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ÖZET 

 

 

Bu çalıĢmada, ethanolojenik E.coli suĢu FBR5'a VHb geninin transferi ile elde 

edilen TS3 ve TS4 suĢları, patates ve mısır iĢleme atığı içeren besiyerlerinde (HB1 

ve HB2) ve bunların kontrol besiyerlerinde (KB1 ve KB2) büyük ve küçük hacimli, 

yüksek ve düĢük havalandırmalı koĢullarda büyütülmüĢtür. Kültürlerin pH değerleri, 

hücre yoğunlukları, VHb seviyeleri ve etanol üretimleri 48 saatlik fermantasyon 

süresi sonunda değerlendirilmiĢtir. 

Elde edilen en yüksek etanol veriminin, TS3 ve TS4 suĢları (sırasıyla, % 165 

ve % 141) ile büyük hacimli ve düĢük havalandırmalı koĢullarda HB2'de olduğu 

belirlenmiĢtir. 

Etanol artıĢlarının, her ünite hücre biyokütlesi baĢına üretilen etanol 

miktarındaki artıĢlara bağlı olduğu belirlenmiĢtir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Anahtar kelime: Biyoetanol, Gıda işleme atık suyu, Vitreoscilla hemoglobin. 
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SUMMARY 

 

 

In this work, ethanologenic E.coli strain FBR5 transfered with VHb gene in 

two constructs (strain TS3 and TS4) were grow in potato and corn processing waste 

hydrolizate containing media (HB1 and HB2) and their control media (KB1 and 

KB2) at small and large scales, at low and high aeration. Culture pH, cell growth, 

VHb levels and ethanol production were evaluated after 48 hour fermantation. 

The highest yield levels obtained were for strains TS3 and TS4 ( 165 and 141 

%, respectively) both at large scale and low aeration in HM2 medium. The increases 

in ethanol were due to increase in the amount of ethanol produced per unit of cell 

mass. 
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1.GİRİŞ 

 

Her geçen gün artan canlı popülasyonuna, teknoloji ve sanayinin geliĢmesine 

bağlı  olarak enerjiye duyulan ihtiyaç artmaktadır. Kullandığımız enerji 

kaynaklarının en önde geleni fosil yakıtların tükenmeye baĢlaması ile yeni ve 

yenilenebilir alternatif enerji kaynaklarına giderek ihtiyaç duyulmaktadır. Fosil 

yakıtların çevreye hızla verdiği büyük  zarar, Dünya üzerinde hızlı bir tüketim 

potansiyelinin varlığını gösterir. Tüketim potansiyelinin artıĢı, yeryüzüne karıĢacak 

atıkların miktarında büyük değiĢimlere sebep olmaktadır. Ekosistem dengesinin 

bozulmasında büyük payı olan bu durumun engellenmesi amacıyla yeryüzünde 

yenilenebilir enerji kaynaklarının araĢtırılması oldukça popüler bir hal almıĢtır. 

Brithish Petrolium (BP)'un 2013 yılında yayınladığı bir rapora göre; petrol rezervleri 

227 milyar ton, doğal gaz rezervleri 187,3 trilyon metreküp ve kömür rezervleri ise 

861 milyar tondur [BP, 2013]. Elde edilen verilere dayanarak petrolün 41, doğal 

gazın 64, kömürün 155 yıl içerisinde tükeneceği söylenebilir [Goldemberg J, 2007]. 

Yenilenebilir enerji kaynakları; GüneĢ, rüzgar, su gücü, biyokütle Ģeklinde 

sınıflandırılabilir. Yapısında, karbonhidrat bileĢikleri bulunduran hayvansal yada 

bitkisel kökenli, fosil olmayan  organik maddelerin tamamı biyokütle olarak 

adlandırılır. Biyokütleden elde edilen biyoyakıtlar ise; içeriklerinin hacim olarak en 

az %80'i son on yılda toplanmıĢ canlı organizmalardan elde edilmiĢ her türlü yakıt 

olarak tanımlanmaktadır [Acaroğlu, 2008]. 

Biyoyakıtlar; genellikle tarımsal biyokütlelerden farklı yöntemlerle üretilmiĢ, 

özellikleri standardize edilmiĢ katı, sıvı yada gaz halinde bulunan yakıtlardır. Katı 

biyoyakıtlar; biyopelet ve biyobriket, sıvı biyoyakıtlar; biyoetanol ve biyodizel, gaz 

biyoyakıtlar; biyogaz ve hidrojendir. Biyopelet ve biyobriket; organik orman 

atıklarının yüksek basınç altında bağlayıcı madde kullanmaksızın sıkıĢtırılması ile 

oluĢan katı yakıtlardır [Öğüt, 2006]. Bu yakıtlar; yüksek ısıl değere, yüksek 

yoğunluğa ve homojen yapılarıyla oldukça iyi bir yanma performansına sahiptir. 

Biyoetanol benzinle birlikte, biyodizel ise motorin yerine kullanıldığında 

karbondioksit (CO2) emisyonunu önemli oranda azaltmaktadır. Biyogaz ise diğer 

yanıcı gazlardan farklı olarak bitkisel ve hayvansal organik hammaddenin 

mikroorganizmalar  tarafından iĢlenmesi sonucu elde edilmektedir. 
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Biyoyakıtların kullanımı; organik ve sürdürülebilir tarımın devamlılığını, 

ülkedeki enerji ihtiyacının bir kısmının karĢılanmasını, sera gazlarının etkisiyle 

bozulan ekolojik dengenin pozitif yönde hareketini sağlamaktadır. 

Biyoetanol, üretimi için gerekli olan hammadde kaynakları bakımından 

oldukça zengin bir biyoyakıttır. Biyolojik kütlelerden çeĢitli mikroorganizmaların 

kullanılması sonucu elde edilen biyoetanol, yüksek oktanlı bir yakıttır ve benzin ile 

karıĢtırıldığında, benzinin oktan seviyesini arttırarak emisyonu azalmakta ve tam bir 

yanma sağlamaktadır. 

Biyoetanol genel olarak; buğday, pirinç, manyok,  mısır, patates, Ģeker pancarı, 

çotanak ve Ģeker kamıĢından fermantasyon yoluyla üretilmektedir.  

Biyoetanol üretiminde kullanılan hammaddelerin, gıdaların üretim 

kapasitelerini etkilememesi ve sürdürülebilirlik ile yenilenebilirliğin bir arada olması 

hassasiyetle dengede tutulması gereken bir durumdur. Alternatif olarak, tarımsal 

atıkların ve fabrika atıklarının kullanımı sürdürülebilir ve yenilenebilirlik olgusuna 

hizmet etmektedir. Melas, peynir altı suyu, patates iĢleme atık suyu, çotanak, mısır 

küspesi biyoetanol üretimi için kullanılan fabrika atıkları içerisinde yer almaktadır. 

Tarımsal biyokütlenin etanole dönüĢtürülerek yakılması atmosfere karbonmonoksit 

(CO) salınımını azaltacağından tercih edilen bir prosestir. Endüstriyel atıkların 

kullanılması sonucu çevre dostu bir yakıt üretimi oldukça baĢarılı ve Dünya'mızı 

yaĢanılır kılacak etkin bir çözüm ve yaklaĢımdır. 

Biyoetanol, hammaddelerin fermente edilmesi sonucu elde edilmektedir. 

Fermantasyon, çeĢitli bakteriler ve mayalar tarafından gerçekleĢmektedir. 

Fermantasyon sonucu oluĢan yan ürünler, prosesin ömrünü kısaltmakta ve canlı 

popülasyonunun devamlılığını tehdit etmektedir. Laktik asit, asetik asit, CO2, formik 

asit, furfural, fenolik bileĢikler; fermantasyonu olumsuz etkileyen yan ürünlerden 

bazılarıdır. 

Fermantasyonda; istenilen ürünün, üretim kapasitesini düĢüren yan ürünlerin 

çoğalmaya olan etkisini azalmak amacıyla, genetik modifikasyon ile Vitreoscilla 

hemoglobini (VHb) eksprese eden Escherichia coli (E.coli) kullanılmıĢtır. Etkin 

miktarlarda fermantasyon ürünü olan biyoetanol üretiminin gerçekleĢtirilmesi; 

atıkların giderimi, yenilenebilir enerji kaynaklarının devamlılığı ve küresel ısınmaya 

pozitif anlamda katkısı ile yenilikçi ve çevreci bir anlayıĢ olarak benimsenmeli, 

araĢtırma ve geliĢtirme çalıĢmaları geniĢletilmeli ve uygulama alanları 

çoğaltılmalıdır. 
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1.1.Tezin Amacı, İçeriği ve Katkısı 

 

Fosil yakıtların tükenme tehlikesiyle  karĢı karĢıya geldiğimiz 21. yüzyılda, 

canlılığın devamlılığı için gerekli olan enerjinin, alternatif enerji kaynaklarından elde 

edilmesi evrensel bir amaçtır. Biyoetanol içerisinde niĢasta bulunduran tüm 

hammaddelerden üretilebilmektedir. Bu tez çalıĢmasında, atıkların geri 

dönüĢümünün sağlanması amaçlanarak, patates iĢleme atık suyu ve mısır iĢleme atığı 

kullanılmıĢtır. Böylece gıda atıklarının kullanımı ile doğa dostu bir yaklaĢımla 

doğadan elde edilenin doğaya zarar vermeden kullanılarak iade edilmesi ve ihtiyaç 

duyulan enerjinin uzun vadede geri dönüĢümlü olarak tekrar kullanılması 

amaçlanmıĢtır.  

Maya ve fermantasyon yeteneğine sahip bir çok mikroorganizmadan farklı 

olarak vgb/VHb sistemini içeren rekombinant E. coli suĢları; düĢük oksijen 

konsantrasyonlarında ortamdaki oksijeni bağlayarak terminal solunum enzimlerine 

aktarır ve bu koĢullarda etkin bir üreme ve metabolit üretiminin gerçekleĢmesine izin 

verir [Ramandeep et al., 2001].  

Literatürde yer alan bilgiler ıĢığında, patates iĢleme atık suyu ve mısır iĢleme 

atığı birlikte asit hidrolizi iĢlemine tabii tutularak besiyeri bileĢimine katılmıĢ ve 

rekombinant E. coli soylarının üreme ve etanol üretim miktarındaki değiĢiklikler 

belirlenmiĢtir. 

Yapılan tez çalıĢmasında; genetik mühendisliği ile üretilen rekombinant E. coli 

soylarının, sanayi atığı olan patates iĢleme atık suyu ve mısır iĢleme atığından elde 

edilen fermente Ģekerleri kullanarak üreme ve etanol üretim kapasitelerinin 

arttırılması amaçlanmıĢtır. 

Bu tez çalıĢmasında; seçilen ham madde içeriğinde bulunan glukoz ve ksiloz 

Ģekerlerini fermente ederek etanol üreten, vgb/VHb sistemini içeren rekombinant E. 

coli suĢları kullanılarak etanol üretim potansiyelinin belirlenmesi ve arttırılmasına 

olan katkısı araĢtırılmıĢtır.  
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2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1. Biyoetanol 

 

Tüm dünya ülkelerinde her geçen gün artan enerji talebini karĢılamak 

amacıyla, petrol kökenli enerji kaynaklarının yerine, alternatif enerji kaynaklarına 

ihtiyaç duyulmaktadır. Enerji ihtiyacının karĢılanmasına hizmet edecek alternatif 

enerji kaynaklarının; yenilenebilir, çevreye olumsuz etkisi olmayan, biyolojik 

kaynaklı, CO2 ve sera gazlarının atmosferdeki miktarları üzerinde olumlu etkiye 

sahip, kanserojen etkisi olmayan, kullanım alanlarının yaygın ve geniĢ bir yelpazeye 

sahip olması istenmektedir.  

Etanol; petrol ve petrol ürünlerinden elde edilebileceği gibi çok çeĢitli 

biyokütlelerden ve niĢasta kaynaklarından da elde edilebilen, renksiz, yakıldığında 

temiz enerji açığa çıkan ve sıvı biyoyakıt sınıfında yer alan alternatif bir enerji 

kaynağıdır. Petrol ve biyokütleden elde edilen etanolün kimyasal formülü ve yapısı 

birbirinin aynı ve CH3–CH2–OH'dır. Aralarındaki fark, elde edilirken kullanılan yol 

ve hammaddedir. Etanol; petrol türevli hammaddelerden, doğalgaz ve kömürden 

petrokimyasal olarak etilenin hidrasyonu ile elde edilirken, biyoetanol; çok çeĢitli 

biyokütlelerden organizmaların fermantasyonu ile elde edilmektedir. 

Patates, mısır, buğday, Ģeker kamıĢı, Ģeker pancarı gibi niĢasta zengini bitkiler; 

biyoetanol üretiminde hammadde olarak kullanılmakla birlikte gıda endüstrisinde 

besin maddesi olarak da kullanılmaktadır. NiĢasta zengini bu bitkilerin, biyoetanol 

üretiminde hammadde olarak kullanımının sürekliliği gıda sektöründe büyük bir kriz 

yaratacağından, tarımsal atıklar, doğa rezidüleri ve endüstriyel gıda atıklarının amaca 

hizmet etmesi sorunu uzun vadede çözen bir yaklaĢım olacaktır. 

Biyokütlenin, alternatif enerji kaynağı olarak seçilmesinin nedenlerinden 

bazıları aĢağıda belirtilmiĢtir [Adıgüzel, 2011]. 

 

 TaĢıma sektöründe artan enerji ihtiyacı 

 Enerjide dıĢa bağımlılığı azaltmak 

 Fosil yakıtların yanması sonucu atmosferde biriken CO2 miktarının artması 

 Enerji kaynağı olarak kullandığımız fosil yakıtların tükenmesi 

 Ulusal enerji güvenliği 
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 Kaynak çeĢitliliği sağlama 

 Var olan kaynakların değerlendirilmesi 

 Çevre kirliliği ve iklim değiĢikliğinin engellenmesi 

 Tarımsal ekonominin geliĢtirilmesi 

 

Etanolün tarihteki yerine bakıldığında, 20. yüzyılın baĢlarında Henry FORD ve 

Nicholas OTTO tarafından üretilen içten yanmalı motorlarda ve yapılan ilk 

arabalarda kullanıldığı görülmektedir [Melikoğlu vd., 2010]. Popüler bir yakıt 

olmamasının sebebi ise o tarihlerde benzine göre çok daha maliyetli ve pahalı 

olmasıdır. Fakat günümüzde ihtiyaç duyulan alternatif enerji kaynaklarından en fazla 

üretilen biyoetanoldür [Öğüt, 2007]. 

Etanol, yüksek oktan ve düĢük setan sayısına, geniĢ yanma sınırına, yüksek 

yanma hızına, düĢük buhar basıncı ve benzinden daha yüksek buharlaĢma özısısına 

sahiptir. Yüksek basınç oranı ve kısa tutuĢma zamanı etanolün kimyasal yapısından 

kaynaklanan avantajlarındandır. Bununla birlikte etanolün enerji verimi, petrol ve 

türevi yakıtların enerji veriminden % 44 oranında daha azdır. Yine de sahip olduğu 

yüksek oksijen içeriği sayesinde, petrol ve petrol türevi yakıtlarla kıyaslandığında  

sera gazlarının salınımında kayda değer bir düĢüĢ görülmektedir [Balat et al., 2008]. 

