna gore, TS4 susu ile
% 155 (p = 0.04) ve TS3 susu ile % 53 (p = 0.03) daha fazla oldugu belirlendi (Sekil
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4.2). VHb ekspresyonunun (nmol/g yas agirlik) ise en fazla TS4 susunda 784 nmol/g
(p = 0.01) oldugu goriildii (Sekil 4.3). Kiiltiir ortamlarinda bulunan toplam sekerin
tamaminin biitiin suslar ile tiremenin 48. saati sonunda tiikkendigi belirlendi (Tablo

4.2).

Tablo 4.2: Diisiik havalandirmal1 ve antibiyotiksiz kosullarda FBR5, TS3 ve TS4
suslarinin % 1.2 (w/v) glukoz ve % 1.2 (w/v) fruktoz iceren MH besiyerinde 48. saat
sonundaki pH, OD (600nm), etanol (% w/v; % v/v) ve besiyerinde kalan seker
(glukoz ve fruktoz) miktarlar1 (% w/v). Her deger en az ii¢ tekrarin ortalamasidir.
Parantez i¢cindeki degerler standart sapmalari (6,.1) gostermektedir.

Suglar pH oD EtOH EtOH Glukoz Fruktoz
(600 nm)  (g/100 ml) (% viv) (% wiv) (% wiv)

FBR5  6.20 (040) 3.75(0.92) 0.66(0.17) 1.18(0.32) 0.00(0.00) 0.00 (0.00)
TS3 6.43 (0.04) 4.65(1.06) 1.25(0.23) 1.65(0.30) 0.00 (0.00) 0.00 (0.00)
TS4 6.42 (0.06) 3.23(0.75) 1.46(0.34) 1.85(0.44) 0.00 (0.00) 0.00 (0.00)

0,60

0,50 T

0,40

0,30

0,20

0,10

(g etanol / 100 ml besiyeri x OD1)

0,00

FBR5 TS3 1S4

Sekil 4.2: Diisiik havalandirmali ve antibiyotiksiz kosullarda, MH ile hazirlanan
besiyerinde, her iinite hiicre biyokiitlesi basina iiretilen etanol miktarlari (g etanol /
100 ml besiyeri x OD™). Her deger en az ii¢ tekrarin ortalamasidir. Hata ¢ubuklar

standart sapmalari (d,-1) gostermektedir.

36



1200

1000

—

800 -

—

600 ——— —  WmTS3

400 - TS4

VHb (nmol/g)

200 -+

Antibiyotikli Antibiyotiksiz

Sekil 4.3: MH besiyerinde, diisiikk havalandirmali, antibiyotikli ve antibiyotiksiz
kosullarda biiyiitiilen kiiltiirlerin VHb ekspresyon degerleri (nmol/g yas agirlik). Her
deger en az ii¢ tekrarin ortalamasidir. Hata ¢ubuklari standart sapmalari (8-1)
gostermektedir.

4.2. Glukoz ve Fruktoz Iceren LB (LBGF)
Ortamlarindaki Etanol Uretimleri

FBRS, TS3 ve TS4 suslarmin pH degerleri, hiicre yogunluklart (ODggo),
etanol {iretimleri (% w/v; % v/v), VHb ekspresyonlar1 (nmol/g yas agirlik) ve
besiyerinde kalan seker miktarlar1 (% w/v) 1000 ml’lik erlenler igerisinde 800 ml
olacak sekilde hazirlanan, % 1.2 (w/v) glukoz ve % 1.2 (w/v) fruktoz iceren LB
besiyeri (LBGF, pH 7.0) ile diisilk havalandirma kosullarinda, uygun antibiyotik
iceren ve igermeyen kosullarda, 180 rpm calkalama hizinda, 37 °C sicaklikta, 48
saatlik inkiibasyon sonunda incelendi.

Uygun antibiyotikleri iceren LBGF besiyerlerinde, diisiik havalandirma
kosullarinda biiyiitiilen kiiltlirlerde, iiremenin 48. saat sonundaki pH degerlerinde en
fazla azalma FBRS susunda goriildii. Toplam hiicre sayimlari i¢in, OD 600nm’de
yapilan Ol¢lim sonuglarinda en yiiksek deger TS3 susunda belirlendi. Etanol
tiretimleri agisindan (% w/v; % V/V) en fazla etanol tiretim miktarinin TS4 susu ile
FBRS susu ile elde edilenden % 56 (p = 0.04) daha fazla oldugu tespit edildi. TS3
susu ise etanol tlretiminin (% w/v; % Vv/v) FBRS susu ile elde edilenden % 44 (p =
0.03) daha fazla oldugu tespit edildi. Her iinite hiicre biyokiitlesi basina etanol
iiretiminin (g etanol / 100 ml besiyeri x OD™) yine FBR5 susuna gore, TS4 susu ile
% 64 (p =0.04) ve TS3 susu ile % 37 (p > 0.05) daha fazla oldugu belirlendi (Sekil
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4.4). VHD ekspresyonunun (nmol/g yas agirlik) ise en fazla TS4 susunda 853 nmol/g
(p = 0.03) oldugu goriildii (Sekil 4.6). Kiiltiir ortamlarinda bulunan toplam sekerin
tamaminin biitiin suslar ile iremenin 48. saati sonunda tiikkendigi belirlendi (Tablo

4.3).

Tablo 4.3: Diisiik havalandirmal1 ve antibiyotikli kosullarda FBR5, TS3 ve TS4
suslarinin % 1.2 (w/v) glukoz ve % 1.2 (w/v) fruktoz igeren LBGF besiyerinde 48.
saat sonundaki pH, OD (600nm), etanol (% w/v; % v/v) ve besiyerinde kalan seker

(glukoz ve fruktoz) miktarlari (% w/v). Her deger en az iki tekrarin ortalamasidir.
Parantez i¢cindeki degerler standart sapmalari (0,.1) gostermektedir.

oD EtOH EtOH Glukoz Fruktoz

Susglar pH
(600 nm)  (g/100 ml) (% viv) (% wiv) (% wiv)

FBR5 6.35(0.22) 551 (1.49) 0.66(0.06) 0.85(0.08) 0.00(0.00) 0.00 (0.00)
TS3  6.42(0.01) 5.85(0.54) 0.97(0.02) 1.23(0.03) 0.00(0.00) 0.00 (0.00)
TS4  6.50(0.04) 5.28(0.76) 1.05(0.01) 1.33(0.01) 0.00 (0.00) 0.00 (0.00)

0,25
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0,05

(g etanol / 100 ml besiyeri x OD1)

0,00

FBR5 TS3 1S4

Sekil 4.4: Diistik havalandirmali ve antibiyotikli kosullarda, LBGF ile hazirlanan
besiyerinde, her iinite hiicre biyokiitlesi basina iiretilen etanol miktarlari (g etanol /
100 ml besiyeri x OD™). Her deger en az iki tekrarin ortalamasidir. Hata ¢ubuklari

standart sapmalar1 (d,.1) gostermektedir.

Antibiyotik icermeyen, LBGF besiyerinde diisiik havalandirma kosullarinda
biiyiitiilen kiiltiirlerde, tiremenin 48. saat sonundaki pH degerlerinde en fazla azalma
TS4 susunda (p = 0.01) goriildi. Toplam hiicre sayimlari i¢in, OD 600nm’de yapilan
Olciim sonuglarinda en yiiksek deger TS4 susunda belirlendi. Etanol iiretimleri

acisindan (% w/v; % v/v) en fazla etanol iiretim miktarinin TS4 susu ile FBRS susu
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ile elde edilenden % 58 (p = 0.05) daha fazla oldugu tespit edildi. TS3 susu ise etanol
tiretiminin (% w/v; % v/v) FBRS susu ile elde edilenden % 40 (p = 0.04) daha fazla
oldugu tespit edildi. Her {inite hiicre biyokiitlesi basina etanol tiretiminin (g etanol /
100 ml besiyeri x OD™) yine FBR5 susuna gore, TS4 susu ile % 40 (p = 0.02) ve
TS3 susu ile % 36 (p = 0.05) daha fazla oldugu belirlendi (Sekil 4.5). VHb
ekspresyonunun (nmol/g yas agirlik) ise en fazla TS4 susunda 495 nmol/g (p = 0.03)
oldugu goriildi (Sekil 4.6). Kiiltiir ortamlarinda bulunan toplam sekerin tamaminin

biitiin suslar ile tiremenin 48. saati sonunda tiikendigi belirlendi (Tablo 4.4).

Tablo 4.4: Diisiik havalandirmal1 ve antibiyotiksiz kosullarda FBR5, TS3 ve TS4
suslarinin % 1.2 (w/v) glukoz ve % 1.2 (w/v) fruktoz iceren LBGF besiyerinde 48.
saat sonundaki pH, OD (600nm), etanol (% wi/v; % v/v) ve besiyerinde kalan seker

(glukoz ve fruktoz) miktarlart (% w/v). Her deger en az iki tekrarin ortalamasidir.

Parantez i¢indeki degerler standart sapmalari (0p.1) gostermektedir.