Etanolün fiziksel ve kimyasal özellikleri Tablo 2.1'de, yakıt özellikleri Tablo 

2.2'de gösterilmektedir [Adıgüzel, 2011]. 
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Tablo 2.1: Etanolün fiziksel ve kimyasal özellikleri. 
 

Formül  C2H5OH 

Moleküler Ağırlık 46.1 

Karbon ( w/t ) % 52.1 

Hidrojen ( w/t ) % 13.1 

Oksijen ( w/t ) % 34.7 

Karbon / Hidrojen Oranı 4 

Steiometrik ( hava / EtOH ) 9 

Özgül Ağırlık 0.79 kg/dm
3
 

Buhar Basıncı  50 mm Hg 

Kaynama Sıcaklığı  78.5 °C 

Dielektrik Katsayısı 24.3 

Suda Çözünme ∞ 

 

 

Tablo 2.2: Etanolün yakıt özellikleri. 

 

Setan Numarası 8 

Oktan Numarası 107 

Kendiliğinden AteĢleme Sıcaklığı (K) 606 

Latent BuharlaĢma Öz Isısı (mj/Kg) 0,91 

Alt Isı Değeri 26 

 

 

Petrol ve türevi fosil yakıtların yerine tercih edilen biyoetanolün sağladığı 

avantajlar aĢağıda özetlenmiĢtir [Adıgüzel, 2011], [Acaroğlu, 2008]. 

 

 Yerli, yenilenebilir bir yakıt kaynağıdır. 

 Fosil kökenli yakıtlara olan bağımlılığı azaltır. 

 Temiz bir yakıt kaynağıdır ve düĢük maliyeti ile yakıtın oktan sayısını arttırır. 

 Üretimi ve muhafaza edilmesi kolay, küçük modifikasyonlar ile bütün 

araçlarda kullanılabilir bir yakıttır. 

 Sera gazı emisyonlarını azaltır. Biyoyakıtlar fosil yakıtlardan % 40-80 daha az 

sera gazı yayar. 
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 Ekosistem dengesini korumaya yardımcıdır. Asit yağmurlarını, su kirliliğini, 

atık oluĢumunu azaltır. 

 Tarımsal alanda yeni istihdam sağlar. 

 Net ve pozitif enerji dengesini yakalar. 

 Biyoteknoloji avantajlarını geliĢtirme imkanına sahiptir. 

 Egzoz emisyonlarını azaltır ve doğaya zarar vermeden çözünür. 

 Kanserojen etkiye sahip benzen ve bütadin emisyonlarını yarı yarıya azaltır. 

 Partikül madde emisyonunda büyük oranda düĢüĢ sağlar. 

 

Biyoetanol yakıt olarak; doğrudan yada belirli oranlarda  benzinle karıĢtırılarak 

kullanılmaktadır. Biyoetanolün sahip olduğu yüksek oktan sayısı, yüksek alevlenme 

hızı ve yüksek buharlaĢma ısısı sayesinde; içten yanmalı motorlarda benzin ile 

karıĢtırılarak kullanıldığında yakıtın kısa sürede yanmasını sağlayarak, benzine göre 

daha yüksek bir verim ve performans göstermektedir. Etanol % 35 oksijen içeriğine 

sahip olduğundan benzine kıyasla, yanmak için daha az havaya ihtiyaç duymaktadır 

[Melikoğlu vd., 2011].  

Biyoetanol; niĢasta ve selüloz içeren gıda iĢleme atıklarından üretilebilir ve 

benzinle belirli oranlarda karıĢtırılarak çevre dostu bir yakıt haline getirilerek 

kullanılmaktadır. Biyoetanol % 2 ile % 85 oranına kadar benzin ile 

karıĢtırılabilmektedir.  En yaygın kullanımları E10 ve E85 olarak bilinmektedir. E10, 

% 10 biyoetanol % 90 benzin içerir. E85, % 85 biyoetanol % 15 benzin içermektedir. 

Tablo 2.3'te yakıt olarak kullanılan biyoetanol ve benzin karıĢımlarının oranları 

belirtilmiĢtir. Biyoetanol yakıtlarda oktan artırmak amacı ile kullanılan benzen, metil 

tersiyer bütil eter (MTBE) gibi kanserojen maddelerin çevreci alternatifidir. 

 

Tablo 2.3: Biyoetanol-Benzin karıĢımları. 

 

E85 % 85 biyoetanol % 15 benzin 

E10 % 10 biyoetanol % 90 benzin 

E5 % 5 biyoetanol % 95 benzin 

E2 % 2 biyoetanol % 98 benzin 
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2.1.1. Dünya'da Biyoetanol 

 

Dünya'da ihtiyaç duyulan enerji talebini karĢılayan enerji kaynaklarının 

tükenmesi ile yeni ve alternatif enerji kaynaklarının araĢtırılması oldukça gündemde 

olan bir araĢtırma alanıdır. Dünya'da enerji ihtiyacının büyük kısmı petrol, kömür, 

doğal gaz gibi fosil yakıtlar kullanılarak karĢılanmaktadır.  

2011 yılında Dünya genelinde kullanılan toplam birincil enerji miktarı 12274.6 

milyon ton eĢdeğer petrol (Mtep) olarak belirtilmiĢtir. Enerji kaynaklarının yüzdeleri; 

% 33.1 petrol, % 30.3 kömür, % 23.7 doğal gaz, % 6.4 hidrolik, % 4.9 nükleer ve % 

1.6 yeni alternatif enerji kaynakları Ģeklindedir [Koç vd., 2013] . 

Fosil kaynakların Dünya'daki durumuna bakıldığında; petrolün 225.4 milyar 

ton, doğal gazın 208.4 trilyon m
3
, kömürün 860.94 milyar ton Dünya rezervine sahip 

olduğu görülmüĢtür. Dünya rezervlerinin kullanılabilme süreleri ise petrolün 54 yıl, 

doğal gazın 64 yıl ve kömürün 112 yıldır. Fosil yakıtların tüketim payı; % 38 petrol, 

% 27.2 doğal gaz ve %34.8 kömürdür [Koç vd., 2013]. 

Almanya Dünya Nüfus Vakfının raporlarına göre, 1.01.2014 tarihinden itibaren 

Dünya nüfusu 7.2 milyardır. 50 yıl sonra Dünya nüfusunun 10.7 milyar olacağı 

tahmin edilmektedir. Yeryüzünde kullanılan enerjinin 12274.6 Mtep olduğu ve 

büyük bir kısmının fosil yakıt enerjisinden sağlandığı gerçeği alternatif enerji 

kaynaklarının gelecekte yaĢamın devamı için ne kadar önem taĢıdığını 

göstermektedir. 

Artan Dünya nüfusu ile paralel Ģekilde büyüyen enerji ihtiyaçlarını karĢılamak 

için yeni ve alternatif enerjiye duyulan gereklilik bu veriler ıĢığında oldukça net bir 

Ģekilde gözler önüne serilmiĢtir. 

Dünya'da enerji ihtiyacının % 80'i fosil yakıtlardan sağlanmaktadır [Guo et al., 

2010]. Tüm dünyada iklim değiĢiklikleri ve küresel ısınmaya sebep olan sera 

gazlarının artıĢından sorumlu fosil yakıtların kullanımı, aynı zamanda doğal 

kaynakların hızla tükenmesine neden olmaktadır. Uluslararası Enerji Ajansı'nın 

verilerine göre; 2000 ve 2030 yılları arasında fosil yakıtların enerji üretiminde ki 

payı % 85, yenilenebilir enerjinin payı ise % 15 oranında olacaktır. Fosil yakıtların % 

60'ı petrol ve doğal gazdan elde edilmektedir. 

Dünyada 2006 yılında üretilen toplam biyoetanol miktarı 51.056 milyar 

litredir. Üretilen toplam biyoetanol miktarının 18.376 milyar litresi ABD'de , 16.998 
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milyar litresi Brezilya'da üretilmiĢtir. 2005 yılında ise üretilen toplam biyoetanol 

miktarı 45.988 milyar litredir. Üretilen toplam biyoetanol miktarının 16.139 milyar 

litresi ABD'de , 15.999 milyar litresi Brezilya'da üretilmiĢtir [Sanchez et al., 2008].  

Amerika birleĢik devletleri (ABD) ve Avrupa ülkeleri biyoetanol üretiminde 

Brezilya ile ilk sıralarda yer almaktadır. Biyoetanol üretiminde önde gelen ülkelerde 

ve tüm dünyada üretilen biyoetanol miktarları ve ihtiyaç duyulan biyoetanol 

miktarları yıllara göre Tablo 2.4 ve Tablo 2.5'te gösterilmiĢtir [Acaroğlu., 2008]. 

 

Tablo 2.4: Bazı ülkelerin yıllara göre etanol üretim miktarları (milyar litre). 

 

 

Tablo 2.5: Bazı ülkelerin yıllara göre etanol ihtiyacı (milyar litre) . 

 

Ülke 2003 2005 2010 

Brezilya 12.869 14.004 17.411 

ABD 10.598 13.247 18.925 

AB 0.378 0.757 1.514 

Kanada 1.514 4.920 12.869 

Japonya 0.757 1.892 7.191 

Diğerleri 1.514 1.514 2.271 

Toplam 27.630 36.336 60.181 

 

 

2011 yılına geldiğimizde Dünya genelinde üretilen toplam etanol miktarı 86.1 

milyar litredir. ABD, 54.2 milyar litre ile 2011 yılının en yüksek etanol üretimi 

yapan ülkesidir. 21 milyar litre etanol üretimi ile ABD'yi Brezilya takip etmektedir. 

Tablo 2.6'da 2011 yılında etanol üretimi yapan bazı ülkelerdeki  etanol üretim 

miktarları belirtilmiĢtir [Koç vd., 2013]. 

 

 

Ülke 2003 2005 

Brezilya 14.383 15.897 

ABD 10.598 13.247 

AB 1.892 3.785 
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Tablo 2.6: Dünyada 2011 yılındaki etanol üretimi. 
 

Ülke Etanol ( milyar litre) 

ABD 54.2 

Brezilya 21.0 

Almanya 0.8 

Arjantin 0.2 

Fransa 1.1 

Çin 2.1 

Kanada 1.8 

Dünya 86.1 

 

 
Biyoetanol üretiminde ilk sıralarda yer alan Brezilya 495 milyar ton Ģeker 

kamıĢı üretim kapasitesine ulaĢmıĢtır ve üretimin % 80'i güney bölgelerinde, kalanı 

ise ülkenin geneline yayılmıĢ durumdadır. Brezilya'da elde edilen yıllık Ģeker kamıĢı 

küspesi 186 milyon tondur. 1 milyar litre etanol üretebilmek için 5 milyon ton kuru 

biyokütle kullanılmaktadır [Soccol et al.,2010]. 

Dünya ülkeleri biyoetanol üretiminde farklı hammaddeleri tercih etmektedirler. 

Bunun sebebi ülkelerin sahip oldukları iklim ve toprak  koĢullarının farklı olmasıdır. 

ABD biyoetanol üretiminde yüksek oranda mısırı hammadde kaynağı olarak 

kullanırken, Brezilya Ģeker kamıĢını ve Fransa buğdayı kullanmayı tercih etmektedir. 

Ülkemizde ise biyoetanol üretimi Ģeker pancarı kullanılarak gerçekleĢtirilmektedir. 

 

2.1.2. Türkiye'de Biyoetanol    

 

 Türkiye, 05.02.2009 tarihinde resmi olarak Kyoto Protokolüne katılmıĢtır. 

Kyoto Protokolünün uygulanmasını istediği politika ve önlemler aĢağıda 

belirtilmiĢtir [Özmen, 2009]. 

 

 Enerji verimliliğinin arttırılması 

 Yenilenebilir enerjinin geliĢtirilmesi 

 Sürdürülebilir tarımın desteklenmesi 

 Metan emisyonlarının geri kazanılması 

 Sera etkisi yaratan zararlı gazların emisyonlarının (CO2, NO gibi) azaltılması 
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 Orman ve bitki örtüsü gibi sera gazı yutaklarının korunması ve 

yaygınlaĢtırılması 

 

Avrupa Birliği'ne aday ülkeler içerisinde yer alan ülkemiz, Avrupa 

Komisyonunun EC-2003/30 sayılı kararına göre 2020 yılına kadar taĢımacılık 

sektöründe kullanılan yakıtların % 5.75'ini yenilenebilir kaynaklardan elde etmek 

zorundadır. Türkiye’de buğday hasadının % 4 ve 7'lik kısımları kullanılarak E5 ve 

E10 üretimi gerçekleĢtirilebilmektedir [Melikoğlu vd., 2011]. 

Ülkemizde Enerji Piyasası Düzenleme Kurulunun (EPDK) 19 Eylül 2011 

tarihinde aldığı bir karar ile 2013 yılından itibaren, akaryakıta her yıl artan oranlarda, 

yerli tarım ürünlerinden elde edilen etanol ve biyodizel katılması zorunlu hale 

getirilmektedir (5015 sayılı Petrol Piyasası Kanunu, EPDK, 2011). Bu oran 

biyoetanol için 1 Ocak 2013’de % 2, 1 Ocak 2014 tarihinde ise % 3 olarak 

belirlenmiĢtir. Piyasaya akaryakıt olarak arz edilen motorin türlerinin, yerli tarım 

ürünlerinden üretilmiĢ yağ asidi metil esteri içeriğinin 1 Ocak 2014 tarihi itibariyle 

en az % 1, 1 Ocak 2015 tarihi itibariyle en az % 2, 1 Ocak 2016 tarihi itibariyle en az 

% 3 olması zorunluluğu getirilmiĢtir.  

Türkiye'de 2008 yılında üretilen etanol miktarı 150.000 tondur. Yasal 

düzenlemeler sebebiyle ancak 40.000 tonu kullanılabilmektedir. Ülkemiz 8 milyon 

dekarlık bir alanda Ģeker pancarı yetiĢtirebilme kapasitesine sahip iken bu alanın 

yalnızca 3.5 milyon dekar alanı Ģeker pancarı üretimi için kullanılmaktadır. Besin 

değerine sahip ham maddelerden üretilen biyoetanol miktarları ve verimleri 

kıyaslandığında Ģeker pancarının en verimli biyoetanol üretim ham maddesi olduğu 

görülmüĢtür [Acaroğlu, 2008]. Besin değerine sahip ham madde kaynaklarının 

kullanımı uzun vadede bir çözüm olmamakla beraber, biyoetanol üretimine henüz 

baĢlayan bir ülke için ideal bir seçimdir. Bununla birlikte uzun vadede alternatif 

enerji kaynaklarının yenilenebilir olma özelliğine sahip olması için araĢtırmaların ve 

deneysel çalıĢmaların sürmesi gerekmektedir. 

Türkiye’de biyoetanol üreten fabrikaların kullandığı hammadde ve kapasiteleri 

Tablo 2.7'de gösterilmiĢtir [Karaosmanoğlu, 2008]. 
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Tablo 2.7: Türkiye’de biyoetanol üretimi. 