Susglar pH oD EtOH EtOH Glukoz Fruktoz
(600 nm)  (g/100 ml) (% viv) (% wiv) (% wiv)

FBR5  6.61(0.05) 4.77(0.04) 0.67(0.01) 0.86(0.02) 0.00(0.00) 0.00 (0.00)
TS3 6.43(0.04) 4.94(0.01) 0.94(0.11) 1.20(0.16) 0.00 (0.00) 0.00 (0.00)
TS4 6.41(0.06) 5.43(0.60) 1.07 (0.06) 1.36(0.08) 0.00 (0.00) 0.00 (0.00)

0,25
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(g etanol / 100 ml besiyeri x OD1)

0,00
FBR5 TS3 1S4

Sekil 4.5: Diisiik havalandirmali ve antibiyotiksiz kosullarda, LBGF ile hazirlanan

besiyerinde, her iinite hiicre biyokiitlesi bagina iiretilen etanol miktarlari (g etanol /

100 ml besiyeri x OD™). Her deger en az iki tekrarin ortalamasidir. Hata gubuklari
standart sapmalar1 (0,.1) gostermektedir.
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Sekil 4.6: LBGF besiyerinde, diisiik havalandirmali, antibiyotikli ve antibiyotiksiz
kosullarda biiyiitiilen kiiltiirlerin VHb ekspresyon degerleri (nmol/g yas agirlik). Her
deger en az iki tekrarin ortalamasidir. Hata ¢ubuklari standart sapmalari (5p-1)
gostermektedir.

VHb ekspresyonlart ile (TS3 ve TS4 suslarinda), kontrol susuna gére, MH
iceren ortamlarda, antibiyotikli ve antibiyotiksiz kosullarda, etanol miktarlarinda (%
w/v, % v/v) ve her lnite hiicre biyokiitlesi basma iiretilen etanol (ETOH/OD)
degerlerinde TS4 susu ile daha fazla olmak iizere, LBGF besi ortami ile aym

kosullarda elde edilenden daha fazla artiglar saglandu.

4.3. Peynir Alti Tozu ile Hazirlanan Besiyerlerindeki
(PAST) Etanol Uretimleri

FBRS, TS3 ve TS4 suslarmin pH degerleri, hiicre yogunluklari (ODggo),
etanol tretimleri (% w/v; % v/v), VHb ekspresyonlari (nmol/g yas agirlik) ve
besiyerinde kalan seker miktarlar1 (% w/v) 1000 ml’lik erlenler igerisinde 800 ml
olacak sekilde, % 5.5 (w/v) laktoz iceren peynir altt suyunun tozu kullanilarak
hazirlanmig LB besiyeri (PAST, pH 7.0) ile diisiik havalandirma kosullarinda, uygun
antibiyotik igeren ve igermeyen kosullarda, 180 rpm ¢alkalama hizinda, 37 °C
sicaklikta, 48 saatlik inkiibasyon sonunda incelendi.

Uygun antibiyotikleri igeren PAST besiyerlerinde, diisiik havalandirma
kosullarinda biiyiitiilen kiiltiirlerde, iiremenin 48. saat sonundaki pH degerlerinde en
fazla azalma TS4 susunda goriildii. Toplam hiicre sayimlari i¢in, OD 600nm’de

yapilan Ol¢lim sonuglarinda en yiiksek deger TS3 susunda belirlendi. Etanol
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tiretimleri acisindan (% w/v; % Vv/V) en fazla etanol tiretim miktarinin TS3 susu ile
FBRS susu ile elde edilenden % 360 (p = 0.01) daha fazla oldugu tespit edildi. TS4
susu ise etanol tiretiminin (% w/v; % v/v) FBRS5 susu ile elde edilenden % 40 (p =
0.02) daha fazla oldugu tespit edildi. Her iinite hiicre biyokiitlesi basina etanol
{iretiminin (g etanol / 100 ml besiyeri x OD™) yine FBR5 susuna gore, TS3 susu ile
% 64 (p = 0.03) daha fazla oldugu belirlendi (Sekil 4.7). VHDb ekspresyonunun
(nmol/g yas agirlik) ise en fazla TS4 susunda 119 nmol/g (p = 0.05) oldugu goriildi
(Sekil 4.9). Kiiltiir ortamlarinda bulunan toplam sekerin tamaminin biitiin suslar ile

tiremenin 48. saati sonunda tiikkendigi belirlendi (Tablo 4.5).

Tablo 4.5: Diisiik havalandirmal1 ve antibiyotikli kosullarda FBR5, TS3 ve TS4
suslarinin % 5.5 (w/v) laktoz igeren PAST besiyerinde 48. saat sonundaki pH, OD
(600nm), etanol (% w/v; % v/v) ve besiyerinde kalan seker (laktoz, glukoz ve
galaktoz) miktarlar1 (% w/v). Her deger en az {i¢ tekrarin ortalamasidir. Parantez
icindeki degerler standart sapmalari (8,.1) gostermektedir.

Suglar pH oD EtOH EtOH Lak Glu Gal
(600 nm) (g/100ml) (% v/v) Gowhv)  (owlv) (% wiv)
FBRS 6.35 1.83 0.85 1.08 0.00 0.00 0.00
(0.29) (0.53) (0.17) (0.23) (0.00) (0.00) (0.00)
Ts3 6.38 5.14 3.93 4.99 0.00 0.00 0.00
(0.04) (1.88) (0.64) (0.81) (0.00) (0.00) (0.00)
TS4 6.24 3.70 1.19 151 0.00 0.00 0.00

(0.08)  (0.42) (0.20) (0.25) (0.00) (0.00)  (0.00)
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Sekil 4.7: Diislik havalandirmali ve antibiyotikli kosullarda, PAST ile hazirlanan
besiyerinde, her tinite hiicre biyokiitlesi basina iiretilen etanol miktarlar1 (g etanol /
100 ml besiyeri x OD™). Her deger en az ii¢ tekrarin ortalamasidir. Hata ¢ubuklart

standart sapmalar1 (0,.1) gostermektedir.

Antibiyotik icermeyen, PAST besiyerinde diisiik havalandirma kosullarinda
biiytitiilen kiiltiirlerde, iremenin 48. saat sonundaki pH degerlerinde en fazla azalma
TS4 susunda goriildii. Toplam hiicre sayimlar i¢in, OD 600nm’de yapilan dl¢iim
sonuclarinda en yliksek deger TS3 susunda (p = 0.05) belirlendi. Etanol tiretimleri
acisindan (% w/v; % v/v) en fazla etanol iiretim miktarinin TS3 susu ile FBRS susu
ile elde edilenden % 180 (p = 0.05) daha fazla oldugu tespit edildi. TS4 susu ile ise
etanol tiretiminin (% w/v; % v/v) FBRS susu ile elde edilenden % 17 (p = 0.01) daha
fazla oldugu tespit edildi. Her tinite hiicre biyokiitlesi basina etanol iiretiminin (g
etanol / 100 ml besiyeri x OD™) yine FBR5 susuna gére, TS3 susu ile % 14 (p =
0.05) daha fazla oldugu belirlendi (Sekil 4.8). VHb ekspresyonunun (nmol/g yas
agirlik) ise en fazla TS4 susunda 94 nmol/g (p = 0.02) oldugu goriildi (Sekil 4.9).
Kiiltiir ortamlarinda bulunan toplam sekerin tamaminin biitiin suslar ile tiremenin 48.

saati sonunda tiikendigi belirlendi (Tablo 4.6).
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Tablo 4.6: Diisiik havalandirmal1 ve antibiyotiksiz kosullarda FBR5, TS3 ve TS4
suslarinin % 5.5 (w/v) laktoz igeren PAST besiyerinde 48. saat sonundaki pH, OD
(600nm), etanol (% w/v; % v/v) ve besiyerinde kalan seker (laktoz, glukoz ve
galaktoz) miktarlar1 (% w/v). Her deger en az {i¢ tekrarin ortalamasidir. Parantez
icindeki degerler standart sapmalar1 (0,-1) gdstermektedir.

Suglar pH oD EtOH EtOH Lak Glu Gal
(600nm)  (g/100ml) (% viv)  (Ywlv) (%wh) (% w/)
FBRS 6.24 1.95 0.97 1.24 0.00 0.00 0.00
(0.20) (0.57) (0.08) (0.10) (0.00) (0.00) (0.00)
6.35 4.80 2.74 3.48 0.00 0.00 0.00
(0.14) (0.57) (0.26) (0.33) (0.00) (0.00) (0.00)
6.22 2.92 1.14 1.45 0.00 0.00 0.00

(0.04) (0.46) (0.03) (0.04)  (0.00)  (0.00)  (0.00)
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Sekil 4.8: Diisiik havalandirmali ve antibiyotiksiz kosullarda, PAST ile hazirlanan

besiyerinde, her iinite hiicre biyokiitlesi basina iiretilen etanol miktarlari (g etanol /

100 ml besiyeri x OD™). Her deger en az ii¢ tekrarin ortalamasidir. Hata ¢ubuklari
standart sapmalar1 (8,.1) gostermektedir.
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Sekil 4.9: PAST besiyerinde, diigiik havalandirmali, antibiyotikli ve antibiyotiksiz
kosullarda biiyiitiilen kiiltiirlerin VHb ekspresyon degerleri (nmol/g yas agirlik). Her
deger en az iki tekrarin ortalamasidir. Hata gubuklari standart sapmalari (3p-1)
gostermektedir.