 

Fabrika Hammadde 
Üretim Kapasitesi 

(milyon lt/yıl) 

Çumra ġeker Fabrikası ġeker Pancarı 21.0 

TARKĠM (Bursa) Mısır-Buğday 40.0 

TEZKĠM (Adana) Mısır-Buğday 20.0 

EskiĢehir Alkol Fabrikası ġeker Pancarı 21.0 

Turhal Alkol Fabrikası ġeker Pancarı 14.0 

Malatya Alkol Fabrikası ġeker Pancarı 12.5 

Erzurum Alkol Fabrikası ġeker Pancarı 12.5 

 

Ülkemizde aktif olarak biyoetanol sektöründe üretim yapan üç üretim tesisi; 

Çumra ġeker Fabrikası, TARKĠM ve TEZKĠM bulunmaktadır ve üretim kapasiteleri 

149.5 milyon litredir. Ülkemizde kurulu biyoetanol üretim kapasitesi benzin 

tüketimimizin % 7'sini karĢılayabilmektedir. Fakat pazarda yer alan biyoetanol 

benzin tüketimimizin % 1'inin altındadır [Koç vd., 2013].  

Türkiye'de üretilen biyoetanolün büyük bir kısmı, ham madde  olarak Ģeker 

pancarını kullanılmaktadır. ġeker pancarından farklı olarak, tarımsal ve endüstriyel 

atıkların biyoetanol üretiminde ham madde olarak kullanımının artırılması 

gerekmektedir. ġeker ve alkol fabrikalarının yanı sıra, karbonhidrat, niĢasta ve 

selüloz içeren hammaddeleri kaynak olarak kullanan tüm iĢletmelerin; iĢleme 

prosesinde ve iĢleme sonunda elde edilen atıklarını biyoetanol üretiminde 

kullanılmak üzere değerlendirmesi biyoetanol üretim miktarının artıĢına önemli 

ölçüde katkı sağlamaktadır. 

 

2.1.3.Biyoetanol Üretiminde Kullanılabilen Hammaddeler 

 

Yapısında Ģeker bulunduran her türlü biyolojik kaynak, ön iĢlem 

uygulanmadan yada uygulanarak biyoetanol üretiminde kullanılabilmektedir. 

Biyoetanol üretimi; mikroorganizmaların fermantasyon yetenekleri kullanılarak 

gerçekleĢtirilir. Mikroorganizmalar farklı Ģekerleri metabolize etme yeteneğine 

sahiptir. Mikroorganizmaların fermantasyon için kullanabildiği substratlar farklı 

olduğundan, biyoetanol üretiminde kullanılabilecek hammadde kaynakları oldukça 
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çeĢitlidir. Bu çeĢitlilik beraberinde, hammadde  kaynaklarının tükenme sorununa 

doğal bir çözüm oluĢturmaktadır. 

 Biyoetanol üretiminde kullanılan hammaddeler; disakkarit Ģeker içeren 

hammaddeler, niĢasta içeren hammaddeler ve lignoselülozik materyaller olmak üzere 

3 gruba ayrılır.  

ġeker kamıĢı, Ģeker pancarı, meyve Ģekerleri, melas, peynir altı suyu gibi 

disakkarit Ģekerlerin kullanıldığı fermantasyon ortamları, en çok kullanılan 

hammadde kaynaklarını oluĢturmaktadır. Disakkarit Ģekerler; mikroorganizmalar 

tarafından direk fermente edilebildikleri gibi, maliyeti yüksek olmayan ön iĢlem 

uygulanarak da fermente edilebilirler. ġeker pancarından Ģeker üretim prosesinde 

atık olarak elde edilen melas, direk olarak fermente olabilmektedir. Üretim atığı 

olarak elde edilen melasın kullanımı sonucu, melas karbon döngüsüne kazandırılmıĢ 

olmaktadır. Ülkemizde üretilen biyoetanolün büyük çoğunluğu melastan elde 

edilmektedir. Bir baĢka üretim proses atığı olan peynir altı suyu, iĢlenmeden doğaya 

bırakılması oldukça tehlikeli olan, disakkarit Ģeker olan laktozu içeren hammadde 

kaynağıdır. Laktoz metabolizmasına sahip mikroorganizmalar tarafından fermente 

edilmekte ve biyoetanol üretimi gerçekleĢtirilmektedir.  

Mısır, patates, manyok, tatlı patates, pirinç, buğday, arpa, çavdar biyoetanol 

üretim potansiyeli yüksek ve günümüz dünyasında biyoetanol üretimi için kullanılan 

niĢasta içeren hammadde kaynaklarındandır [Melikoğlu vd., 2011]. NiĢasta bitkilerde 

bulunan yapısal bir polisakkarittir. Yapısında; glukoz monomerlerinin α-1,4 

bağlarıyla uç uça eklenmesiyle oluĢan amiloz ve glukoz monomerlerinin α-1,6 

bağlarıyla her 24-30 glukoz monomerinde dallanma yaparak bağlanmasıyla oluĢan 

amilopektin mevcuttur. Sahip olduğu bu kompleks yapıdan dolayı niĢasta 

mikroorganizmalar tarafından direkt olarak fermente edilememektedir. 

Fermantasyondan önce, fermente edilebilen Ģekerleri elde etmek için hidroliz 

iĢlemine gerek duyulmaktadır. Hidroliz iĢlemi enzim yada asit kullanılarak farklı 

metotlarla gerçekleĢtirilebilmektedir. Enzim kullanarak gerçekleĢtirilen hidroliz 

iĢleminin maliyeti oldukça yüksektir. Asit hidrolizi metodu enzim kullanımına göre 

çok daha az maliyetli bir yöntemdir. Asit hidrolizi metotlarının dezavantajı ise asit 

hidroliz iĢlemleri sonucunda fermantasyon inhibitörlerinin oluĢumudur [Martin et al., 

2007].   

Asit hidroliz yöntemi sahip olduğu bu dezavantaja rağmen maliyeti düĢük 

olduğundan ve endüstriyel atıkların etanol üretim potansiyellerini değerlendirmek 
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amacıyla kullanıma uygun bir yöntemdir. Asit hidrolizinde genellikle HCl ve H2SO4 

kullanılmaktadır. Asit hidroliz iĢlemi, yüksek sıcaklık ve basınç varlığında 

gerçekleĢtirildiğinde hammaddenin monomerlerine ayrıĢma oranını yükseltmekte ve 

daha etkili sonuçlar elde edilmektedir. Seçilen hammaddeye uygulanacak asidin 

çeĢidi, sıcaklığın derecesi ve basınç hammaddenin monomerlerine ayrıĢma derecesini 

doğrudan etkilemektedir. Hammadde içeriğinde bulunan niĢastanın parçalanmasını 

sağlamak ve kullanılabilir indirgen Ģeker elde edebilmek için, seçilen hammaddeye 

özel asit hidroliz koĢulları belirlenmelidir. Onsoy ve ark. (2007) tarafından 

gerçekleĢtirilen bir çalıĢmada; yer elmasının asit hidrolizi ve enzimatik hidrolizi 

sonucu elde edilen hidrolizatların etanol üretim kapasiteleri karĢılaĢtırılmıĢtır. Asit 

hidrolizi H2SO4 ile 60°C, 80°C ve 100°C olmak üzere 3 farklı sıcaklıkta çalıĢılmıĢtır. 

Asit hidrolizi ve enzimatik hidroliz koĢulları karĢılaĢtırıldığında; en yüksek indirgen 

Ģeker miktarı 80°C'de H2SO4 varlığında elde edilmiĢtir. Elde edilen Ģeker miktarıyla 

doğru orantılı olarak Zymomonas mobilis ile üretilen en yüksek etanol verimi de 

80°C'de H2SO4 varlığında elde edilmiĢtir [Onsoy et al., 2007]. 

Yapılan baĢka bir çalıĢmada; tarım sanayinden elde  edilen atıkların 

seyreltilmiĢ % 2’lik H2SO4 ile 1/10 oranında karıĢtırılması, 120°C’de 20, 40 ve 60 

dakikalık inkübasyonları sonucu elde edilen Ģeker miktarları ve fermantasyon 

inhibitörleri karĢılaĢtırılmıĢtır [Martin et al., 2007]. Bu çalıĢmada farklı hammadde 

kaynaklarından alınan en yüksek verim sonuçları farklı sürelerde elde edilmiĢtir. 

Böylece hidroliz optimizasyonu gerçekleĢtirilmekte ve yüksek kapasitede etanol 

üretimi sağlanmaktadır. 

Asit hidrolizi bazı hammadde kaynakları için tek baĢına yeterli olsa da 

enzimatik hidroliz ile devam eden hidroliz prosesleri de gerçekleĢtirilmektedir ve bu 

yolla daha yüksek verimli bir monomer ayrıĢması sağlamak mümkün olmaktadır 

[Bondesson et al., 2013]. 

Fermantasyon yeteneği olan mikroorganizmalar, hidrolize edilmiĢ hammadde 

kaynağını besin olarak kullanmakta ve metabolit üretimini gerçekleĢtirebilmektedir. 

NiĢasta kaynağı hammaddelerin tamamının gıda iĢleme prosesinden geçmesi sonucu 

oluĢan, niĢastaca zengin gıda iĢleme atıkları biyoetanol üretimi için kullanılabilir 

potansiyel üründür. NiĢasta kaynağı üretim proses atığı olan patates iĢleme atık suyu 

çeĢitli hidroliz iĢlemlerine tabi tutularak, fermente edilen Ģekerlere  dönüĢtürülür ve 

mikroorganizmalar tarafından biyoetanol üretimi için kullanılmaktadır. 
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Lignoselülozik materyaller oldukça geniĢ çerçeveli, yaĢamın kendisiyle var 

olan ve var olmaya devam edecek olan hammadde kaynaklarıdır. Günümüzde en 

yaygın kullanıma sahip biyoetanol üretim kaynakları Ģeker kamıĢı, niĢasta ve mısır 

olmasına rağmen bu kaynakların azalması ile biyoetanol üretimi lignoselülozik 

materyallerden kaynak bulacaktır [Gray et al., 2006]. Lignoselülozik materyaller; 

besin değeri olmayan, yapısında selüloz, hemiselüloz ve lignin bulunduran enerji 

krizine çözüm olabilecek bir kaynaktır. Selüloz; glukoz monomerlerinin β-1,4 

glukozit bağları ile bağlanması sonucu oluĢan biyolojik saldırılara oldukça dirençli 

bir yapısal polisakkarittir. Hemiselülozun yapısına bakıldığında; sahip olduğu ksilan 

omurgasına mannoz, arabinoz, galaktoz gibi çeĢitli Ģekerlerin β-1,4 glukozit bağları 

ile bağlanması sonucu oluĢtuğu görülmektedir. Asitler ile kolayca hidrolize olabilen  

hemiselülozun, sahip olduğu ksilan omurgasına bağlanan Ģekerler, bitkilerin 

sınıflandırılmasında kullanılmaktadır. Lignin ise hemiselüloza ester bağlarıyla ferulik 

asitin bağlanmasıyla oluĢan ve bitki hücre duvarına dayanıklılık kazandıran yapıdır.  

Tablo 2.8'de etanol üretiminde kullanılan hammadde kaynakları ve hidroliz 

ürünleri belirtilmiĢtir [Web 1, 2014]. 

 

Tablo 2.8: Hammadde kaynakları ve hidroliz ürünleri. 
 

Karbonhidrat türevi Hammadde Hidroliz ürünleri 

Selüloz Tarımsal atıklar Glukoz 

 ġehirsel atıklar Mannoz 

 Odun Galaktoz 

 Odun atıkları Arabinoz - Ksiloz 

Laktoz Peynir altı suyu Galaktoz - Glukoz 

NiĢasta Kasava Glukoz 

 Mısır Maltoz 

 Patates Dekstrin 

Sakkaroz ġeker pancarı Glukoz 

 ġeker kamıĢı Fruktoz 

 

 

Lignoselülozik materyallerde genel kuru ağırlık profili; selüloz % 40 ve 60, 

hemiselüloz % 20 ve 40, lignin % 10 ve 25, ekstrakt ve mineral bileĢenleri % 10 

olacak Ģekildedir [Adıgüzel, 2011]. 
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Lignoselülozik materyaller; saman, ağaç kabukları, ot, zirai atıklar, orman 

atıkları, kentsel katı atıklar, evsel atıklar, bitkisel atıklar ve endüstriyel atıklardan 

oluĢmaktadır. 

Tüm Dünya'da her yıl tonlarca lignoselülozik materyal üretilmektedir. ABD 

Tarım ve Enerji Bakanlığı'nın 2005 yılı verilerine göre; orman kaynaklı 368 milyon 

ton , tarım kaynaklı 933 milyon ton lignoselülozik biyokütle üretimi 

gerçekleĢmektedir. ABD bu rakamlarla birinci sırada yer alırken, Kanada ikinci 

sırada yer almaktadır. Kanada'da yıllık olarak üretilen toplam lignoselülozik 

biyokütle 200 milyon ton, bu oran Çin'de 1 milyon ton, Hindistan'da ise 0.2 milyon 

tondur [Zhang, 2008]. 

Günümüzde lignoselülozik materyaller ile biyoetanol üretimi optimize 

edilememiĢtir. Gelecekte enerji ihtiyacını karĢılamak için oldukça kıymet kazanacak 

ve teknolojinin ilerlemesine paralel olarak kimyasallar ve yakıtların biyokütleden 

üretimi uygun maliyetle gerçekleĢtirilecektir. GeliĢen teknoloji ile düĢük maliyetli 

termokimyasal ön iĢlem, yüksek etkili selülaz ve hemiselülaz, etkili ve dirençli 

fermantatif mikroorganizmaların kullanımı mümkün kılınacaktır [Gray et al., 2008]. 

Biyoetanol üretiminde kullanılan kaynaklardan 1 litre etanol üretimi için 

gerekli olan hammaddelerin maliyet karĢılaĢtırması yapıldığında, en yüksek verimli 

maliyete sahip olan hammaddeler mısır ve Ģekerpancarıdır. Tablo 2.8'de yoğun 

olarak kullanılan hammaddelerin  litredeki maliyeti ve hammadde miktarı 

belirtilmiĢtir [Koçtürk vd., 2013]. 

 

Tablo 2.9: Hammaddelerin 1 litre etanol üretimi için gerekli miktarları ve maliyetleri. 

 

Hammadde Hammadde miktarı (kg) Hammadde maliyeti (tl) 

ġeker pancarı 10 1.10 

Buğday 3 1.74 

Arpa 4 2.16 

Mısır 3 1.32 

Patates 10 2.10 

 

Dünya genelinde çeĢitli tahıllardan biyoetanol üretim potansiyeli 

değerlendirildiğinde, en yüksek verimin mısırdan elde edildiği görülmüĢtür. 1 ton 
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mısırdan 360 litre biyoetanol üretimi gerçekleĢtirilebilir. Tablo 2.9'da çeĢitli 

tahılların biyoetanol üretme potansiyelleri belirtilmiĢtir [Melikoğlu vd., 2011]. 

 

Tablo 2.10: ÇeĢitli tahılların biyoetanol üretim potansiyelleri. 

 

Hammadde Biyoetanol üretim potansiyeli (litre/ton) 

Arpa 250 

Mısır 360 

Patates 110 

ġeker pancarı 110 

Buğday 340 

 

 

2.1.4. Biyoetanol Üretimi 

 

Biyoetanol üretimi; fermantasyon, etilen hidrasyonu ve asetaldehitin 

indirgenmesi olmak üzere 3 farklı yoldan elde edilebilir.  

Petrol ürünü olan etilenin hidrasyonu ile etanol üretimi endüstriyel üretimde 

kullanılmaktadır fakat oluĢan yan ürünlerin insan sağlığına zarar verdiği 

bilinmektedir. AĢağıda etilenin hidrasyonu ile etanol üretim reaksiyonu 

görülmektedir. 

 

CH2 = CH2 + H2O  CH3CH2O                                  (2.1)  

 

Asetaldehitin hidrojenlenerek etanol üretimi, nikel katalizörlüğünde 100
0
C - 

130
0
C arasında gerçekleĢtirilir. AĢağıda asetilenden elde edilen asetaldehitin 

hidrojenlenerek etanol üretim reaksiyonu görülmektedir. 

 

CH3CHO + 2H  CH3CH2OH                                  (2.2) 

 

En çok tercih edilen etanol üretim prosesi fermantasyondur. Fermantasyon, 

bakteri ve mayaların Ģekerleri kullanarak enerji elde etme yöntemidir. Bu reaksiyon 

gerçekleĢirken oluĢan ürünlerden biri etanoldür. AĢağıda basit bir etil alkol 

fermantasyon denklemi görülmektedir. 
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C6H12O6  2C2H5OH + 2CO2 + 2 ATP                             (2.3) 

 

Fermantasyon; 18. yüzyılın sonlarında Lavosier'in, Ģekerin anaerob koĢullarda 

mikroorganizmalar tarafından parçalanması sonucu etanol ve karbondioksit 

oluĢtuğunu gözlemlemesi ile keĢfedilmiĢtir. 1815 yılında Gay ve Lussac 

fermantasyon denklemini çözümlemiĢtir.  

Fermantasyon ile biyoetanol üretim basamakları; 

 

 Kullanılacak organizmanın üremesi ve büyümesi için uygun besiyeri içeriğinin 

belirlenmesi 

 Fermantasyonda kullanılacak materyallerin ve besiyeri bileĢiminin 

sterilizasyonunun sağlanması 

 Yeterli miktarda aktif ve saf kültürün besiyeri bileĢimine inokülasyonu 

 Seçilen organizmanın büyüme, geliĢme ve ürün oluĢturması için uygun ortam 

koĢullarının sağlanması 

 Fermantasyon için gerekli olan süre ve koĢulda inkübasyonun 

gerçekleĢtirilmesi 

 OluĢan ürünlerin ortamdan ayrılması ve saflaĢtırılması Ģeklindedir [Stanbury et 

al., 1995]. 
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Biyoetanolün üretim prosesi ġekil 2.1'de özetlenmiĢtir [DemirbaĢ, 2009]. 

 

 
 

ġekil 2.1:Biyoetanol üretim prosesi. 

 

Fermantasyon koĢulları seçilen mikroorganizmaya ve hammadde kaynağına 

göre farklılık göstermektedir. Fermantasyon prosesi, seçilen mikroorganizmanın en 

etkili Ģekilde ve en kısa sürede kullanabildiği hammadde  seçilerek optimize 

edilmelidir. Mikroorganizmanın büyüme ve geliĢmesi için uygun bir besiyeri ortamı; 

 

 Mikroorganizmanın yapısında bulunan C, N, H, O gibi elementler 

 Mikroorganizmanın yaĢamsal fonksiyonlarında yer alan reaksiyonların 

gerçekleĢmesi için gerekli olan Mg, S, P, K gibi elementler 

 Mikroorganizmaların yaĢamsal fonksiyonlarında yer alan enzim aktivitelerinde 

görevli vitaminler 

 Mikroorganizmaların çoğalmak için ihtiyaç duyduğu Fe, Zn, Cu, Mn, B gibi 

eser elementler içermelidir [Stanbury et al., 1995]. 

 

Canlıların enerji elde etmek için gerçekleĢtirdikleri solunum reaksiyonlarında 

ortak olan metabolik döngü glikolizdir. Fermantasyon reaksiyonunun ilk aĢaması 

olan glikoliz de, glukoz 2 pürivata kadar parçalanır ve 2 net ATP üretilir. Pürivat  
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enzimler aracılığıyla asetaldehite parçalanırken CO2 açığa çıkar. Asetaldehitin 

hidrojenlenmesi sonucu etanol oluĢmaktadır. ġekil 2.2'de glukozun glikoliz döngüsü 

ile etanole dönüĢüm mekanizması gösterilmiĢtir [Yiğitoğlu vd., 2012]. 

 

 
 

ġekil 2.2: Glukozun glikoliz döngüsü ile etanole dönüĢüm mekanizması. 

 

Mikroorganizmalardan etanol üretiminde kesikli, yarı-kesikli ve sürekli olmak 

üzere 3 farklı fermantasyon yöntemi kullanılmaktadır. Kesikli fermantasyonda; 

fermantöre besiyeri aktarılır ve seçilen  mikroorganizmaların inokülasyonu 

gerçekleĢtirilir. Uygun Ģartlarda fermantasyon gerçekleĢtirilir ve fermantasyon 

tamamlandığında fermantör boĢaltılır, temizlenir ve yeni bir fermantasyon iĢlemi için 

steril edilir. Kesikli fermantasyonda mikroorganizmaların geliĢimi; lag fazı, log fazı, 

duraklama fazı ve ölüm fazı basamaklarından oluĢmaktadır. Yarı kesikli 

fermantasyonda; fermantasyon ortamına yavaĢ yavaĢ taze besiyeri ilave edilerek 

oluĢan ürünler belirli aralıklarla fermantörden alınmaktadır. Sürekli fermantasyonda 

ise kültür koĢulları ve substrat konsantrasyonu sabit tutularak, mikroorganizmanın 

sürekli olarak logaritmik fazda bulunması amaçlanmaktadır. Kısa aralıklarla 

mikroorganizmanın yeni bir besiyerine aktarılması ve diğer taraftan da aynı miktarda 

mikroorganizma süspansiyonunun alınması ile bu koĢullar sağlanmaktadır. 

Fermantasyon süresinin sonunda elde edilen ürünün ayrıĢtırılması 

gerekmektedir. Kültür içerisinden % 10 ve 12 oranında etanol elde edilmesi 

hedeflenir [Web 2, 2014]. Etanol kültürden, distilasyon yöntemi ile 



 

21 

 

ayrıĢtırılmaktadır. Distilasyon; birbiri içerisinde dağılmıĢ iki yada daha fazla 

maddenin ısıtma ve soğutma yoluyla sıvı yada buhar karıĢımlarının saflaĢtırılması 

iĢlemidir. Distilasyon sonrasında % 95 ve 96 oranında saflaĢtırılmıĢ etanol elde 

edilir. Safsızlığı artırmak için moleküler elek teknolojisi kullanılarak saflaĢtırma 

oranı % 99.80'e kadar yükseltmek mümkündür. 

 

2.1.5.Biyoetanolün Kullanım Alanları 

 

Biyoetanol, tıptan ulaĢım sektörüne kadar oldukça geniĢ yelpazesi olan bir 

kullanım alanına sahiptir. UlaĢtırma sektöründe; benzin ile karıĢtırılarak, dizel 

motorlarda katkı maddesi olarak, hibrit ve yakıt araçlarda, tarım makinelerinde 

kullanılmaktadır. Tıp alanında sterilizasyon amaçlı kullanımı söz konusudur. 

Kojenerasyon ünitelerinde; fosil yakıtlı tesislerdeki NO emisyonlarının azaltılması, 

CO2 ticareti, buhar enjeksiyonlu gaz tribünleri, kombine çevrili güç santralleri, dizel 

güç jeneratörleri, küçük kojenerasyon sistemleri, suyun tuzluluğunun giderimi için 

kullanımı gerçekleĢtirilmektedir. Küçük ev aletlerinde; fırınlarda, aydınlatma 

sektöründe, ısıtma ve soğutma aygıtlarında, besinlerin muhafaza edilmesinde 

kullanılmaktadır. Bir diğer kullanım alanı olan kimyasal ürün sektöründe; etilen, 

hidrojen, glikol eter, etil akrilat, asetik asit, asetaldehit, etil eter, etil klorür ve etil 

asetat üretiminde kullanılmaktadır [Web 2, 2014]. 

Biyoetanolün bir diğer kullanım Ģekli, sentetik olarak üretilen ETBE (etil-

tersiyer-butil-eter) maddesine katılarak kullanılmaktadır. ETBE, akaryakıtın oktan 

sayısını yükseltmekte, yanmayı iyileĢtirmektedir. ETBE, çevre kirletici ve karsinojen 

etkili olduğu bilinen MTBE (metil-tersiyer-butil-eter) maddesinin yerine alternatif 

olarak  kullanılmaktadır. ETBE’nin % 45’ini biyoetanol oluĢturmaktadır.  

Biyoetanol; alkol üretim sanayinde, kozmetik sektöründe, ilaç sanayinde, 

patlayıcı madde ve boya sanayinde, bilim alanında çözelti Ģeklinde kullanım alanına 

sahiptir. 
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2.1.6. Rekombinant Bakteri Soyları ile Biyoetanol Üretiminin 

Arttırılması 
 

Tükenmekte olan biyoetanol üretim kaynaklarına yeni alternatiflerin bulunması 

ve bu kaynaklara uygun fermantasyon yeteneğine sahip mikroorganizmaların 

geliĢtirilmesi, gelecekte ihtiyaç duyulacak enerjinin elde edilmesini sağlayacaktır.  

Fermantasyonda bakteri, maya ve mantar gibi pek çok mikroorganizma 

kullanılabilir. GeçmiĢte, en çok kullanılan organizmalar ise mayalar olmuĢtur. Daha 

özgün olarak ise en çok kullanılan organizma S.cerevisiae’dır. S.cerevisiae, gıda ve 

içki üretiminde kullanmaktadırlar. S.cerevisiae'nın inhibitörlere olan toleransları ise 

geniĢtir. Bakterilerden ise biyoetanol üretimi için en çok araĢtırılan ve kullanılan 

organizma Zymomonas mobilis’tir. S. cerevisiae’den daha özgül biyoetanol aktivitesi 

ve ürün sağlamaktadır. Biyoetanol üretimi için kullanılan bir diğer organizma ise 

genetik olarak modifiye edilmiĢ Escherichia coli’dir. Bu bakteriler ise bir çok Ģeker 

çeĢidini fermente edebilirler, kompleks büyüme faktörlerine ihtiyaç duymazlar ve bir 

çok endüstriyel alanda öncü olarak kullanılırlar. Biyoetanol üretiminde fermantasyon 

basamağında kullanılmak üzere yukarıdaki organizmalar dıĢında anaerobik 

termofilik bakteri ve bazı funguslar da çalıĢılmıĢtır. Fakat bu organizmalardan elde 

edilen ürün miktarı oldukça azdır [Adıgüzel, 2011]. 

Günümüzde ticari olarak, sükroz ve niĢastayı besin olarak kullanan 

Saccharomyces cerevisiae etanol üretimini gerçekleĢtirmektedir. Saccharomyces 

cerevisiae gibi bir çok maya ve bakteri farklı Ģekerleri metabolize edebilme 

yeteneğine sahip değildir. Biyokütleden elde edilen Ģekerlerin fermantasyonda 

kullanımını ve fermantasyonun verimini artırmak amacıyla, mayalara ve etanolojenik 

bakterilere genetik müdahale ile pentoz ve heksoz metabolit yolaklarının ilavesi 

gerçekleĢtirilebilmektedir. 

Mikroorganizmalar arasında Escherichia coli geniĢ spektrumlu Ģekerleri 

metabolize edebilmesine rağmen, diğer Ģekerlere göre glukozu tercih etmektedir. 

Etanol üretiminde, E.coli’nin metabolik mühendisliği etanol üretimi için karbon 

kaybına neden olan doğal fermentasyon yolizlerinin susturulması ile 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Metabolik mühendisliğin ilk baĢarılı çalıĢmalarından birinde, 

Zymomonas mobilis'in etanol fermantasyon yolizinde bulunan pürivat dekarboksilaz 

ve alkol dehidrogenaz enzimlerini kodlayan genlerin pLOI297 plazmiti üzerinde, 

E.coli'ye aktarımı gerçekleĢtirilmiĢtir [Ingram et al., 1987]. Bir baĢka çalıĢmada 
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yolizlerinden birinde piruvat laktata, laktat dehidrogenaz enzimi vasıtasıyla 

çevirilmektedir. E.coli NZN111 suĢu, Idh (laktat dehidrogenaz) ve pfl (piruvat format 

liyaz) genlerinin içine homolog rekombinasyonla antibiyotik direnç genlerinin 

eklenerek susturulması ile elde edilmiĢtir [Dien et al., 2000]. Bu suĢ, glikolizisten 

oluĢan NADH dengesi için, piruvattan NAD
+’

yi elde edemediği ve bunun sonucu 

olarak da anaerobik üremeyi sürdüremediği belirtilmiĢtir (ġekil 2.3). Anaerobik 

olarak NZN111 suĢu’nun üreyebilmesi, bu suĢun lac promotorunun kontrol ettiği Z. 

mobilis’e ait etanol üretimi için gerekli pdc (piruvat dekarboksilaz) ve adhb (alkol 

dehidrogenaz II) genlerini taĢıyan pLOI297 plazmidi ile transformasyonu ile 

sağlanmıĢtır. E. coli NZN111:pLOI297 suĢu FBR5 suĢu olarak ifade edilmiĢtir [Dien 

et al., 2000]. 

 

  
                                                                     

ġekil.2.3: Laktat dehidrogenaz (ldh) ve pürivat format liyaz (pfl) genlerinin 

susturulması ile elde edilen fermantasyon yolağı. 

 

2.2. Bakteriyel Hemoglobin 

 

Bakteriyel hemoglobin olarak bilinen Vitreoscilla hemoglobini (VHb), 1966 

yılında Dale WEBSTER tarafından keĢfedilmiĢtir [Webster and Hackett, 1966]. 

Gram negatif aerobik bir bakteri olan Vitreoscilla'da bulunan Vitreoscilla 

hemoglobini, keĢfedilen ilk bakteriyel hemoglobindir. Bilinen hemoglobinden farklı 

olarak, tek globülin molekülü içermektedir. 
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Ġlk olarak VHb molekülünü bakteriyel sitokrom oksidaz ile olan benzerliğinden 

dolayı çözünür sitokrom o olarak tanımlanmıĢtır [Webster and Hackett, 1966]. 1986 

yılında amino asit sekanslarının belirlenmesi ile hemoglobin ile olan benzerliği 

farkedilmiĢ, tek globülün molekülü içerdiği ve bilinen hemoglobinin aksine ek olarak 

yapısal elementlerin bulunmadığı belirtilmiĢtir [Stark et al., 2011]. VHb'nin bilinen 

hemoglobine olan benzerliği üç boyutlu yapıları karĢılaĢtırılarak incelenmiĢtir. VHb, 

vgb geni ile üretilmiĢ ve 1988 yılında klonlanmıĢtır [Dikshit and Webster, 1988]. 

Vgb promotor-operatör bölge ve hemoglobini kodlayan bölge ile toplam 648 

nükleotidden oluĢmaktadır. Genin promotoru (Pvgb) oksijene duyarlı bir promotordur. 