4.4. Laktoz Iceren LB (LBL) Ortamlarindaki Etanol
Uretimleri

FBRS5, TS3 ve TS4 suslarinin pH degerleri, hiicre yogunluklari (ODggo),
etanol tretimleri (% w/v; % v/v), VHb ekspresyonlar1 (nmol/g yas agirlik) ve
besiyerinde kalan seker miktarlar1 (% w/v), 1000 mI’lik erlenler igerisinde 800 ml
olacak sekilde hazirlanan, % 5.5 (w/v) laktoz igeren LBL besiyeri (pH 7.0) ile diisiik
havalandirma kosullarinda, uygun antibiyotik i¢eren ve icermeyen kosullarda, 180
rpm ¢alkalama hizinda, 37 °C sicaklikta, 48 saatlik inkiibasyon sonunda incelendi.

Uygun antibiyotikleri iceren LBL besiyerlerinde, diisiik havalandirma
kosullarinda biiyiitiilen kiiltlirlerde, iiremenin 48. saat sonundaki pH degerlerinde en
fazla azalma FBRS susunda goriildii. Toplam hiicre sayimlar1 i¢in, OD 600nm’de
yapilan Olglim sonuclarinda en yiliksek deg§er FBRS5 susunda belirlendi. Etanol
tiretimleri agisindan (% w/v; % v/v) en fazla etanol tiretim miktarinin TS3 susu ile
FBRS susu ile elde edilenden % 40 (p = 0.03) daha fazla oldugu tespit edildi. TS4
susu ile ise etanol iiretiminin FBRS susu ile elde edilenden % 17 (p = 0.05) daha
fazla oldugu tespit edildi. Her iinite hiicre biyokiitlesi basina etanol {iretiminin (g
etanol / 100 ml besiyeri x OD™) yine FBR5 susuna gore, TS3 susu ile % 42 (p =
0.06) daha fazla oldugu ve TS4 susu ile % 21 (p = 0.02) daha fazla oldugu belirlendi
(Sekil 4.10). VHb ekspresyonunun (nmol/g yas agirlik) ise en fazla TS4 susunda 724
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nmol/g (p = 0.03) oldugu goriildi (Sekil 4.12). Kiiltiir ortamlarinda bulunan toplam
sekerin tamaminin biitlin suslar ile tiremenin 48. saati sonunda tiikendigi belirlendi

(Tablo 4.7).

Tablo 4.7: Diisiik havalandirmali1 ve antibiyotikli kosullarda FBR5, TS3 ve TS4
suslarinin % 5.5 (w/v) laktoz igeren LB besiyerinde (LBL) 48. saat sonundaki pH,
OD (600nm), etanol (% w/v; % v/v) ve besiyerinde kalan seker (laktoz, glukoz ve

galaktoz) miktarlar1 (% w/v). Her deger en az iki tekrarin ortalamasidir. Parantez

icindeki degerler standart sapmalari (0n-1) gostermektedir.

Suglar pH oD EtOH EtOH Lak Glu Gal
(600 nm)  (g/100ml) (% v/iv) Yowlv)  (wh) (% wlv)
FBRS 6.11 2.30 0.81 1.03 0.00 0.00 0.00
(0.12) (0.00) (0.15) (0.20) (0.00) (0.00) (0.00)
6.26 2.28 1.14 1.45 0.00 0.00 0.00
(0.16) (0.12) (0.12) (0.15) (0.00) (0.00) (0.00)
TS4 6.35 2.23 0.95 1.21 0.00 0.00 0.00

(0.24) (0.21) (0.18) (0.23) (0.00) (0.00) (0.00)
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Sekil 4.10: Diisiik havalandirmali ve antibiyotikli kosullarda, LBL ile hazirlanan
besiyerinde, her tinite hiicre biyokiitlesi bagina iiretilen etanol miktarlar1 (g etanol /
100 ml besiyeri x OD™). Her deger en az iki tekrarin ortalamasidir. Hata ¢ubuklari

standart sapmalari (d,.1) gostermektedir.

Antibiyotik icermeyen, LBL besiyerinde diisiik havalandirma kosullarinda

biiyiitiilen kiiltiirlerde, tiremenin 48. saat sonundaki pH degerlerinde en fazla azalma
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FBRS susunda goriildii. Toplam hiicre sayimlari i¢in, OD 600nm’de yapilan dl¢iim
sonuglarinda en yiiksek degere TS4 susunda (p = 0.01) belirlendi. Etanol iiretimleri
acisindan (% w/v; % v/v) en fazla etanol tiretim miktar1 TS3 susu ile FBRS susu ile
elde edilenden % 100 (p = 0.04) daha fazla ve TS4 susu ile ise FBRS5 susu ile elde
edilenden % 39 (p = 0.03) daha fazla oldugu tespit edildi. Her tinite hiicre biyokiitlesi
basina etanol iiretiminin (g etanol / 100 ml besiyeri x OD™) yine FBRS5 susuna gore,
TS3 susu ile % 105 (p = 0.06) ve TS4 susu ile % 39 (p = 0.05) daha fazla oldugu
belirlendi (Sekil 4.11). VHb ekspresyonunun (nmol/g yas agirlik) ise en fazla TS4
sugunda 811 nmol/g (p = 0.01) oldugu goriildi (Sekil 4.12). Kiiltiir ortamlarinda
bulunan toplam sekerin tamaminin biitiin suslar ile iiremenin 48. saati sonunda

tiikendigi belirlendi (Tablo 4.8).

Tablo 4.8: Diisiik havalandirmali ve antibiyotiksiz kosullarda FBR5, TS3 ve TS4
suslarinin % 5.5 (w/v) laktoz igeren LBL besiyerinde 48. saat sonundaki pH, OD
(600nm), etanol (% w/v; % v/v) ve besiyerinde kalan seker (laktoz, glukoz ve
galaktoz) miktarlar1 (% w/v). Her deger en az iki tekrarin ortalamasidir. Parantez
igindeki degerler standart sapmalari (8,.1) gostermektedir.

Suslar  pH oD EtOH EtOH Lak Glu Gal
(600nm)  (g/100ml) (% viv)  (%wh)  (%wl) (% wiv)
corg 0% 2.48 0.51 0.66 0.00 0.00 0.00
(0.27) (0.04) (0.16) (0.21) (0.00) (0.00) (0.00)
. 6.01 2.43 1.04 1.32 0.00 0.00 0.00
(0.37) (0.13) (0.25) (0.33) (0.00) (0.00) (0.00)
o 6.15 2.89 0.84 1.01 0.00 0.00 0.00

(0.07) (0.01) (0.21) (0.18) (0.00) (0.00) (0.00)

VHb ekspresyonu, LBL besiyerinde, antibiyotikli ve antibiyotiksiz kosullarda
en fazla TS4 susunda belirlenirken, TS3 susunda benzer olarak 47 nmol/g (p = 0.01)
olarak belirlendi (Sekil 4.12).
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Sekil 4.11: Diisiik havalandirmali ve antibiyotiksiz kosullarda, LBL ile hazirlanan

besiyerinde, her tinite hiicre biyokiitlesi basina iiretilen etanol miktarlari (g etanol /

100 ml besiyeri x OD™). Her deger en az iki tekrarin ortalamasidir. Hata gubuklari
standart sapmalar1 (0,.1) gostermektedir.
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Sekil 4.12: LBL besiyerinde, diisiik havalandirmali, antibiyotikli ve antibiyotiksiz
kosullarda biiyiitiilen kiiltiirlerin VHb ekspresyon degerleri (nmol/g yas agirlik). Her
deger en az iki tekrarin ortalamasidir. Hata ¢ubuklari standart sapmalari (5p-1)
gostermektedir.

VHb ekspresyonlarinin (TS3 ve TS4 suslarinda), PAST igeren ortamlarda,
antibiyotikli ve antibiyotiksiz kosullarda, LBL besiyeri igeren ortamlarda elde edilen
degerlere gore daha diisiik oldugu belirlendi. Etanol miktarlarindaki artiglarin TS3 ve
TS4 suslarinda (% w/v, % v/v) PAST iceren besiyerinde her iki kosulda da
(antibiyotikli ve antibiyotiksiz) LBL besiyeri i¢eren ortamdan daha fazla oldugu

tespit edildi. TS3 susu ile her fiinite hiicre biyokiitlesi bagma iiretilen etanol
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(ETOH/OD) degerlerinim LBL besiyeri ile ayn1 kosullarda elde edilenden daha fazla
artiglar saglandigi tespit edildi. PAST besiyeri i¢eren antibiyotikli ve antibiyotiksiz
kosullarda, TS4 susu ise her iinite hiicre biyokiitlesi basina iiretilen etanol
(ETOH/OD) degerlerinde, kontrol susuna gore herhangi bir artis goriilmezken, LBL
besiyeri ile ayn1 kosullarda FBRS susuna gore daha fazla artiglar saglandi.

4.5. Immobilize Hiicreler ile Seker Pancar1 (Melas)
Hidrolizat1 ile Hazirlanan Besiyerlerindeki (MH) Etanol
Uretimleri

Immobilize edilen FBRS, TS3 ve TS4 suslarmin pH degerleri, hiicre
yogunluklar1 (ODgqp), etanol iiretimleri (% w/v; % v/v), VHD ekspresyonlart (nmol/g
yas agirlik) ve besiyerinde kalan seker (glukoz ve fruktoz) miktarlari (% w/v) 1000
ml’lik erlenler igerisinde 800 ml olacak sekilde, % 1.2 (w/v) glukoz ve % 1.2 (w/v)
fruktoz igeren melas hidrolizati kullanilarak hazirlanmig LB besiyerinde (MH, pH
7.0) diisiik havalandirma kosullarinda, uygun antibiyotik igeren kosullarda, 180 rpm
calkalama hizinda, 37 °C sicaklikta, 48 saatlik inkiibasyon sonunda incelendi.