Promotorun oksijene duyarlılığı üzerinde taĢıdığı ve global düzenleyici proteinlere, 

yani Fnr ve ArcA ve OxyR proteinlerine özgü dizilerden kaynaklanır [Yang et al., 

2005] (ġekil 2.5). E. coli’de vgb promotoru mikroaerobik koĢullar altında (% 2 den 

daha az çözünmüĢ oksijen seviyelerinde) maksimum düzeyde indüklenirken [Kroneck 

et al., 1991] E. aerogenes’de aynı Ģartlar altında böyle bir indüklenme olmadığı 

belirlenmiĢtir [Hart et al., 1994]. Bu da E. coli ve E. aerogenes gibi iki birbirine yakın 

enterik bakteride bu genin farklı düzenlendiğini ve farklı düzenleyici mekanizmaların 

kullanıldığını ifade etmektedir. Ayrıca Fnr bakımından mutant E. coli hücrelerinin 

mikroaerobik koĢullar altında vgb promotorunu aktive edemedikleri belirlenmiĢtir 

[Dikshit et al., 1992]. Diğer çalıĢmalarda da vgb’nin oksijene duyarlı promotor 

aktivitesinin olduğunu ve genin proteininin, yani VHb’nin, ifadesinin Fnr tarafından 

sağlandığı gösterilmiĢtir [Kiley and Reznikoff, 1991]. 

 

 
 

ġekil 2.4: vgb promotor bölgesi. Yıldızla iĢaretlenmiĢ bölgeler OxyR, altı çizili 

bölgeler Fnr bağlanma bölgeleri. 
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VHb geni (vgb) E. coli [Khosla and Bailey, 1988], Enterobacter aerogenes 

[Dikshit et al., 1989], Streptomyces türleri [Magnolo et al., 1991]  ve tütün bitkisi 

[Farres and Kallio, 2002] gibi farklı sistemlere klonlanarak, hemoglobinin bu 

organizmaların fizyolojik ve metabolik aktiviteleri üzerine etkileri araĢtırılmıĢtır. 

VHb hemen hemen bütün klonlanmıĢ olduğu hücrelere daha iyi bir oksijen alım ve 

kullanım potansiyeli kazandırırken,  bu proteinin hücre üreme ve çoğalması üzerine 

olan etkisi konusunda farklı sonuçlar  gösterilmiĢtir [Wei et al.,1998], [Liu et al., 

1995], [Hardison, 1998]. 

Vgb oksijenle düzenlenmekte, mikroaerofilik Ģartlarda maksimum derecede 

uyarılmakta ve VHb’nin hücre içi konsantrasyonu 40-50 kat yükselmektedir [Dikshit 

ve Webster, 1992; Chen et al., 1994; Geckil et al., 2004]. Özellikle düĢük oksijen 

içeren ortamlarda; VHb’nin ortamdaki oksijen değiĢimlerine karĢı bir tampon görevi 

görerek, hücrelerin metabolik aktivitelerini düzenlediği, onların büyüme ve 

çoğalmasında önemli bir rol oynadığı rapor edilmiĢtir [Wei et al., 1998].  

VHb, 15.775 Da molekül ağırlığına sahip, sitoplazmik ve periplazmik bölgede 

yoğunlaĢan, homodimer (iki özdeĢ alt ünite) yapısı gösteren bir proteindir ve her bir 

alt ünite 146 aminoasitten oluĢmuĢtur [Wakabayashi et al., 1986]. Her alt ünite bir 

adet hem grubu (Fe
2+

) içermektedir. Hem grubundaki demir ökaryotik 

hemoglobinlerde olduğu gibi ferrus (Fe
2+

) ve ferrik (Fe
3+

)  olmak üzere iki farklı 

formda bulunabilmektedir. Bu iki formdan sadece ferrus (Fe
2+

) oksijen 

bağlayabilmektedir [Kroneck et al., 1991]. 

DüĢük oksijen konsantrasyonlarının negatif etki yarattığı birçok biyoüretim 

olayında VHb'nin potansiyelinin olabileceği ileri sürülmüĢtür. Ekstrasellüler 

oksijenin düĢük olduğu durumlarda bu proteinin sentezinin arttığı ve bağlandığı 

oksijeni ökaryotik hücrelerde olduğu gibi serbest bıraktığı bildirilmiĢtir [Boerman et 

al., 1982]. 

Oksijen kaynağı olarak rol alan Vitreosilla hemoglobinin, mikroaerobik 

koĢullar altında çözünmüĢ oksijen konsantrasyonunda intrasellüler etkisi artmakta ve 

çözünmüĢ oksijendeki artıĢ hem sitokrom o hem de sitokrom d aktivitesini 

arttırmaktadır. Öte yandan sitokrom o spesifik aktivitesi sitokrom d’den daha hızlı 

bir Ģekilde arttırarak proton pompasında artıĢa sebep olmaktadır. Böylece 

sitoplazmadaki ATPaz yoluyla bu proton gradiyenti sayesinde ATP üretilmektedir 

[Kallio et al., 1994]. 
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VHb, protohem IX içerir ve oksijen ile geri dönüĢümlü bir biçimde bağlanır. 

VHb, karbon monoksit (CO) ile indirgendiğinde, sitokrom o’ya benzer bir Ģekilde 

419 ile 439 nm aralığında absorbsiyon gösterir. Kimyasal olarak ise, ditiyonit 

(Na2S2O4) ile indirgenir ve 416 ile 430 nm aralığında absorbsiyon piki verir.  

 

 
 

ġekil 2.5: vgb içeren E. coli TS4 suĢuna ait hücre homojenatında VHb’nin ditiyonit 

ile indirgenmesi sonucu oluĢan absorbsiyon spektrumu. 

 

Bu proteini bulunduran hücrelerin daha oksitlenmiĢ durumda bulunmaları, 

VHb’nin hücrelerin karbon metabolizması akıĢ Ģemalarında önemli yeniden 

düzenlemelere sebep olması ile ilgilidir. Her ne kadar bunun nasıl sağlandığı kesin 

olarak ortaya konmamıĢsa da, NAD+/NADH ve ADP/ATP oranlarında olan önemli 

değiĢimlerin esas teĢkil ettiği sanılmaktadır. VHb içeren hücrelerde NADH 

seviyesinde düĢüĢ ATP miktarında ise artıĢ gözlenmektedir. Dolayısı ile 

NAD+/NADH ve ADP/ATP oranlarında meydana gelen farklılıklar hücrenin karbon 

bileĢiklerini kullanım yollarında önemli değiĢimlere neden olur. Bu bağlamda VHb 

ekspresyonu yapan E. aerogenes’de gözlenen % 80 artıĢın bu tür bir metabolik akıĢ 

Ģeması değiĢikliğinden olabileceği bildirilmiĢtir [Roos et al., 2004], [Geckil vd., 

2004].  

Yapılan baĢka bir çalıĢmada ise vgb klonlanmıĢ Burkholderia sp.’de 

dinitrotoluen yıkımında artıĢ sağladığı bildirilmiĢtir [Patel et al., 2000]. Vgb 

klonlanmıĢ bakterilerde rekombinant protein sentezi artmaktadır. Bu konu ile ilgili 

olarak yapılan bazı çalıĢmalarda vgb’nin mayalarda antibiyotik ve etanol üretimini 
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arttırdığı tespit edilmiĢtir. Bir diğer çalıĢmada ise vgb’nin bazı Enterobacteriaceae 

üyelerinin bütandiol ve asetoin üretimini arttırdığını gösterilmiĢtir [Brünker et al., 

1998]. 

Rekombinant protein üretiminden, çeĢitli antibiyotiklerin üretimine ve zararlı 

aromatiklerin parçalanmasına benzer birçok proseste bu proteinin klonlanmıĢ 

hücrelere önemli avantaj kazandırdığı saptanmıĢtır. Dolayısı ile son yıllarda literatüre 

girmiĢ olan “metabolik mühendislik” terimi kullanıldığında bu protein ilk sırada 

bahsedilen potansiyel alternatif olarak karĢımıza çıkmaktadır. VHb geninin çeĢitli 

bakteri ve fungusa transformasyonu ile büyüme ve üretimlerinde artıĢ olduğu 

saptanmıĢtır. Ayrıca, aerobik bakterilerde toksik aromatik bileĢiklerin 

biyoremediyasyonunu artırarak “VHb teknolojisi”nin  bu alanda da kullanılabilirliği 

belirlenmiĢtir [Liu et al., 1996], [Patel et al., 2000].  
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3.GEREÇLER ve YÖNTEMLER 

 

3.1.Gereçler 

 

3.1.1.Kullanılan Cihazlar 

 

Bu tez çalıĢmasında hücrelerin büyüme süreci için, Binder, BD 115, 

Tuttlingen, Almanya ve Edmund Bühler GmbH (çalkalamalı), TH15, Hechingen, 

Almanya inkübatörleri kullanıldı. Hücrelerin 600 nm’deki optik yoğunlukları (Optik 

Density; OD) Bio-Rad, SmartSpec™ 3000, Philadelphia, A.B.D. spektrofotometresi 

ile ölçüldü. Hidrolizat besiyeri bileĢenlerini çöktürmek amacıyla Beckman Coulter, 

Allegra
TM

 25R Centrifuge, Almanya ve hücreleri çöktürmek için Labogene, 

Scanspeed 1580R, Lynge, Danimarka santrifüjleri kullanıldı. pH değerleri, Hanna 

Instruments, pH 211 Microprº Cessor, Michigan, A.B.D. ile belirlendi. Hemoglobin 

ekstraksiyonu amacıyla hücrelerin parçalanması için, Branson Ultrasonic 

Corporation, Branson Digital Sonifier 250, Danbury, A.B.D. kullanıldı. Hemoglobin 

ölçümü ise Shimadzu, UV-3600 UV-VIS NIR, Kyoto, Japonya UV spektroskopisi ile 

ölçüldü. Besiyerinde bulunan Ģeker miktarları TLC görüntüleme densitometresi Bio-

Rad, GS 670, Philadelphia, A.B.D. kullanılarak ölçüldü. Sarf malzemeleri, patates 

iĢleme atık suyu ve mısır iĢleme atığı ise deneylerden önce Hirayama Hiclave™, 

HVE-50, Saitama, Japonya otoklavı kullanılarak steril edildi. 

 

3.1.2.Kullanılan Kimyasal Malzemeler 

 

Bu çalıĢmada kullanılan sarf malzemelerinden disodyum EDTA, çinko sülfat 

(ZnSO4.7H2O), kalsiyum klorür (CaCl2), manganez klorür (MnCl2), demir sülfat 

(FeSO4), bakır klorür (CuCl2), kobalt klorür (CoCl2),  tiamin (vitamin B1), sodyum 

ditiyonit (Na2S2O4), NaCl, HCl, glukoz, ksiloz, agar, pepton, maya özütü, sodyum 

asetat (CH3COONa), Na2HPO4, (NH4)2PO4, magnezyum sülfat (MgSO4.7H2O), 

asetonitril, alfa naftol, etanol, streptomisin sülfat, ampisilin sodyum ve gentamisin 

sülfat antibiyotikleri Merck, Darmstadt, Almanya’dan temin edildi. Sodyum 

hidroksit (NaOH) ise Sigma, Oakville, Kanada’dan sağlandı. 0.2 µm por çaplı Ģırınga 
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filtresi Whatman, Maidstone, Ġngiltere ve 0.2 µm por çaplı 500 ml’lik vakum filtre 

Nalgene, Supor MarchV, Rochester, New York, A.B.D.’den temin edildi.  Etanol 

ölçümü için kullanılan EnzyChrom Etanol Assay Kit, R-Biopharm, Darmstadt, 

Almanya’dan, Ģeker ölçümünde kullanılan ince tabaka kromatografisi plakaları ise, 

Whatman, TLC Plates Partisil
®
 K5, Maidstone, Ġngiltere’den temin edildi.  

 

3.1.3.Kullanılan Bakteri Soyları 

 

Bu çalıĢmada, VHb’nin patates iĢleme atık suyu ve mısır iĢleme atığında, 

biyoetanol üretimini arttırmadaki etkinliğinin araĢtırılması amaçlandı. Bu nedenle, bu 

tez çalıĢmasında, USDA laboratuvarından temin edilen E. coli suĢları (NZN111 ve 

FBR5) [Dien et al., 2000] ve bu suĢlardan Dr. Sanny tarafından geliĢtirilen, TS3 ve 

TS4 [Sanny et al., 2010] suĢları kullanıldı (Tablo 3.1). Bunun için, rekombinant 

suĢlar, pdc, adhb [Dien et al., 2000] ve vgb içerecek Ģekilde (TS3 ve TS4), Illinois 

Institute of Technology, Department of Biological Chemical and Physical Sciences, 

Chicago, IL, USA’ de, yeni oluĢturulan plazmidlerle transforme edilerek elde edildi 

(Tablo 3.1) [Sanny et al., 2010].  

 

Tablo 3.1: Tez çalıĢmasında kullanılan bakteriler, plazmidler ve özellikleri. 

 

Bakteri Soyları Özellikler 

NZN111 E. coli [F+ λ− rpoS396(Am) rph-1 ΔpflB::Cam 

ΔldhA::Kan] 

FBR5 pdc ve adhb taĢıyan pLOI297 plazmidi ile transforme 

edilmiĢ NZN111 suĢu                                                                               

FBR5/pTS3 (TS3 suĢu)                                           vgb taĢıyan pKT230 plazmidi (pTS3) ile transforme 

edilmiĢ FBR5 suĢu 

FBR5/pTS4  (TS4 suĢu)        vgb taĢıyan pBBR1MCS-5 plazmidi (pTS4) ile 

transforme edilmiĢ FBR5 suĢu 

 

Bu tez çalıĢmasında, vgb
- 

E. coli FBR5 suĢu ve vgb
+
 rekombinant E. coli 

suĢları (TS3 ve TS4) VHb’nin etanol üretimindeki etkilerini belirlemek için 

kullanıldı. Kullanılan bu rekombinant suĢlar farklı havalandırma koĢullarında 

(yüksek ve düĢük), asit hidrolizi ile gıda iĢleme atıklarından elde edilen Hidrolizat 
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Besiyeri 1 (HB1, % 2 glukoz, % 1 ksiloz w/v) ile Hidrolizat Besiyeri 2 (HB2, % 1 

glukoz, % 0.5 ksiloz w/v) içerisinde, saf Ģeker olarak glukoz ve ksiloz içeren Kontrol 

Besiyeri 1 (KB1, % 2 glukoz, % 1 ksiloz w/v)  ile Kontrol Besiyeri 2 (KB2, % 1 

glukoz, % 0.5 ksiloz w/v) içerisinde üretilerek, hücrelerin üreme özellikleri, etanol 

üretimleri ve VHb ekspresyon seviyeleri incelendi. 

 

3.2.Yöntem 

 

3.2.1. Patates ve Mısır İşleme Atığı Hidrolizi  

 

Patates iĢleme atık suyu ve mısır iĢleme atığı Kraft, Türkiye'den temin edildi. 