Uygun antibiyotikleri iceren MH besiyerlerinde diisiik havalandirma
kosullarinda, immobilize hiicreler ile biiyiitillen kiiltiirlerde, liremenin 48. saat
sonundaki pH degerlerinde en fazla azalma FBRS susunda goriildii. Toplam hiicre
sayimmlart i¢in, OD 600nm’de yapilan 6l¢lim sonuglarinda, en yliksek deger TS4
susunda (p= 0.04) belirlendi. Etanol iiretimleri agisindan (% w/v; % v/v) en fazla
etanol tiretim miktarinin, TS3 susu ile FBRS susu ile elde edilenden % 119 (p = 0.01)
daha fazla oldugu tespit edildi. Etanol tiretiminin (% w/v; % v/v) TS4 susu ile FBRS
susu ile elde edilenden % 111 (p = 0.04) daha fazla oldugu tespit edildi. Her {inite
hiicre biyokiitlesi basma etanol tiretiminin (g etanol / 100 ml besiyeri x OD™) yine
FBRS susuna gore, TS3 susu ile % 159 (p = 0.00) daha fazla oldugu ve TS4 susu ile
% 98 (p = 0.02) daha fazla oldugu belirlendi (Sekil 4.13). VHb ekspresyonunun
(nmol/g yas agirlik) ise en fazla TS4 susunda 872 nmol/g oldugu goriildii (Sekil
4.14). Kiiltiir ortamlarinda bulunan toplam sekerin tamaminin biitiin suslar ile

tiremenin 48. saati sonunda tiikkendigi belirlendi (Tablo 4.9).
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Tablo 4.9: Diisiik havalandirmali ve antibiyotikli kosullarda, immobilize FBR5, TS3
ve TS4 suslarinin % 1.2 (w/v) glukoz ve % 1.2 (w/v) fruktoz iceren MH besiyerinde
48. saat sonundaki pH, OD (600nm), etanol (% w/v; % v/v) ve besiyerinde kalan
seker (glukoz ve fruktoz) miktarlar1 (% w/v). Her deger en az iki tekrarin
ortalamasidir. Parantez i¢indeki degerler standart sapmalari (0,-1) gostermektedir.

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

FBR5 6.68 (0.02) 546 (0.92) 0.89(0.05) 1.13(0.07) 0.00(0.00) 0.0 (0.00)
TS3  6.71(0.01) 4.30(L.74) 1.95(0.03) 2.48(0.01) 0.00(0.00) 0.00 (0.00)
TS4  672(0.03) 582(0.12) 1.88(0.22) 2.39(0.28) 0.00(0.00) 0.00 (0.00)

0,60

a)

O 0,50

X

S 0,40

S

(B}

2 0,30

E 7

o

S 0,20 T

E

S 0,10

@

(@))

=~ 0,00 : : .
FBRS 53 TS4

Sekil 4.13: Diisiik havalandirmali ve antibiyotikli kosullarda, MH ile hazirlanan
besiyerinde, her tinite hiicre biyokiitlesi basina iiretilen etanol miktarlari (g etanol /
100 ml besiyeri x OD™). Her deger en az iki tekrarin ortalamasidir. Hata gubuklari

standart sapmalar1 (0,.1) gostermektedir.
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Sekil 4.14: MH besiyerinde, diisiik havalandirmali, antibiyotikli kosullarda
immobilize hiicreler ile biiytitiilen kiiltiirlerin VHb ekspresyon degerleri (nmol/g yas
agirhk).

4.6. immobilize Hiicreler ile Peynir Alt1 Tozu ile Hazirlanan
Besiyerindeki (PAST) Etanol Uretimleri

Immobilize edilen FBRS5, TS3 ve TS4 suslariin pH degerleri, hiicre
yogunluklar1 (ODggp), etanol tiretimleri (% w/v; % v/v), VHb ekspresyonlar1 (nmol/g
yas agirlik) ve besiyerinde kalan seker (laktoz, glukoz ve galaktoz) miktarlart (%
w/v) 1000 mI’lik erlenler igerisinde 800 ml olacak sekilde, % 5.5 (w/v) laktoz igeren
peynir alt1 suyunun tozu kullanilarak hazirlanmig LB besiyeri (PAST, pH 7.0) disiik
havalandirma kosullarinda, uygun antibiyotik iceren kosullarda, 180 rpm ¢alkalama
hizinda, 37 °C sicaklikta, 48 saatlik inkiibasyon sonunda incelendi.

Uygun antibiyotikleri iceren PAST besiyerlerinde diisiik havalandirma
kosullarinda, immobilize hiicreler ile biiyiitiilen kiiltiirlerde, liremenin 48. saat
sonundaki pH degerlerinde en fazla azalma FBRS susunda goriildii. Toplam hiicre
saymmlar1 i¢in, OD 600nm’de yapilan 6l¢liim sonuglarinda en yiiksek deger TS3
susunda belirlendi. Etanol tiretimleri agisindan (% w/v; % v/v) en fazla etanol iiretim
miktari, TS3 susu ile FBRS susu ile elde edilenden % 26 (p = 0.04) daha fazla oldugu
tespit edildi. Etanol tiretiminin TS4 susu ile ise FBRS susu ile elde edilenden % 23 (p
= 0.04) daha fazla oldugu tespit edildi. Her iinite hiicre biyokiitlesi basina etanol
iiretiminin (g etanol / 100 ml besiyeri x OD™) yine FBR5 susuna gore, TS4 susu ile
% 59 (p = 0.03) ve TS3 susu ile ise % 28 (p = 0.01) daha fazla oldugu belirlendi
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(Sekil 4.15). VHD ekspresyonunun (nmol/g yas agirlik) ise en fazla TS4 susunda 399
nmol/g oldugu gorildi (Sekil 4.16). Kiiltlir ortamlarinda bulunan toplam sekerin
tamaminin biitiin suslar ile iremenin 48. saati sonunda tiikkendigi belirlendi (Tablo

4.10).

Tablo 4.10: Diisiik havalandirmali ve antibiyotikli kosullarda, immobilize FBR5,
TS3 ve TS4 suslarinin % 5.5 (w/v) laktoz igeren PAST besiyerinde 48. saat
sonundaki pH, OD (600nm), etanol (% w/v; % v/v) ve besiyerinde kalan seker
(laktoz, glukoz ve galaktoz) miktarlari (% w/v). Her deger en az iki tekrarin
ortalamasidir. Parantez i¢indeki degerler standart sapmalari (0,.1) gostermektedir.

Suslar  pH oD EtOH EtOH Lak Glu Gal
(600nm) (g/100ml) (% Vi) (%bwi)  (%wh) (% wiv)

cors 028 553 2.13 2.81 0.00 0.00 0.00
0.02)  (0.04) (0.22) (0.14) (0.00) (0.00)  (0.00)

6.42 5.61 2.79 3.54 0.00 0.00 0.00
(0.03)  (0.33) (0.01) (0.01) (0.00) (0.00)  (0.00)

oy 882 4.46 2.74 3.47 0.00 0.00 0.00
0.02)  (0.14) (0.21) (0.27) (0.00) (0.00)  (0.00)
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Sekil 4.15: Diislik havalandirmali ve antibiyotikli kosullarda, MH ile hazirlanan
besiyerinde, her iinite hiicre biyokiitlesi basina tiretilen etanol miktarlari (g etanol /
100 ml besiyeri x OD™). Her deger en az iki tekrarin ortalamasidir. Hata gubuklari

standart sapmalar1 (0,.1) gostermektedir.
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Sekil 4.16: PAST besiyerinde, diisiik havalandirmali, antibiyotikli kosullarda
immobilize hiicreler ile biiyiitiilen kiiltiirlerin VHb ekspresyon degerleri (nmol/g yas
agirhk).

4.7. Rekombinant Hiicrelerdeki Plazmid Kararhhg

Antibiyotiksiz kosullarda biiyiitiilen kiiltiirlerin, 48 saat sonundaki plazmid
kararliligmin belirlenmesi icin seri diliisyonlar hazirlandi 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 biiyiitiillen koloniler sayildi ve tiim antibiyotiksiz
kosullardaki plazmid kararliligi (%) belirlendi (Tablo 4.11).
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Tablo 4.11: Diisiik havalandirmal1 ve antibiyotiksiz kosullarda TS3 ve TS4 suslarinin
farkl1 besiyerlerindeki plazmid kararlilig

Besiyeri Suslar Plazmid Kararlilig1 (%)
TS3 % 48
MH
TS4 % 100
TS3 % 64
LBGF
TS4 % 100
TS3 % 41
PAST
TS4 % 73
TS3 % 56
LBL
TS4 % 94
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5. SONUCLAR ve YORUMLAR

Bu tez kapsaminda, E. coli suslarin1 [NZNIII ve FBR5] ve bu suslardan pdc,
adhb ve vgb icerecek sekilde gelistirilen TS3 ve TS4 suslarimin diisiik oksijen
kosullarinda, seker pancari isleme suyu (melas) hidrolizati (MH) ve peynir alt1 tozu
(PAST) ile hazirlanan, antibiyotikli ve antibiyotiksiz besiyerlerinde, biyoetanol
tiretim 6zellikleri ve etanol iiretiminde immobilize hiicrelerin kullanimi incelendi.

Gida isleme sanayisinde, seker pancar1 atik suyu (melas) ve peynir alt1 suyu
potansiyel birer ¢cevre kirleticileridir. Melas ve peynir alti suyu fermente edilebilir
sekerlerden sirasiyla % 50 sukroz ve % 5-6 laktoz igermektedir. Peynir altt suyunun
konsantre halindeki peynir alt1 tozu % 75-78 oraninda laktoz i¢ermektedir [Meral ve
Kanberoglu, 2012], [Kargi and Ozmihci, 2006]. B-galaktosidaz enzimi, laktozun
glukoz ve galaktoz olan iki monosakkarite hidroliz eder. B-galaktosidaz enzimi E.
coli ve pek ¢ok mikroorganizmada yaygin olarak bulunmaktadir [Panesar et al.,
2006]. Bundan dolayi, fermentasyon ortaminda E. coli hiicreleri, sukroz
monomerlerini ve laktozu fermente edebilmektedir. Buna dayanarak, bu tez
calismasinda, E. coli’nin fizyolojisi, biyokimyasi, molekiiler biyolojisi ve VHb
konusundaki pratik uygulamalarina yonelik umut verici konular elde edildigi igin,
VHb ekspresyonu yapan vgb ile transforme edilmis E. coli FBRS suslar1 (TS3 ve
TS4) kullanilmastir.

MH besiyerinde, diisiik havalandirma kosullarinda, 48 saatlik inkiibasyon
sonucunda, en fazla etanol {iretiminin antibiyotik i¢eren ortamlarda TS4 susu (1.65
9/100ml) ile FBRS susuna gore % 88 daha fazla oldugu belirlenmistir. Her {inite
hiicre biyokiitlesi basina etanol iiretimlerinin ise, antibiyotik icermeyen ortamlarda
FBRS susuna gore TS4 susu ile % 155 daha fazla oldugu belirlenmistir. LBGF
besiyerinde, diisiik havalandirma kosullarinda, 48 saatlik inkiibasyon sonucunda, en
fazla etanol iiretiminin antibiyotik i¢ermeyen ortamlarda TS4 susu (1.36 g/100 ml)
ile FBRS susuna gore % 58 daha fazla oldugu belirlenmistir. Her iinite hiicre
biyokiitlesi bagina etanol {iretimlerinin, antibiyotik iceren ortamlarda FBRS susuna
gore TS4 susu ile % 64 daha fazla oldugu belirlenmistir.

PAST besiyerinde, diisilk havalandirma kosullarinda, 48 saatlik inkiibasyon
sonucunda, en fazla etanol {iretiminin antibiyotik iceren ortamlarda TS3 susu ile

FBRS susuna gore % 360 daha fazla (4.99 g/100 ml) oldugu belirlenmistir. Her {inite
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hiicre biyokiitlesi basina etanol {iiretimlerinin, antibiyotik iceren ortamlarda FBRS
susuna gore TS3 susu ile % 64 daha fazla oldugu belirlenmistir. LBL besiyerinde,
diisik havalandirma kosullarinda, 48 saatlik inkiibasyon sonucunda, etanol
iiretiminin en fazla antibiyotik icermeyen ortamlarda FBRS susuna gére TS3 susu ile
% 100 daha fazla (1.32 g/100 ml) oldugu belirlenmistir. Her {inite hiicre biyokiitlesi
basina etanol tiretimleri bakimindan, antibiyotik igermeyen ortamlarda FBRS susuna
gore TS3 susu ile % 105 daha fazla oldugu belirlenmistir.

Elde edilen sonuglara gore, en fazla etanol iiretimi, antibiyotik iceren MH
besiyerinde, TS4 susu ile FBRS susuna gore % 88 daha fazla ve antibiyotik igeren
PAST besiyerinde, FBRS susuna gore TS3 susu ile % 360 daha fazla olarak
belirlenmistir. Her iinite hiicre biyokiitlesi basina diisen etanol iiretimi i¢in en yiliksek
deger, FBRS5 susuna gore TS4 susu ile antibiyotik igermeyen MH besiyerinde % 155
daha fazla ve TS3 susu ile ise antibiyotik icermeyen LBL besiyerinde % 105 daha
fazla olarak belirlenmistir.

Konsantre haldeki peynir alti1 tozunun laktoz icerigi, uzun siire stabil olmasi,
ulagim ve depolanmasinin kolay olmasi, belirli konsantrasyonlarda kullanilmas1 gibi
avantajlar1 ile peynir alti suyuna alternatif olarak diisiiniilmektedir [Guimaraes et
al.,2010]. Bu tez ¢alismasinda kullanilan E. coli suslar1 ile PAST besiyeri disakkarit
formda bulunan laktoz sekerinin aktif ve hizli bir sekilde kullanabilmesi i¢in, peynir
alt1 atik suyunun laktoz igerigine yakin olarak % 5.5 laktoz [w/v] igerecek sekilde
kullanilmistir. Bunun sebebi, % 10 (w/v) ve daha yogun laktoz igeren ortamlarda,
yiiksek osmotik basingtan kaynaklanan bir lag fazi sebep olabileceginin gosterilmesi
olabilir [Kargi and Ozmihc1, 2006].

Bu calismada, melas ile hazirlanan besi ortamina amonyum fosfat ilave
edilerek, fosfat eksikliginin giderilmesi ve buna bagli olarak hiicre yogunlugunun
arttirilmas1 amaglanmistir. Bagka yapilan bir ¢calismada, seker pancari isleme suyu
(melas) ortamindaki nitrojen ve fosfat eksikliginden dolayi, fermentasyon ortamina
amonyum dihidrojen fosfat ve amonyum siilfat eklenmesiyle daha iyi hiicre iremesi
gozlemlenmistir [Schneider, 1971]. Ergun ve Mutlu (2000) yaptiklar1 diger bir
calismada, melas ile hazirlanan besi ortamina 0.72 gL amonyum dihidrojen fosfat
ilave edilmesiyle, etanol veriminin énemli 6l¢lide artirdi§in1 raporlamiglardir. Silva
ve arkadaslarmin (2005) yaptiklar1 bir diger ¢calismada ise, LB ile zenginlestirilmis
melas ve peynir alt1 suyu gibi farkli ortamlara %o 1 tiamin ilavesinin etanol iiretimi

tizerine etkili olabilecegini bildirilmistir. Buna bagli olarak bu tez ¢alismasinda da,
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etanol Uretiminin arttirtlmasi amaciyla MH ve PAST besiyerlerine %o 1 tiamin
eklenerek fermentasyon deneyleri gergeklestirilmistir.

Bu tez ¢alismasinda, VHb ekspresyonun diisiik havalandirma kosullarinda,
MH (glukoz; % 1.2, w/v ve fruktoz; % 1.2, w/v), PAST (laktoz; % 5.5, w/v), LBGF
(glukoz; % 1.2, w/v ve fruktoz; % 1.2, w/) veya LBL (laktoz; % 5.5, w/v) igeren
besiyerlerinde, hem etanol miktarinin hem de her iinite hiicre biyokiitlesi basina
etanol iiretiminin artmasina neden oldugu goriilmiistiir.

Sanny ve arkadaslarinin (2010) yaptiklar1 bir ¢alismada, E. coli FBR5, TS3
ve TS4 suslart kullanilmis ve diisiik havalandirma kosullarinda (125 ml’lik erlenler
icerisinde 100 ml besiyeri olacak sekilde) % 8 (w/v) glukoz, % 8 (w/v) ksiloz, % 8
(w/v) arabinoz ve % 20 musir hidrolizati iceren LB besiyerlerinde antibiyotikli ve
antibiyotiksiz kosullarda, etanol {iiretimleri ve VHb seviyeleri incelenmistir. VHb
ekspresyonu yapan TS3 susunun glukoz, ksiloz ve musir hidrolizati igeren kiiltiir
ortamlarinda FBRS susuna gore daha fazla etanol {iretildigi belirtilmistir. Arabinoz
iceren ortamda ise FBRS susuna gore, TS3 susu ile etanol iiretiminde herhangi bir
artis olmadigr belirlenmistir. Arastiricilar, diisiik havalandirma kosullarinda, TS3
susu ile etanol iiretimindeki en yiiksek artist ksiloz ve glukoz igeren antibiyotiksiz
LB ortamlarinda sirasiyla % 119 ve % 30 olarak belirlemislerdir. Ayni ¢alismada
yine diisiik havalandirma kosullarinda ve antibiyotiksiz olarak hazirlanan % 20 misir
hidrolizat: iceren besi ortaminda, etanol {iretiminin TS3 susu ile FBRS susuna gore
% 59 daha fazla oldugu belirlenmistir. Calismanin devaminda, 2 litrelik fermentor
denemelerinde, TS3 susu ile FBRS susundan, glukoz ve ksiloz igeren ortamlarda
sirastyla % 10 ve % 15 oranlarinda etanol iiretimini arttig1 bulunmustur. ilgili baska
bir ¢alismada ise, Arnaldos ve arkadaslar1 (2012) % 8 ksiloz (v/v) igeren ortama
farkl1 konsantrasyonlarda LB ilave ederek, etanol iiretimini incelemislerdir. Tiim
ortam sartlarinda, TS3 susu ile FBRS susuna goére daha fazla miktarda etanol
uretildigi ve en iyl etanol iretiminin ise 0.5X LB konsantrasyonunda oldugu
belirlenmistir. Calismanin devaminda ise, 2X LB ile farkli oranlarda misir hidrolizati
(% 20, 40 ve 80) ile yaptiklar1 ¢alismada, en fazla etanol iiretimin TS3 susu ile % 40
muisir hidrolizati iceren 2X LB ortaminda oldugu belirlenmistir.