Hidroliz için, 500 g mısır iĢleme atığı ve 500 ml patates iĢleme atık suyu ile 56 ml 6 

N HCl karıĢtırıldı. KarıĢım 115°C sıcaklıkta 60 dakika süre ile otoklavlandı. Steril 

karıĢım 85°C sıcaklıkta 48 saat süre ile bir inkübatörde  inkübe edildi.  

 

3.2.2. Hidrolizat Besiyeri 1 (HB1) ve Kontrol Besiyeri 1 (KB1)'in 

Hazırlanması 

 

Hidrolizat-fosfat tamponu karıĢımı 1 için, hazırlanan hidrolizatın 800 ml'si 200 

ml 0.5 M sodyum fosfat tamponu (pH 7.0) ile karıĢtırıldı. Bu karıĢım 121°C 

sıcaklıkta 20 dakika süre ile otoklavlandı. Elde edilen steril karıĢım 4000 rpm hızında 

20 dakika süre ile santrifüj edildi ve üst sıvı alınarak membran filtre ile (0.45 µm) 

vakumla filtre edildi. Elde edilen hidrolizat 1'in % 12 (v/v) toplam Ģekere (% 8 

glukoz, % 4 ksiloz) sahip olduğu Ġnce Tabaka Kromotografi (Thin Layer 

Chromotography-TLC) yöntemi ile belirlendi. 

HB1 (pH 7.0), Davis et al. (2006)'dan modifiye edilerek hazırlandı. Bunun için, 

180 ml pepton ve maya özütü karıĢımı (12 g pepton ve 6g maya özütü içeren), 10 ml 

Na asetat (% 10 w/v), 125 ml 0.5 M sodyum fosfat tamponu (pH 7.0), 10 ml MgSO4 

(% 30 w/v), 5 ml iz element solüsyonu (Tablo 3.1), [Guimaraes et al., 1992], 1 ml 

tiamin (% 0.1 w/v) ve 494 ml steril distile su karıĢtırıldı. KarıĢım, 375 ml hidrolizat-

fosfat tamponu karıĢımına ilave edilerek 1200 ml HB1 elde edildi. HB1'in toplam 

Ģeker içeriği Ġnce Tabaka Kromotografi (Thin Layer Chromotography-TLC) yöntemi 

ile % 3 (w/v, % 2 glukoz ve % 1 ksiloz) olarak belirlendi.  
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Kontrol besiyeri 1 (KB1, pH 7.0, % 2 glikoz ve % 1 ksiloz, w/v) için; 180 ml 

pepton ve maya özütü (12 g pepton ve 6 g maya özütü içeren), 10 ml sodyum asetat 

(% 10 w/v), 200 ml sodyum fosfat tamponu (pH 7.0), 10 ml MgSO4 (% 30 w/v), 5 ml 

iz element solüsyonu (Tablo 3.1), [Guimaraes et al., 1992], 1 ml tiamin (% 0.1 w/v) 

ve 494 ml steril distile su, 200 ml (% 12, w/v) glukoz ve 100 ml (% 12, w/v) ksiloz 

ile karıĢtırıldı. 

 

3.2.3. Hidrolizat Besiyeri 2 (HB2) ve Kontrol Besiyeri 2 (KB2)'nin 

Hazırlanması 
 

Hidrolizat-fosfat tamponu karıĢımı 2 için, hazırlanan hidrolizatın 300 ml'si 200 

ml 0.5 M sodyum fosfat tamponu (pH 7.0) ile karıĢtırıldı. Bu karıĢım 121°C 

sıcaklıkta 20 dakika süre ile otoklavlandı. Elde edilen steril karıĢım 4000 rpm hızında 

20 dakika süre ile santrifüj edildi ve üst sıvı alınarak membran filtre ile (0.45 µm) 

vakumla filtre edildi. Elde edilen hidrolizat 2'nin % 6 (v/v) toplam Ģekere (% 4 

glukoz ve % 2 ksiloz) sahip olduğu Ġnce Tabaka Kromotografi (Thin Layer 

Chromotography-TLC) yöntemi ile belirlendi. 

HB2 (pH 7.0), Davis et al (2006)'dan modifiye edilerek hazırlandı. Bunun için, 

180 ml pepton ve maya özütü karıĢımı (12 g pepton ve 6g maya özütü içeren), 10 ml 

Na asetat (% 10 w/v), 10 ml MgSO4 (% 30 w/v), 5 ml iz element solüsyonu (Tablo 

3.1), [Guimaraes et al., 1992], 1 ml tiamin (% 0.1 w/v), 494 ml steril distile su 

karıĢtırıldı. KarıĢım, 500 ml hidrolizat-fosfat tamponu karıĢımına ilave edilerek 1200 

ml HB2 elde edildi. HB2'nin toplam Ģeker içeriği Ġnce Tabaka Kromotografi (Thin 

Layer Chromotography-TLC) yöntemi ile % 1.5 (w/v, % 1 glukoz ve % 0.5 ksiloz) 

olarak belirlendi.  

Kontrol besiyeri 2 (KB2, pH 7.0, % 1 glikoz ve % 0.5 ksiloz, w/v) için; 180 ml 

pepton ve maya özütü (12 g pepton ve 6 g maya özütü içeren), 10 ml sodyum asetat 

(% 10 w/v), 200 ml sodyum fosfat tamponu (pH 7.0), 10 ml MgSO4 (% 30 w/v), 5 ml 

iz element solüsyonu (Tablo 3.1), [Guimaraes et al., 1992], 1 ml tiamin (% 0.1 w/v) 

ve 494 ml steril distile su, 200 ml (% 6, w/v) glukoz ve 100 ml (% 6, w/v) ksiloz ile 

karıĢtırıldı. 
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                            Tablo 3.2: Ġz element solüsyon içeriği. 

 

BileĢen Miktar (g/L) 

Disodyum EDTA(C10H14N2Na2O8.2H2O) 

Çinko Sülfat (ZnSO4.7H2O) 

Kalsiyum Klorür (CoCl2) 

Manganez Klorür (MnCl2) 

Demir Sülfat (FeSO4) 

Bakır Klorür (CuCl2) 

Kobalt Klorür (CoCl2) 

 

5 

0.00022 

0.5 

0.5 

0.5 

0.16 

0.16 

 

HB1, HB2, KB1 ve KB2 besiyerlerine kullanılan rekombinant bakteri 

soylarına göre belirtilen oranlarda (Tablo 3.2) uygun antibiyotikler eklendi. 

 

Tablo 3.3 : Besiyeri ortamlarına eklenen antibiyotik miktarları. 

 

Bakteri Soyu Antibiyotikler 

FBR5 100 µg/ml Ampisilin 

FBR5/pTS3 (TS3) 100 µg/ml Ampisilin ve 50 µg/ml 

Streptomisin 

FBR5/pTS4  (TS4) 100 µg/ml Ampisilin ve 5 µg/ml 

Gentamisin 

 

3.2.4. Bakteri Soylarına Besiyeri Ortamlarının Hazırlanması ve 

Korunması 

 

Yapılan bu tez çalıĢmasında kullanılan bakteri soylarının, Luria Bertani 

besiyerinde üremesi ve muhafaza edilmesi sağlanmıĢtır. Luria Bertani (LB) 

besiyerinde  litrede; 10 g pepton, 5 g maya özütü, 5 g NaCl, 80 g ksiloz, 15 g agar 

bulunmaktadır. Ksiloz hariç tüm besiyeri bileĢenlerinin, belirtilen miktarlarda 800 ml 

distile su içerisinde çözünmesi sağlandı. Ksiloz ise 200 ml % 40'lık bir çözelti 
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halinde hazırlandı. Hazırlanan 2 çözeltide 121°C’de 20 dakika süre ile otoklavlandı. 

Otoklavdan çıkarılan ksiloz çözeltisi bir miktar soğuduktan sonra, Luria Bertani 

besiyerinin bileĢimine eklendi. Hazırlanan besiyerinin sıcaklığı 50°C sıcaklığa kadar 

soğutulduktan sonra, her bir rekombinant bakteri soyu için  belirtilen uygun 

oranlarda farklı antibiyotikler ilave edilerek, petrilere döküldü (Tablo 3.2). 

Kullanılan bakteri soylarının; ksiloz ve uygun antibiyotikleri içeren LB (LBK) 

besiyerlerine öze ile inoküle edilerek, 37°C’de bir gece inkübasyonu gerçekleĢtirildi.  

Rekombinant bakteri soyları, her hafta katı besiyerine pasajlanarak çalıĢma boyunca 

aktif bir üreme ve büyüme potansiyeli elde edildi. 

 

3.2.5. Önkültürlerin Hazırlanması 

 

HB1, KB1, HB2 ve KB2 ortamlarının her birine; FBR5, TS3, TS4 bakteri 

soylarından, 50 ml'lik erlenlerde 5 ml uygun besiyeri olacak Ģekilde, bir kaç koloni 

öze ile inoküle edilerek, çalkalamalı inkübatörde, 180 rpm hızında 37°C sıcaklıkta 

bir gece boyunca inkübe edildi. 

 

3.2.6. Düşük Havalandırmalı Üreme Koşulları 

 

Yapılan bu tez çalıĢmasında; düĢük havalandırmalı üreme koĢulları 1000 ml'lik 

(büyük) ve 100 ml'lik (küçük) erlenlerde, erlenlerin 4/5'i besiyeri ile dolu olacak 

Ģekilde gerçekleĢtirildi. Hazırlanan bir gecelik önkültürlerden, optik yoğunlukları 

0.06 olacak Ģekilde HB1, KB1, HB2 ve KB2 besiyerlerine inokülasyon yapıldı. 

Erlenlerin ağzı parafilm ile sıkıca kapatılarak, CO2 çıkıĢını sağlamak amacıyla steril 

iğne ile delinerek çalkalamalı bir inkübatörde 180 rpm hızında 37°C sıcaklıkta 48 

saat süre ile inkübasyon gerçekleĢtirildi. 

 

3.2.7. Yüksek Havalandırmalı Üreme Koşulları 

 

Yapılan bu tez çalıĢmasında; yüksek havalandırmalı üreme koĢulları 1000 

ml'lik (büyük) ve 100 ml'lik (küçük) erlenlerde, erlenlerin 1/5'i besiyeri ile dolu 

olacak Ģekilde gerçekleĢtirildi. Hazırlanan bir gecelik önkültürlerden, optik 

yoğunlukları 0.06 olacak Ģekilde HB1, KB1, HB2 ve KB2 besiyerlerine inokülasyon 
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yapıldı ve çalkalamalı bir inkübatörde 180 rpm hızında 37°C sıcaklıkta 48 saat süre 

ile inkübasyon gerçekleĢtirildi. 

 

3.2.8. Kültürlerin Toplam Hücre Sayısının Belirlenmesi 

 

Rekombinant bakteri soylarının, farklı havalandırma koĢullarında ve farklı 

besiyeri ortamlarında 48 saatlik inkübasyonu sonucu kültürlerin toplam hücre sayımı, 

spektrofotometre cihazı (Bio-Rad, SmartSpec™ 3000, Philadelphia, A.B.D.) ile 

gerçekleĢtirildi. Her bir kültürün A600 nm’deki optik yoğunluğu ölçülürken; kör 

olarak steril besiyeri kullanıldı. Her bir kültür steril besiyeri içerisinde, uygun bir 

Ģekilde seyreltilerek kendi körüne karĢılık okutuldu. 

 

3.2.9. Kültürlerin pH Değerlerinin Belirlenmesi 

 

Rekombinant bakteri soylarının, farklı havalandırma koĢullarında ve farklı 

besiyeri ortamlarında 48 saatlik inkübasyonu sonucu kültürlerin pH değerleri bir pH 

metre (Hanna Instruments, pH 211 Microprº Cessor, Michigan, A.B.D.) ile ölçüldü. 

 

3.2.10. Fermantasyon Ortamında Oluşan Biyoetanol Miktarının 

Belirlenmesi 

 

Farklı havalandırma koĢullarında ve farklı besiyeri ortamlarında 

gerçekleĢtirilen rekombinant bakteri soylarının 48 saatlik inkübasyonu sonucu, 

kültürlerin içerdikleri biyoetanol miktarı (% w/v; % v/v) EnzyChrom Etanol Assay 

Kit ile ölçülerek belirlendi. Bunun için, kültürlerden alınan 50 ml örnek, 4000 rpm 

hızında +4°C’de 20 dakika santrifüj edildi ve elde edilen üst sıvı, mikrofüj tüplerine 

aktarıldı. Pelet ise VHb ölçümleri için, kurutularak -20°C’de muhafaza edildi. 

Mikrofüj tüplerine aktarılan üst sıvı etanol ölçümü için kullanıldı. Kitin çalıĢma 

prensibi; etanolun NAD ile alkol dehidrogenaz enzimi vasıtasıyla asetaldehite 

oksitlenmesiyle oluĢan asetaldehitin, aldehit dehidrogenazla asetik aside 

oksitlenmesine ve böylece oluĢan NADH’ın 340 nm’de oluĢturduğu absorbans 

farkının ölçülmesine dayanmaktadır. 
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3.2.11. Besiyerinde Kalan Şeker Miktarının Belirlenmesi 

 

Farklı havalandırma koĢullarında ve farklı besiyeri ortamlarında 

gerçekleĢtirilen rekombinant bakteri soylarının 48 saatlik inkübasyonu sonucu, 

besiyerinde kalan Ģeker miktarı Ġnce Tabaka Kromotografi (Thin Layer 

Chromotography-TLC) yöntemi ile belirlendi. Uygulanan bu yöntemde standart 

olarak % 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 ve 0.8 oranında glukoz, ksiloz ve arabinoz kullanıldı. 

Ġnkübasyon sonucu besiyerinden alınan örnekler, Ģeker standartlarının arasında 

kalacak Ģekilde seyreltildi. 

Standartlar ve seyreltilmiĢ örnekler, TLC plakaları üzerine mikro Ģırınga ile 

miktarı 1 µl olacak Ģekilde damlatılmıĢtır. Plakalar kurutulduktan sonra % 85’lik 

(v/v) asetonitril çözeltisi içerisine hafif bir eğim ile bırakılarak, Ģekerlerin yürümesi 

için bekletildi. Plakalar kurutulduktan sonra iĢlem bir kez daha tekrarlanmıĢ ve tekrar 

kurutulan plakalar alfa naftol (% 0.5 v/v) çözeltisine daldırılarak boyandı. ġeker 

noktalarının görünür hale gelmesi için TLC plaka ısıtıcısında 120ºC sıcaklıkta 10 

dakika süre ile plakalar yakıldı. 

Besiyerinde kalan Ģeker miktarları, TLC görüntüleme densitometresinde (Bio-

Rad, GS 670, Philadelphia, A.B.D.) TLC plakaların okutulması sonucu hacim 

hesaplamaları yapılarak belirlendi. R
2
 değeri 0.920 üzerinde bulunan sonuçlar kabul 

edildi. 