Abanoz ve arkadaglarinin (2012) yaptiklart bir ¢alismada ise, patates isleme
atik suyu hidrolizat1 iceren LB ortaminda diisiik havalandirma kosullarinda, VHb
ekspresyonu ile etanol iiretiminin TS3 susu ile % 5 ve TS4 susu ile % 18 daha fazla

oldugu goriilmistiir. Bu tez calismasinda da, yukarida s6z edilen ¢alismalardaki
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verilere uygun bir sekilde % 1.2 (w/v) glukoz ve % 1.2 (w/v) fruktoz iceren MH ve
LBGF besiyerlerinde etanol iiretimleri agisindan genel olarak TS4 susu ile daha fazla
olacak sekilde TS3 susu ile benzer oranda artis oldugu goriiliirken, en fazla etanol
tiretim artis1 TS4 susu ile saptanmustir.

Etanol iiretimine benzer olarak her iinite hiicre basmna etanol iiretiminde,
PAST ve LBL besiyerlerinde hem antibiyotikli hem de antibiyotiksiz ortamlarda TS3
susu ile artiglar saglanirken, MH ve LBGF besiyerlerinde TS4 susu ile daha fazla
artiglar belirlenmistir. % 5.5 (w/v) laktoz PAST ve LBL besiyerlerinde, etanol iiretim
artis1 en fazla TS3 susu ile elde edilmistir. Ancak PAST besiyerinde antibiyotikli
ortamda elde edilen etanol iiretim artis miktarlari, antibiyotiksiz ortamda elde edilen
degerlerden yiiksek iken, LBL besiyerlerinde antibiyotiksiz ortamlarda daha fazla
etanol iiretim artislart oldugu saptanmistir. Etanol iiretiminin VHb ekspresyonu ile
TS3 veya TS4 susu ile artiglarindaki farkliliklarin, farkli besiyerlerindeki besiyeri
bilesimlerinde  bulunan ¢esitli  besleyici unsurlardan ileri  gelebilecegi
disiiniilmektedir.

Silva ve arkadaslarinin (2005) yaptiklari bir calismada, Zymomonas
mobilis’in piruvat dekarboksilaz (pdc) ve alkol dehidrogenaz Il (adhB) genleri E. coli
hiicresinin kendi kromozomuna entegre edilerek, E. coli KOII susu elde edilmistir.
Bu rekombinat sus ile farkli sukroz konsantrasyonlarinda etanol {iretimini
incelemislerdir. Arastiricilar, en iyi etanol iiretimini 17 gL olarak, % 8 sukroz (v/v)
iceren LB besiyerinde ile 48 saat siire sonunda oldugu ancak % 12 sukroz (v/v)
iceren LB besiyerinde etanol lretiminin azaldigini bildirmislerdir. Bundan dolayz,
fermentasyon ortamindaki substrat konsantrasyonunun onemli bir faktor oldugu
goriilmektedir. Bu tez calismasinda ise antibiyotik iceren MH besiyerinde daha az
oranda sukroz monomerleri (glukoz; % 1.2, w/v ve fruktoz; % 1.2, w/v) igermesine
ragmen, TS4 susu ile 16.45 gL'l etanol tiretildigi bulunmustur. Bu kapsamda melas
ile hazirlanan besi ortamlarinda seker yogunlugunun belli bir oranda arttirilmas: ile
etanol iiretiminde artis gézlemlenebilir.

Lignoseliilozik biyokiitleler gibi seker ihtiva eden biyokiitlelerin hidroliz
islemlerinde asit ile 6n islem uygulandiginda, furfural (2-furaldehid) ve 5-hidroksi
metil furfural (HMF) olugsmaktadir. Bu furonik bilesikler, hem maya hem de bakteri
tirlerinde iireme hizim1 azaltir ve buna bagl olarak etanol verimini diiglirtir. Eter
ekstraksiyonu, alkalin ile ¢Oktiirme veya lakkazlar gibi enzimatik olarak toksik

maddelerin  giderim islemleri (overliming) uygulanmaktadir. Arnaldos ve
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arkadaglarinin (2012) yaptiklar1 bir ¢alismada, Ca(OH), ile toksik maddelerin
giderim islemine ek olarak, misir hidrolizatina belirli oranlarda aktif karbon ilave
ederek, bazi toksik maddelerin ortamdan kaldirdig1r bulunmustur. Arastiricilar, aktif
karbon muamelesiyle furan miktarinin azaldigi, fakat bununla birlikte toplam seker
miktarininda 54 gL™"’den 46 gL ™"’ye azaldigim belirtmislerdir. Buna dayanarak, bu
tez calismasinda, melas hidrolizatinin seker miktarinin kaybimi engellemek igin
toksik maddelerin giderim islemi uygulanmamustir.

Tez calismasinda beklendigi gibi, diisiik havalandirma kosullarinda genel
olarak TS3 suslarindaki VHb ekspresyonu seviyeleri TS4 suslarindan daha diisiik
bulunmustur. pTS3 plazmidi, pTS4 plazmidinden daha diisiik kopya sayisina sahip
oldugundan, VHb ekspresyonlar1 arasindaki bu farkin nedeninin gen doz etkisi
olabilecegi diisliniilmiistiir.

Yapilan denemelerde antibiyotiksiz ve diisiik havalandirma kosullart ile MH
besiyerinde, 48 saatlik inkiibasyon sonunda TS3 susunun plazmid kararliligi % 48
oraninda oldugu, TS4 susunun ise % 100 oraninda oldugu belirlenmistir.
Antibiyotiksiz ve diisiik havalandirma kosullar1 ile LBGF besiyerinde, 48 saatlik
inkiibasyon sonunda TS3 susunun plazmid kararliliginin % 64 oraninda oldugu, TS4
susunun ise % 100 oraninda oldugu belirlenmistir. Antibiyotiksiz ve diisiik
havalandirma kosullar1 ile PAST besiyerinde, 48 saatlik inkiibasyon sonunda TS3
susunun plazmid kararlilig1 % 41 oraninda oldugu, TS4 susunun ise % 73 oraninda
oldugu belirlenmistir. Antibiyotiksiz ve diisiik havalandirma kosullar1 ile LBL
besiyerinde, 48 saatlik inkiibasyon sonunda TS3 susunun plazmid kararlilig1 % 56
oraninda oldugu, TS4 susunun ise % 94 oraninda oldugu belirlenmistir.
Antibiyotiksiz olarak hazirlanan PAST ve LBL besiyerlerindeki plazmid
stabilitesinin diisik olmasi, besi ortamlarinda var olan laktozun hidrolizinde
hiicrelerin kendi kaynaklarini kullaniyor olmasi ve plazmidin fazla kopya sayisina
sahip olmasinin hiicreye ayrica metabolik yiik getirmesi ve buna bagli olarak
fermentasyon ortaminda plazmid kararliligiin azalmasina neden oldugu
diistiniilmektedir. Plazmid kararliligin diisiik olmasina ragmen antibiyotiksiz
ortamlarda {iretilen etanol {iretim miktar1 antibiyotik iceren ortamlarda iiretilen etanol
tretim miktarlarina yakin olarak bulunmustur. Bunun nedeni ise hiicrelerin
fermentasyon ortaminda iiremenin ilk 24 saat veya 36 saati sonunda plazmid
kararliligimma sahip bir sekilde iireyerek etanol iirettikleri ancak 48 saat sonunda

plazmidlerini kaybettiklerinden olabilir.
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Onceki calismalarda, E. coli’de VHb ekspresyonunun diisiik havalandirma
kosullarinda, etanol iiretimini azalttig1 belirlenmistir [Tsai et al., 1996]. Baska bir
calismada ise, % 20 misir hidrolizati igeren LB besiyerinde yiiksek seviyede eksprese
olan VHb ile etanol iiretimi arasinda ters bir orant1 belirlenmistir [Sanny et al., 2010].
Abanoz ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir ¢alismada, % 8 (w/v) glukoz iceren LB
besiyerinde, TS3 susu ile VHb’nin diisiik seviyedeki ekspresyonunun hem etanol
miktarini hem de her iinite hiicre biyokiitlesi bagina etanol iiretimini arttirdigi tespit
edilmistir. Bu ¢alismada da, MH ve LBGF besiyerlerinde, VHb’nin TS4 susu ile
yiiksek seviyelerdeki ekspresyonu ile hem etanol miktarinin hem de her {inite hiicre
biyokiitlesi bagina etanol {retiminin arttigi belirlenmisti. PAST ve LBL
besiyerlerinde ise TS3 susu ile hem etanol miktarinin hem de her {inite hiicre
biyokiitlesi bagina etanol iretiminin arttigr tespit edilmisti. MH ve LBGF
besiyerlerinde, etanol iiretim miktarinin VHb ekspresyonu yiiksek olan TS4 susu ile
daha fazla artis saglanmasi, belli bir VHb seviyesine kadar etanol iiretiminin arttigi
ve belli bir seviyeden sonra VHb’nin etanol iiretimi {izerinde etkisinin azalabilecegi
yoniinde olabilmektedir. Melas igceren ortamda, VHb seviyesinin yiiksek olmasi ise
melas hidrolizatinin besleyici bilesenleri veya seker igerigi ile iligkili olabilir.