 

3.2.12. Rekombinant Bakteri Soylarındaki Hemoglobin 

Ekspresyonunun Ölçülmesi 

 

Yapılan denemelerde kullanılan vgb içeren rekombinant organizmaların (TS3 

ve TS4) ürettikleri VHb miktarı, UV-3600 Schimadzu UV-VIS NIR Spectro 

vasıtasıyla, dityonit (sodyum hidrosülfat) eklenerek indirgenmiĢ-indirgenmemiĢ fark 

spektrasıyla ölçülerek belirlendi (Webster and Liu, 1974). Bunun için farklı kültür 

besi ortamlarında 48 saat süren inkübasyon sonunda üretilen hücre kültürleri 4000 

rpm hızda 4°C sıcaklıkta 15 dakika süre ile santrifüj edilerek (Labogene Scanspeed 

1580R, Danimarka) hücrelerin çökmesi sağlandı. Daha sonra pelletlerin yaĢ 

ağırlıkları belirlendi ve -20°C sıcaklıkta en az bir gece boyunca muhafaza edildi. 

Daha sonra 30 ng/ml olacak Ģekilde 50 mM fosfat tamponu (pH 7.5) ile sulandırıldı. 

Hazırlanan hücre süspansiyonları bir sonikatör (Branson Ultrasonic Corporation, 
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Branson Digital Sonifier 250, Danbury, A.B.D.) yardımı ile buz içerisinde 20 

saniyelik vurma ve 10 saniyelik bekleme süreleri ile toplamda 3 dakika 6 kez sonike 

edildi.  

Elde edilen hücre homojinatları 4°C sıcaklıkta 4000 rpm hızda 15 dakika süre 

ile santrifüj (Labogene Scanspeed 1580R, Danimarka) edildi. Üst sıvılar VHb 

miktarı tayini için ayrıldı. Kör olarak dityonit ile muamele edilmeyen üst sıvılar 

kullanıldı. Ölçümler 400-500 nm aralığında yapıldı. VHb’nin ditiyonitle 

indirgendiğinde karakteristik olarak verdiği 416 ve 430 nm dalga boyları arasındaki 

fark spektrumundan (Shimadzu, UV-3600 UV-VIS NIR, Kyoto, Japonya) VHb 

miktarı nmol/g olarak hesaplandı.  

 

3.2.13. İstatistiksel Analizler 

 

Ġstatistiksel analizler, Microsoft Office, Excel 2007 programı ile hesaplandı. P 

değerleri tek kuyruklu t-testi ile VHb’nin etanol üretimini arttırabileceği hipotezine 

dayanılarak belirlendi. 
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4.BULGULAR 

 

4.1. Hidrolizat Besiyeri 1 (HB1)’de Etanol Üretimleri 

 

4.1.1. Düşük Havalandırmalı Büyük Hacimli Kültürler 

 

FBR5, TS3 ve TS4 suĢlarının pH değerleri, hücre yoğunlukları (OD600), etanol 

üretimleri (% w/v; % v/v), VHb ekspresyonları (nmol/g yaĢ ağırlık) ve besiyerinde 

kalan Ģeker miktarları (% w/v) 1000 ml’lik erlenler içerisinde 800 ml olacak Ģekilde 

hazırlanan, % 2 (w/v) glukoz, % 1 (w/v) ksiloz içeren HB1 (pH 7.0) ile uygun 

antibiyotikleri içeren düĢük havalandırmalı koĢullar altında, 180 rpm çalkalama 

hızında, 37°C sıcaklıkta, 48 saatlik inkübasyon süresi sonunda incelendi. 

Uygun antibiyotikleri içeren HB1'de, düĢük havalandırmalı koĢulda büyütülen 

kültürlerde, 48 saatlik inkübasyon süresi sonundaki pH değerlerinde en fazla azalma 

TS3 suĢunda gözlendi. Toplam hücre sayısını belirlemek amacıyla OD 600 nm’de 

yapılan ölçüm sonuçlarında, FBR5 suĢunun en yüksek değere sahip olduğu görüldü.  

Etanol üretiminin (% w/v), FBR5 suĢuna göre TS3 suĢu ile % 119 (p = 0.02) ve 

TS4 suĢu % 59 (p > 0.05) oranında arttığı görüldü (ġekil 4.1).  

Her ünite hücre biyokütlesi baĢına etanol üretimi (g etanol x 100 ml
-1 

besiyeri / 

OD) FBR5 suĢuna göre, TS3 suĢu ile % 159 (p = 0.01) ve TS4 suĢu ile % 97 (p > 

0.05) oranında arttığı görüldü (ġekil 4.2) 

Etanol verimi; FBR5 suĢu ile % 53, TS3 suĢu ile % 116 ve TS4 suĢu ile % 84 

olarak belirlendi (Tablo 4.1). Tablo 4.5'te, FBR5 suĢuna göre TS3 ve TS4 suĢlarının 

etanol verim artıĢları (%) belirtildi. 

VHb ekspresyonunun (nmol/g yaĢ ağırlık) ise en fazla TS4 suĢu ile 205 nmol/g 

olduğu belirlendi (ġekil 4.9). Kültür ortamlarında bulunan toplam Ģekerin tamamının 

bütün suĢlar ile üremenin 48. saati sonunda tükendiği belirlendi. 
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Tablo 4.1: DüĢük havalandırmalı ve büyük hacimli koĢullarda FBR5, TS3 ve TS4 

suĢlarının % 2 (w/v) glukoz, % 1 (w/v) ksiloz içeren HB1'de 48 saatlik inkübasyon 

sonunda pH, OD (600 nm), etanol (% w/v; % v/v), her ünite hücre biyokütlesi baĢına 

etanol üretimi (g etanol x 100 ml
-1 

besiyeri / OD)  ve etanol verimi (%). Her değer iki 

tekrarın ortalamasıdır. Parantez içindeki değerler standart sapmaları (δn-1) 

göstermektedir. 

 

SuĢlar pH 
OD 

 (600nm) 

EtOH 

(g/100ml) 

EtOH 

(% v/v) 

EtOH/OD 

(g/100ml/OD) 

Verim 

(%) 

FBR5 6.37 (0.13) 4.64 (0.33) 0.81 (0.13) 1.02 (0.18) 0.17 (0.01) 52.94 (8.78) 

PTS3 6.31 (0.01) 3.92 (0.24) 1.77 (0.21) 2.24 (0.27) 0.45 (0.02) 115.68(13.87) 

PTS4 6.44 (0.08) 3.76 (0.08) 1.29 (0.28) 1.64 (0.35) 0.34 (0.08) 84.31 (18.02) 

 

 

 

ġekil 4.1: DüĢük havalandırmalı ve büyük hacimli koĢullarda HB1'de üretilen etanol 

(g etanol x 100 ml
-1 

besiyeri) artıĢı (%). Her değer iki tekrarın ortalamasıdır. Hata 

çubukları standart sapmaları (δn-1) göstermektedir. 

 

 

 

ġekil 4.2: DüĢük havalandırmalı ve büyük hacimli koĢullarda HB1'de her ünite hücre 

biyokütlesi baĢına üretilen etanol miktarındaki (g etanol x 100 ml
-1 

besiyeri / OD) 

artıĢ (%). Her değer iki tekrarın ortalamasıdır. Hata çubukları standart sapmaları(δn-1) 

göstermektedir. 
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4.1.2. Yüksek Havalandırmalı Büyük Hacimli Kültürler 

 

FBR5, TS3 ve TS4 suĢlarının pH değerleri, hücre yoğunlukları (OD600), etanol 

üretimleri (% w/v; % v/v), VHb ekspresyonları (nmol/g yaĢ ağırlık) ve besiyerinde 

kalan Ģeker miktarları (% w/v) 1000 ml’lik erlenler içerisinde 200 ml olacak Ģekilde 

hazırlanan, % 2 (w/v) glukoz, % 1 (w/v) ksiloz içeren HB1 (pH 7.0) ile uygun 

antibiyotikleri içeren yüksek havalandırmalı koĢullar altında, 180 rpm çalkalama 

hızında, 37°C sıcaklıkta, 48 saatlik inkübasyon süresi sonunda incelendi.  

Uygun antibiyotikleri içeren HB1'de, yüksek havalandırmalı koĢulda büyütülen 

kültürlerde, 48 saatlik inkübasyon süresi sonundaki pH değerlerinde en fazla azalma 

FBR5 suĢunda gözlendi. Toplam hücre sayısını belirlemek amacıyla OD 600 nm’de 

yapılan ölçüm sonuçlarında, FBR5 suĢunun en yüksek değere sahip olduğu görüldü.  

Etanol üretiminin (% w/v), FBR5 suĢuna göre TS3 suĢu ile % 81 (p > 0.05) ve 

TS4 suĢu ile % 21 (p > 0.05) oranında arttığı görüldü (ġekil 4.3).  

Her ünite hücre biyokütlesi baĢına etanol üretiminin (g etanol x 100 ml
-1 

besiyeri / OD) FBR5 suĢuna göre, TS3 suĢu % 165 (p = 0.05) ve TS4 suĢu % 61      

(p = 0.02) oranında arttığı görüldü (ġekil 4.4). 

Etanol verimi FBR5 suĢu ile % 47, TS3 suĢu ile % 85 ve TS4 suĢu ile % 57 

olarak belirlendi (Tablo 4.2). Tablo 4.5'te, FBR5 suĢuna göre TS3 ve TS4 suĢlarının 

etanol verim artıĢları (%) belirtildi. 

VHb ekspresyonunun (nmol/g yaĢ ağırlık) ise en fazla TS4 suĢu ile 179 nmol/g 

olduğu belirlendi (ġekil 4.9). Kültür ortamlarında bulunan toplam Ģekerin tamamının 

bütün suĢlar ile üremenin 48. saati sonunda tükendiği belirlendi. 
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Tablo 4.2: Yüksek havalandırmalı ve büyük hacimli koĢullarda FBR5, TS3 ve TS4 

suĢlarının % 2 (w/v) glukoz, % 1 (w/v) ksiloz içeren HB1'de 48 saatlik inkübasyon 

sonunda pH, OD (600 nm), etanol (% w/v; % v/v), her ünite hücre biyokütlesi baĢına 

etanol üretimi (g etanol x 100 ml
-1 

besiyeri / OD)  ve etanol verimi (%). Her değer iki 

tekrarın ortalamasıdır. Parantez içindeki değerler standart sapmaları (δn-1) 

göstermektedir. 
 

SuĢlar pH 
OD 

 (600nm) 

EtOH 

(g/100ml) 

EtOH 

(% v/v) 

EtOH/OD 

(g/100ml/OD) 

Verim 

(%) 

FBR5 5.73 (0.78) 8.79 (0.26) 0.72 (0.19)  0.91 (0.23) 0.08 (0.02) 47.05(12.48) 

PTS3 6.49 (0.26) 5.97 (1.43) 1.30 (0.04) 1.64 (0.04)  0.22 (0.06) 84.9(2.31) 

PTS4 6.44 (0.21) 6.61 (1.88) 0.87 (0.13) 1.11 (0.16) 0.13 (0.03) 56.86(8.32) 

 

 

 
 

ġekil 4.3: Yüksek havalandırmalı ve büyük hacimli koĢullarda HB1'de üretilen 

etanol (g etanol x 100 ml
-1 

besiyeri) artıĢı (%). Her değer iki tekrarın ortalamasıdır. 

Hata çubukları standart sapmaları (δn-1) göstermektedir. 

 

 

 
 

ġekil 4.4: Yüksek havalandırmalı ve büyük hacimli koĢullarda HB1'de her ünite 

hücre biyokütlesi baĢına üretilen etanol miktarındaki (g etanol x 100 ml
-1 

besiyeri / 

OD) artıĢ (%). Her değer iki tekrarın ortalamasıdır. Hata çubukları standart sapmaları  

(δn-1) göstermektedir. 
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4.1.3. Düşük Havalandırmalı Küçük Hacimli Kültürler 

 

FBR5, TS3 ve TS4 suĢlarının pH değerleri, hücre yoğunlukları (OD600), etanol 

üretimleri (% w/v; % v/v), VHb ekspresyonları (nmol/g yaĢ ağırlık) ve besiyerinde 

kalan Ģeker miktarları (% w/v) 100 ml’lik erlenler içerisinde 80 ml olacak Ģekilde 

hazırlanan, % 2 (w/v) glukoz, % 1 (w/v) ksiloz içeren HB1 (pH 7.0) ile uygun 

antibiyotikleri içeren düĢük havalandırmalı koĢullar altında, 180 rpm çalkalama 

hızında, 37°C sıcaklıkta, 48 saatlik inkübasyon süresi sonunda incelendi.  

Uygun antibiyotikleri içeren HB1'de, düĢük havalandırmalı koĢulda büyütülen 

kültürlerde, 48 saatlik inkübasyon süresi sonundaki pH değerlerinde en fazla azalma 

FBR5 suĢunda gözlendi. Toplam hücre sayısını belirlemek amacıyla OD 600 nm’de 

yapılan ölçüm sonuçlarında, TS4 suĢunun en yüksek değere sahip olduğu görüldü.  

Etanol üretiminin (% w/v); FBR5 suĢuna göre TS3 suĢu ile % 100 (p > 0.05) 

ve TS4 suĢu ile % 52 (p = 0.04) oranında arttığı görüldü (ġekil 4.5) 

Her ünite hücre biyokütlesi baĢına etanol üretiminin (g etanol x 100 ml
-1 

besiyeri / OD) FBR5 suĢuna göre, TS3 suĢu ile % 91 (p > 0.05)  ve TS4 suĢu ile % 

12 (p > 0.05) oranında arttığı görüldü (ġekil 4.6) 

Etanol verimi; FBR5 suĢu ile % 27, TS3 suĢu ile % 55 ve TS4 suĢu ile % 42 

olarak belirlendi (Tablo 4.3). Tablo 4.5'te, FBR5 suĢuna göre TS3 ve TS4 suĢlarının 

etanol verim artıĢları (%) belirtildi. 

 VHb ekspresyonunun (nmol/g yaĢ ağırlık) ise en fazla TS4 suĢu ile 660 

nmol/g olduğu belirlendi (Tablo 4.9). Kültür ortamlarında bulunan toplam Ģekerin 

tamamının bütün suĢlar ile üremenin 48. saati sonunda tükendiği belirlendi. 
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Tablo 4.3: DüĢük havalandırmalı ve küçük hacimli koĢullarda FBR5, TS3 ve TS4 

suĢlarının % 2 (w/v) glukoz, % 1 (w/v) ksiloz içeren HB1'de 48 saatlik inkübasyon 

sonunda pH, OD (600 nm), etanol (% w/v; % v/v), her ünite hücre biyokütlesi baĢına 

etanol üretimi (g etanol x 100 ml
-1 

besiyeri / OD)  ve etanol verimi (%). Her değer iki 

tekrarın ortalamasıdır. Parantez içindeki değerler standart sapmaları (δn-1) 

göstermektedir. 

 

SuĢlar pH 
OD 

 (600nm) 

EtOH 

(g/100ml) 

EtOH 

(% v/v) 

EtOH/OD 

(g/100ml/OD) 

Verim 

(%) 

FBR5 6.18 (0.14) 3.86 (0.21) 0.42 (0.05) 0.75 (0.07) 0.11 (0.01) 27.45 (3.24) 

PTS3 6.41 (0.07) 4.04 (0.04) 0.84 (0.21) 1.02 (0.33)  0.21 (0.05) 54.90(13.87) 

PTS4 6.18 (0.01) 5.26 (2.21) 0.64 (0.08) 0.8 (0.11) 0.12 (0.03) 41.83 (5.55) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 4.5: DüĢük havalandırmalı ve küçük hacimli koĢullarda HB1'de üretilen etanol 

(g etanol x 100 ml
-1 

besiyeri) artıĢı (%). Her değer iki tekrarın ortalamasıdır. Hata 

çubukları standart sapmaları (δn-1) göstermektedir. 