Daha onceki ¢aligmalarda, mayada VHD, ksiloz fermentasyonunu artirarak
ksilozun ksiluloza doéniisiimiindeki redoks dengesizligine ragmen etanol {iiretimini
arttrmistir [Ruohonen et al., 2006]. E. coli’de ksilozun ksiluloza déniigimii tek
basamaklidir [Song ve Park., 1997]. Ksilozun direk ksiluloza doéniisimi ilk
indirgeyici adimi ve ikinci oksidatif adimi elimine eder. Boylece VHb ekspresyonu,
E. coli’de ksilozdan etanol {iretimini arttirir. Bu da VHb’nin gelecekte
fermentasyonda ksiloz izomeraz sentezleyen endiistriyel diger mikroorganizmalarin
kullanabilecegini gdsterir. Bu baglamda, ksiloz veya glukoz igeren ortamlarda, etanol
tiretiminin, VHb ekspresyonu ile etkinliginin arttirilmasi, E. coli’de hiicre igi ATP
seviyesini ylikselterek daha giiclii enerji durumunu miimkiin kilabilir. Bilindigi gibi,
onceki ¢aligmalarda, VHb’nin oksijeni terminal oksidazlara transfer eden bir arag
olarak ig gordiigii belirlenmistir. VHb sitokrom bo ubikinol oksidazin 1 nolu alt
tinitesine baglanir, oksijeni transfer eder ve oksidatif fosforilasyonla ATP iiretimini
Ozellikle diisiik oksijenli kosullarda saglar [Park et al., 2002]. E. coli’de VHb
eksprese eden suslar VHb eksprese etmeyen yabanil suslara gore daha yliksek
biiyiime orani ve daha az glukoz tiiketim orani géstermislerdir ki bu da glikolizisten
daha etkin ATP ve NADH olusumu ile iliskilidir. VHb’nin NAD/NAD" ve
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ATP/ADP oranlarindaki degisiklikleri indiikleyici bir rol oynadigi sanilmaktadir.
VHb’nin hiicre igerigini daha oksidize bir hale getirdigi ve bdylece metabolik
yollarda karbon akis semasimi degistirdigi diistiniilmektedir [Dikshit et al., 1992].
VHb ekspresyonun, E. coli’de, diisiik havalandirma kosullarinda NADH miktarinin
azalmasina ve de ATP miktarinin artmasina neden oldugu belirlenmistir [Dikshit et
al., 1992]. Arnaldos ve arkaslarinin [2012] TS3 ve FBRS suslari ile yapmis oldugu
bir ¢alismada, VHb ekspresyonun NAD", NADH ve ATP seviyeleri ve etanol iiretimi
tizerindeki biyokimyasal etkilerin incelenmistir. Fermentasyonun erken evrelerinde
NAD*/NADH oran1 TS3 susu i¢in FBRS susuna gore daha az iken, biiyiimenin ge¢
evrelerinde bu oraninin arttig1 goriilmistiir [Arnaldos et al., 2012]. Baska bir deyisle,
diisik havalandirma  kosullarinda, hiicreler anaerobikten c¢ok aerobik
metabolizmalarint kullanarak daha az karbon kaynagindan daha ¢ok enerji
tiretebilmektedirler [Tsai et al., 1996]. Boylece, vgb tasiyan rekombinant hiicrelerin
geligtirilmesi ile enerjiyi verimli kullanmalar1 sayesinde, c¢esitli karbon
kaynaklarindan iretilecek metabolitlerin daha yiiksek miktarlarda elde edilmesi
saglanabilmektedir.

Etanol olusumu her ne kadar fermentatif bir olay ise de, optimum sentezi
belli kritik seviyede oksijene gereksinim duymaktadir. Bu baglamda, VHbD ile
arttirilmis  etanol dretim etkinligi E. coli hiicrelerinin arttiritlmis biyosentetik
kapasitesi ile ilgili olabilir. Daha fazla enerji, etkin hiicre biiyiimesi ve diger
metabolik islemlerin (6rnegin metabolik enzimlerin biyosentezi) ¢ogalmasina neden
olarak hiicrelerin biyosentetik kapasitelerinin artmasina yol agar. Bu tez ¢alismasinda
da, VHb ekspresyonunun etanol sentez yol izindeki enzimlerin aktivitesini arttirmis
olabilir. Ayrica E. coli’de VHb ekspresyonunun ribozom ve tRNA seviyelerini
yiikselttigi ve bdylece hiicrelerin biyosentetik kapasitelerini arttirdigi tahmin
edilmektedir. E. coli’de VHb’nin 308 genin transkripsiyonunu etkiledigi
belirlenmistir [Roos et al., 2004]. Boylece VHb hiicrenin diisiik oksijenli ortamlara
uymasint bu kosullarda biyokiitle artis1 ve artmis VHb diizeyi ile sagladigi tespit
edilmistir [Tsai et al., 1996].

Bu tez calismasinda immobilize hiicreler ile antibiyotik igeren MH
besiyerinde, diisiik havalandirma kosullarinda, 48 saatlik inkiibasyon sonucunda, en
fazla etanol tiretiminin TS3 susu ile FBRS susuna gore % 119 daha fazla (1.95 g/100
ml) oldugu belirlenmistir. Her iinite hiicre biyokiitlesi basina etanol tiretimlerinin

TS3 susu ile FBRS susuna gore % 179 daha fazla oldugu belirlenmistir. Antibiyotik
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iceren PAST besiyerinde, diisiik havalandirma kosullarinda, 48 saatlik inkiibasyon
sonucunda, en fazla etanol {iretiminin TS3 susu ile FBRS susuna gore % 26 daha
fazla (2.8 g/100 ml) oldugu goriilmiistiir. Her iinite hiicre biyokiitlesi basina etanol
tiretimlerinin, TS4 susu ile FBRS susuna gore % 59 daha fazla oldugu belirlenmistir.

Bu ¢alismada immobilize hiicreler ile elde edilen sonuglara gore, antibiyotik
iceren MH besiyerinde etanol iiretiminin serbest hiicrelere gore, FBRS susunda % 2,
TS3 susunda % 43 ve TS4 susunda ise % 14 daha fazla oldugu belirlenmistir.
Antibiyotik iceren PAST besiyerinde etanol iiretiminin serbest hiicrelere gore, TS3
susu ile bir artis gbzlenmezken, FBRS susunda % 160 ve TS4 susunda ise % 129
daha fazla oldugu belirlenmistir.

Goksungur ve Zorlu (2001) yaptiklart bir g¢alismada, seker pancari
melasindan Ca-aljinat ile tutuklanmig Saccharomyces cerevisiae hiicreleri ile etil
alkol tretmiglerdir. % 10.90 (w/v) seker icerecek sekilde hazirladiklart melastan,
dolgulu yatak biyoreaktoriinde % 4.65 (v/v) etanol verimi elde etmislerdir. Siirekli
karigtirmali tank tipi biyoreaktoriinde ise % 3.94 (v/v) olarak, dolgulu yatak
biyoreaktoriine gore daha diisiikk etil alkol tretimi ger¢eklesmistir. Bu tez
calismasinda, toplamda % 2.4 seker igeren melas ortaminda etanol iiretiminin TS3
susu ile % 2.48 (v/v) ve TS4 susu ile % 2.39 (v/v) oldugu belirlenmistir.

Guo ve arkadaglarmin (2010) yaptiklar1 bir ¢alismada, Kluyveromyces
marxianus ve Saccharomyces cerevisiae hiicreleri ile olusturduklari ko-immobilize
sistemde, peynir alti tozundan etanol tiretimini incelemislerdir. 100 gL™ peynir alt:
tozu kullandiklar1 galismada, serbest hiicre halinde K. marxianus ile % 3.8 (v/v)
etanol iretimi gerceklesirken, S. cerevisiae ile ko-immobilizasyon uygulamasinda
etanol iiretimi % 5.3 (v/v) olarak belirlenmistir. Ozmihci ve Kargi (2008) yaptiklar
bir ¢alismada, hiicrelerin baglanmasi i¢in zeytin ¢ekirdeklerini kullanmiglardir. 50
gL'1 peynir alt1 tozu kullandiklar1 ¢alismada, dolgulu yatak biyoreaktoriinde 19.5 gL'1
etanol iretimi elde etmislerdir. Bu tez calismasinda, kontrollii bir fermentasyon
ortamu olan biyoreaktor kullanilmamasia ragmen benzer sekilde 73 gL™ peynir alt:
tozu kullanilarak, etanol {iretiminin TS3 susu ile 27.93 gL'1 ve TS4 susu ile ise 27.41
gL'1 oldugu belirlenmistir. Bu da vgb ekspresyonu yapan bu rekombinant suslar
kullanilarak etanol tiretiminin daha etkin bir sekilde gergeklestigini gostermektedir.

Bu ¢alismada, FBRS, TS3 ve TS4 suslar1 % 2 sodyum aljinat ile siispanse
edilerek, % 2 kalsiyum kloriir ¢ozeltisine mikropipet (1000ul) yardimiyla

damlatilarak 3.5 — 4.0 mm c¢apinda boncuklar elde edilmistir. Immobilize
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hiicrelerinin serbest hiicrelere gore genel olarak, hiicre yogunlugunu ve etanol
tiretimini  arttirmasindan  dolayr  etanol iiretiminde immobilize hiicrelerin
kullanilmasimin avantajli olabilecegi belirlenmistir. Ancak, fermentasyon siiresince
olusturulan boncuklarin bozuldugu ve eridikleri goriilmiistiir. Bunun sebebi, etanol
ve organik asit gibi liretilen metabolitlerin, kalsiyum aljinat jel yapisindaki kalsiyum
iyonlar1 ile yer degistirmesi ve buna bagli olarak jelin dayanikliligin1 bozmasindan
kaynaklanmaktadir. Kalsiyum aljinat, hiicrelerin immobilizasyonunda kolay ve
uygulanabilir olmasina ragmen, etanol {iretiminde immobilize hiicrelerinin tekrar
kullanilmasini olumsuz kilmistir. Jelin dayaniklili§1 temel olarak aljinat yapisindaki
gluronik asit miktara baghdir. Gluronik asit miktarinin yogun olmasi, asitler gibi
jelin dayanikliligim1 bozan bilesiklere karsi jelin stabilitesini korur. Yapilan daha
onceki caligmalarda, fermentasyon ortamina kalsiyum iyonu veya kalsiyum igeren
bilesiklerin (CaCOs, CaCly ilave edilmesi ile kalsiyum aljinat yapisinin korunmasi
amaglanmistir. Fermentasyon ortamina ilave edilen bu bilesiklerin, kalsiyum aljinat
yapisini korudugu ancak hiicre sizintisinin devam ettigi goriilmiistiir [Goksungur ve
Giiveng, 2002]. Bu nedenle daha farkli konsantrasyonlarda kalsiyum aljinat
kullanilarak immobilizasyon denemelerinin ve ayrica bu bilesiklerin, hiicre
yogunlugu ve metabolit olusumu iizerine etkilerinin incelenmesi ile daha verimli
sonuclar elde edilebilir.

Bu tez ¢aligmasinda kullanilan suslarin hiicre yogunlugu ODgg < 0.5 olacak
sekilde ayarlanmistir. immobilizasyonda hiicre yogunlugunun fazla olmasi, kalsiyum
aljinat jel yapisindan hiicre kacisina sebep olabilmektedir. Bundan dolay1r daha
onceki ¢aligmalarda, fermentasyon esnasinda hiicre kagisini engelleyebilmek igin
immobilizasyonda kullanilacak olan hiicre yogunlugu ODgg < 0.5 olacak sekilde
diliie edilmesi dnerilmistir [Unrean and Srienc, 2010].

Immobilizasyon uygulamalarinda aljinat kullamminin  yami sira  dogal
destekleyici materyaller de uygulanmaktadir. Piring kabugu [Martini et al., 2010],
sarap endiistirisi kalintilari, misir kocani [Genisheva et al., 2011], seliilozik kiispeler
[Chen et al., 2011], lif kabag: siingeri [Ogbonna et al., 2001] gibi materyaller ile
olusturulan immobilizasyon denemelerinde etanol iiretiminin yliksek oldugu
belirtilmistir. Destekleyici materyallerin besin maddeleri igermesinin, etanol liretimi
tizerine olumlu etkisi olabilecegi diigiiniilmektedir. Dogal materyallerin yani sira
biyolojik  olarak  fiiretilen  selilloz,  immobilizasyon = matriksi  olarak

kullanilabilmektedir. Bakteriyel seliilozun, fermentasyon ortaminda bozunan
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kalsiyum aljinat yapisim1 giiclendirmesi ve buna bagli olarak boncuklarin tekrar
kullanabilirligi saglanmistir [Kirdponpattara and Phisalaphong, 2013]. Bu nedenle bu
tez calismasinda, kalsiyum aljiatin yani sira farkli biyolojik matrikslerinde
kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

Yapilan bu tez ¢alismasinda, VHb ekspresyonu yapan E. coli suslarinin (TS3
ve TS4) immobilize edilerek etanol iiretiminin arttif1 belirlenmistir. Immobilize
sistemde kalsiyum aljinat yapisinin destekleyici materyaller ile korunmasi ve
olusturulan boncuklarin tekrardan kullanabilirligi saglanarak, biiylik o6l¢ekli
fermentorlerde aktif bir sekilde uygulanabilirligi aragtirilmalidir.

Hazirlanan tiim besiyerleri ile 48 saatlik inkiibasyon sonunda, ortamdaki
toplam sekerin tamaminin tiikkendigi belirlenmistir. Ayrica, ortamdaki sekerlerin
tamaminin tlikenmesi ve etanol iiretiminin sanayide de uygulanabilir olmasi
gerektiginden, fermentasyon siiresi olarak 48 saatin yeterli oldugu belirlenmistir.

48 saatlik inkiibasyon sonrasi tiim besi ortamalarindaki pH degerlerinde
azalmalar belirlenmistir. Bu azalmalar, fermentasyon esnasinda CO; iiretiminden
kaynaklaniyor olabilir. Genel olarak, pH degerlerindeki bu azalmalar, suslarin
tiretildigi ortamlarin pH degerleri ile etanol iiretimi arasinda kararli bir iliski
kurulamamustir.

Bu tez calismasinda, diisik havalandirma kosullarinda, MH ve PAST
besiyerlerinde, VHb ekspresyonu ile hem etanol iiretiminin arttigi hem de her {inite
hiicre basina etanol tiretiminin arttigi ve ortamdaki sekerlerin tamaminin tiikendigi
belirlenmistir. MH ve PAST besiyerlerinin icerdikleri seker orani ile LBGF ve LBL
besiyerleri esit oranda seker igermelerine ragmen, seker pancari isleme suyu (melas)
ve peynir alt1 tozunun bilesiminden dolayi, tiremeyi, VHb ekspresyonunu ve bdylece
etanol iiretim etkinligi arttirmis olabilecegi diisliniilmektedir.

Farkli ve zengin igeriklere sahip olan peynir alt1 tozu ile seker pancar isleme
suyunun (melas) belirli oranlarda karistirilarak, etanol iretimi {izerine etkisi
incelenebilir. Fakat, farkli sekerlerin bulundugu fermentasyon ortamimda metabolit
tiretimi tizerine Katabolitik represyon etkili olabilmektedir.

Melas hidrolizat1 iceren besiyeri (MH), diisiikk oranda seker igermesine
ragmen, % 2 (v/v) etanol liretimi ile potansiyel bir enerji kaynagidir. Melas
iceriginde bulunan glukozun yani sira fruktozunda etanol {iiretimi iizerine olumlu

etkisi olabilir. Bundan dolay1 fruktoz iceren meyve suyu ve sarap endiistrisi
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atiklarinin VHb teknolojisi ile etanol iiretimi iizerine incelenmesi, bu alanda ek
bilgiler saglayacaktir.

Etanol iiretiminde peynir alt1 suyu kullanimi ekonomik ag¢idan uygun degildir.
Distilasyon isleminin pahali olmasi sebebi ile diisiik laktoz i¢eren peynir alt1 suyu ile
tiretilen % 2-3 (v/v) etanol miktarinin arttirilmasi gerekmektedir [Guimaraes et al.,
2010]. Bu tez calismasinda, peynir alti tozundan (laktoz, % 5.5, w/v) TS3 susu ile
iretilen etanol miktar1 % 4.99 (v/v)’dur. Besiyerine ilave edilen peynir alt1 tozunun
arttirllmas1 ile dolayisiyla laktoz oraninin % 8 (w/v)’e arttirilmasi ile etanol
tiretiminde artis olabilecegi diisliniilmektedir. Ancak, artan seker miktarinin hiicre
tiremesi tizerine engelleyici etkisinin de olabilecegi diistiniilmektedir.

Yapilan bu tez calismasinda denemeler, 1 litrelik erlenmayer kullanilarak,
calkalamal1 bir inkiibatorde gerceklestirilmistir. Yapilan bu calismada, sicaklik, pH
gibi parametreler ile kontrollii bir fermentasyon ortami saglamadigindan, kontrollii
ortam sartlarinda ve taze besiyeri ile yenilenen biiylik 6l¢ekli fermentdrlerde, etanol

tiretim miktarlarinin daha yiiksek olabilecegi diisiiniilmektedir.

VHb’nin iretildigi rekombinant organizmalarin kullaniminin  artmasi
nedeniyle, VHb nin liremeyi ve iiretkenligi etkilemesine yonelik ¢aligmalar giderek
artan bir sekilde ilgi ¢ekmektedir. Boylece yapilan bu tez calismasinda elde edilen
veriler, seker pancari isleme suyu (melas) ve peynir alt1 tozu ile vgb/VHb sisteminin
sanayide biyoetanol iiretiminde potansiyel olarak kullanilabilecegini ve avantajh

olabilecegini gostermektedir.
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