  

 

 
 

ġekil 4.6: Yüksek havalandırmalı ve küçük hacimli koĢullarda HB1'de her ünite 

hücre biyokütlesi baĢına üretilen etanol miktarındaki (g etanol x 100 ml
-1 

besiyeri / 

OD) artıĢ (%). Her değer iki tekrarın ortalamasıdır. Hata çubukları standart sapmaları  

(δn-1) göstermektedir. 
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4.1.4. Yüksek Havalandırmalı Küçük Hacimli Kültürler 

 

FBR5, TS3 ve TS4 suĢlarının pH değerleri, hücre yoğunlukları (OD600), etanol 

üretimleri (% w/v; % v/v), VHb ekspresyonları (nmol/g yaĢ ağırlık) ve besiyerinde 

kalan Ģeker miktarları (% w/v) 100 ml’lik erlenler içerisinde 20 ml olacak Ģekilde 

hazırlanan, % 2 (w/v) glukoz, % 1 (w/v) ksiloz içeren HB1 (pH 7.0) ile uygun 

antibiyotikleri içeren yüksek havalandırmalı koĢullar altında, 180 rpm çalkalama 

hızında, 37°C sıcaklıkta, 48 saatlik inkübasyon süresi sonunda incelendi. 

 Uygun antibiyotikleri içeren HB1'de, yüksek havalandırmalı koĢulda 

büyütülen kültürlerde, 48 saatlik inkübasyon süresi sonundaki pH değerlerinde en 

fazla azalma FBR5 suĢunda gözlendi. Toplam hücre sayısını belirlemek amacıyla 

OD 600 nm’de yapılan ölçüm sonuçlarında, TS3 suĢunun en yüksek değere sahip 

olduğu görüldü.  

Etanol üretiminin (%w/v), FBR5 suĢuna göre TS3 suĢu ile % 144 (p = 0.05) ve 

TS4 suĢu ile % 37 (p > 0.05) oranında arttığı görüldü (ġekil 4.7). 

Her ünite hücre biyokütlesi baĢına etanol üretiminin (g etanol x 100 ml
-1 

besiyeri / OD) FBR5 suĢuna göre, TS3 suĢu ile % 20 (p = 0.04) ve TS4 suĢu ile % 13 

(p > 0.05) oranında arttığı görüldü (ġekil 4.8). 

Etanol verimi; FBR5 suĢu ile % 18, TS3 suĢu ile % 43 ve TS4 suĢu ile % 24 

olarak belirlendi (Tablo 4.4). Tablo 4.5'te, FBR5 suĢuna göre TS3 ve TS4 suĢlarının 

etanol verim artıĢları (%) belirtildi. 

VHb ekspresyonunun (nmol/g yaĢ ağırlık) ise en fazla TS4 suĢu ile 426 nmol/g 

olduğu belirlendi (ġekil 4.9). Kültür ortamlarında bulunan toplam Ģekerin tamamının 

bütün suĢlar ile üremenin 48. saati sonunda tükendiği belirlendi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 



 

44 

 

Tablo 4.4: Yüksek havalandırmalı ve küçük hacimli koĢullarda FBR5, TS3 ve TS4 

suĢlarının % 2 (w/v) glukoz, % 1 (w/v) ksiloz içeren HB1'de 48 saatlik inkübasyon 

sonunda pH, OD (600 nm), etanol (% w/v; % v/v), her ünite hücre biyokütlesi baĢına 

etanol üretimi (g etanol x 100 ml
-1 

besiyeri / OD)  ve etanol verimi (%). Her değer iki 

tekrarın ortalamasıdır. Parantez içindeki değerler standart sapmaları (δn-1) 

göstermektedir. 

 

SuĢlar pH 
OD 

(600nm) 

EtOH 

(g/100ml) 

EtOH 

(% v/v) 

EtOH/OD 

(g/100ml/OD) 

Verim 

(%) 

FBR5 5.66 (0.47) 4.23 (0.15) 0.27 (0.01) 0.30 (0.04) 0.06 (0.01) 17.64 (0.93) 

PTS3 6.58 (0.19) 8.52 (0.93) 0.66 (0.10) 0.83 (0.12) 0.08 (0.00) 43.13 (6.47) 

PTS4 5.84 (0.67) 5.09 (0.10) 0.37 (0.07) 0.39 (0.03) 0.07 (0.01) 24.18 (4.62) 

 

 

 
 

ġekil 4.7: Yüksek havalandırmalı ve küçük hacimli koĢullarda HB1'de üretilen etanol 

(g etanol x 100 ml
-1 

besiyeri) artıĢı (%). Her değer iki tekrarın ortalamasıdır. Hata 

çubukları standart sapmaları (δn-1) göstermektedir. 

 

 

 
 

ġekil 4.8: Yüksek havalandırmalı ve küçük hacimli koĢullarda HB1'de her ünite 

hücre biyokütlesi baĢına üretilen etanol miktarındaki (g etanol x 100 ml
-1 

besiyeri / 

OD) artıĢ (%). Her değer iki tekrarın ortalamasıdır. Hata çubukları standart sapmaları  

(δn-1) göstermektedir. 
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ġekil 4.9: HB1 içerisinde büyütülen kültürlerin VHb ekspresyon değerleri (nmol/g 

yaĢ ağırlık) A) DüĢük havalandırmalı ve büyük hacimli koĢullarda, B) Yüksek 

havalandırmalı ve büyük hacimli koĢullarda, C) DüĢük havalandırmalı ve küçük 

hacimli koĢullarda, D) Yüksek havalandırmalı ve küçük hacimli koĢullarda. Her 

değer iki tekrarın ortalamasıdır. Hata çubukları standart sapmaları (δn-1) 

göstermektedir. 

 

 

Tablo 4.5: HB1'de etanol verim artıĢı (%). Her değer iki tekrarın ortalamasıdır. 

Parantez içindeki değerler standart sapmaları (δn-1) göstermektedir. 

 

KoĢullar Etanol Verim ArtıĢı (%) 

 TS3 TS4 

DüĢük havalandırmalı büyük 

hacimli 

119 (10) 59 (8) 

Yüksek havalandırmalı büyük 

hacimli 

81 (45) 21 (15) 

DüĢük havalandırmalı küçük 

hacimli 

100 (27) 52 (2) 

Yüksek havalandırmalı küçük 

hacimli 

145 (24) 37 (19) 
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4.2. Kontrol Besiyeri 1 (KB1)’de Etanol Üretimleri 

 

4.2.1. Düşük Havalandırmalı Büyük Hacimli Kültürler 

 

FBR5, TS3 ve TS4 suĢlarının pH değerleri, hücre yoğunlukları (OD600), etanol 

üretimleri (% w/v; % v/v), VHb ekspresyonları (nmol/g yaĢ ağırlık) ve besiyerinde 

kalan Ģeker miktarları (% w/v) 1000 ml’lik erlenler içerisinde 800 ml olacak Ģekilde 

hazırlanan, % 2 (w/v) glukoz, % 1 (w/v) ksiloz içeren KB1 (pH 7.0) ile uygun 

antibiyotikleri içeren düĢük havalandırmalı koĢullar altında, 180 rpm çalkalama 

hızında, 37°C sıcaklıkta, 48 saatlik inkübasyon süresi sonunda incelendi. 

Uygun antibiyotikleri içeren KB1'de, düĢük havalandırmalı koĢulda büyütülen 

kültürlerde, 48 saatlik inkübasyon süresi sonundaki pH değerlerinde en fazla azalma 

TS3 suĢunda gözlendi. Toplam hücre sayısını belirlemek amacıyla OD 600 nm’de 

yapılan ölçüm sonuçlarında, TS4 suĢunun en yüksek değere sahip olduğu görüldü.  

Etanol üretiminin (% w/v), FBR5 suĢuna göre TS3 suĢu ile % 37  (p > 0.05) ve 

TS4 suĢu ile % 7 (p > 0.05) oranında arttığı görüldü (ġekil 4.10). 

Her ünite hücre biyokütlesi baĢına etanol üretiminin (g etanol x 100 ml
-1 

besiyeri / OD) FBR5 suĢuna göre, TS3 suĢu ile % 43 (p > 0.05) ve TS4 suĢu ile %  7 

(p > 0.05) oranında arttığı görüldü (ġekil 4.11) 

Etanol verimi; FBR5 suĢu ile % 55, TS3 suĢu ile % 75 ve TS4 suĢu ile % 59 

olarak belirlendi (Tablo 4.6). Tablo 4.10'da, FBR5 suĢuna göre TS3 ve TS4 

suĢlarının etanol verim artıĢları (%) belirtildi. 

VHb ekspresyonunun (nmol/g yaĢ ağırlık) ise en fazla TS4 suĢu ile 768 nmol/g 

olduğu belirlendi (ġekil 4.18). Kültür ortamlarında bulunan toplam Ģekerin 

tamamının bütün suĢlar ile üremenin 48. saati sonunda tükendiği belirlendi. 
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Tablo 4.6: DüĢük havalandırmalı ve büyük hacimli koĢullarda FBR5, TS3 ve TS4 

suĢlarının % 2 (w/v) glukoz, % 1 (w/v) ksiloz içeren KB1'de 48 saatlik inkübasyon 

sonunda pH, OD (600 nm), etanol (% w/v; % v/v), her ünite hücre biyokütlesi baĢına 

etanol üretimi (g etanol x 100 ml
-1 

besiyeri / OD)  ve etanol verimi (%). Her değer iki 

tekrarın ortalamasıdır. Parantez içindeki değerler standart sapmaları (δn-1) 

göstermektedir. 

 

SuĢlar pH 
OD 

 (600nm) 

EtOH 

(g/100ml) 

EtOH 

(% v/v) 

EtOH/OD 

(g/100ml/OD) 

Verim 

(%) 

FBR5 6.11 (0.06) 6.92 (0.71) 0.84 (0.06) 1.07 (0.07) 0.12 (0.02) 54.9 (3.70) 

PTS3 6.03 (0.01) 6.97 (0.95) 1.15 (0.13) 1.46 (0.16)  0.16 (0.00) 75.16 (8.78) 

PTS4 6.21 (0.06) 7.61 (0.98) 0.90 (0.08) 1.19 (0.18) 0.12 (0.01) 58.82 (5.54) 

 

 

 
 

ġekil 4.10: DüĢük havalandırmalı ve büyük hacimli koĢullarda KB1'de üretilen 

etanol (g etanol x 100 ml
-1 

besiyeri) artıĢı (%). Her değer iki tekrarın ortalamasıdır. 

Hata çubukları standart sapmaları (δn-1) göstermektedir. 

 

 

 
 

ġekil 4.11: DüĢük havalandırmalı ve büyük hacimli koĢullarda KB1'de her ünite 

hücre biyokütlesi baĢına üretilen etanol miktarındaki (g etanol x 100 ml
-1 

besiyeri / 

OD) artıĢ (%). Her değer iki tekrarın ortalamasıdır. Hata çubukları standart sapmaları  

(δn-1) göstermektedir. 
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4.2.2. Yüksek Havalandırmalı Büyük Hacimli Kültürler 

 

FBR5, TS3 ve TS4 suĢlarının pH değerleri, hücre yoğunlukları (OD600), etanol 

üretimleri (% w/v; % v/v), VHb ekspresyonları (nmol/g yaĢ ağırlık) ve besiyerinde 

kalan Ģeker miktarları (% w/v) 1000 ml’lik erlenler içerisinde 200 ml olacak Ģekilde 

hazırlanan, % 2 (w/v) glukoz, % 1 (w/v) ksiloz içeren KB1 (pH 7.0) ile uygun 

antibiyotikleri içeren yüksek havalandırmalı koĢullar altında, 180 rpm çalkalama 

hızında, 37ºC sıcaklıkta, 48 saatlik inkübasyon süresi sonunda incelendi. 

Uygun antibiyotikleri içeren KB1'de, yüksek havalandırmalı koĢulda büyütülen 

kültürlerde, 48 saatlik inkübasyon süresi sonundaki pH değerlerinde en fazla azalma 

FBR5 suĢunda gözlendi. Toplam hücre sayısını belirlemek amacıyla OD 600 nm’de 

yapılan ölçüm sonuçlarında, TS3 suĢunun en yüksek değere sahip olduğu görüldü.  

Etanol üretiminin (% w/v), FBR5 suĢuna göre TS3 suĢu ile % 22 (p = 0.01) ve 

TS4 suĢu ile % 3 (p > 0.05) oranında arttığı görüldü (ġekil 4.12).   

Her ünite hücre biyokütlesi baĢına etanol üretiminin (g etanol x 100 ml
-1 

besiyeri / OD) FBR5 suĢuna göre, TS3 suĢu ile % 15 (p > 0.05) ve TS4 suĢu ile % 3 

(p > 0.05) oranında arttığı görüldü (ġekil 4.13). 

Etanol verimi; FBR5 suĢu ile %57, TS3 suĢu ile % 69 ve TS4 suĢu ile % 59 

olarak belirlendi (Tablo 4.7). Tablo 4.10'da, FBR5 suĢuna göre TS3 ve TS4 

suĢlarının etanol verim artıĢları (%) belirtildi. 

VHb ekspresyonunun (nmol/g yaĢ ağırlık) ise en fazla TS4 suĢu ile 998 nmol/g 

olduğu belirlendi (ġekil 4.18). Kültür ortamlarında bulunan toplam Ģekerin 

tamamının bütün suĢlar ile üremenin 48. saati sonunda tükendiği belirlendi. 
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Tablo 4.7: Yüksek havalandırmalı ve büyük hacimli koĢullarda FBR5, TS3 ve TS4 

suĢlarının % 2 (w/v) glukoz, % 1 (w/v) ksiloz içeren KB1'de 48 saatlik inkübasyon 

sonunda pH, OD (600 nm), etanol (% w/v; % v/v), her ünite hücre biyokütlesi baĢına 

etanol üretimi (g etanol x 100 ml
-1 

besiyeri / OD)  ve etanol verimi (%). Her değer iki 

tekrarın ortalamasıdır. Parantez içindeki değerler standart sapmaları (δn-1) 

göstermektedir. 

 

SuĢlar pH 
OD 

 (600nm) 

EtOH 

(g/100ml) 

EtOH 

(% v/v) 

EtOH/OD 

(g/100ml/OD) 

Verim 

(%) 

FBR5 6.00 (0.02) 9.68 (0.59) 0.87 (0.04) 1.10 (0.05) 0.09 (0.01) 56.86 (2.77) 

PTS3 6.19 (0.06) 10.36 (1.13) 1.06 (0.04) 1.37 (0.01)  0.10 (0.01) 69.28 (2.31) 

PTS4 6.11 (0.06) 9.81 (0.01) 0.90 (0.03) 1.14 (0.03) 0.09 (0.00) 58.82 (1.85) 

 

 

 
 

ġekil 4.12: Yüksek havalandırmalı ve büyük hacimli koĢullarda KB1'de üretilen 

etanol (g etanol x 100 ml
-1 

besiyeri) artıĢı (%). Her değer iki tekrarın ortalamasıdır. 

Hata çubukları standart sapmaları (δn-1) göstermektedir. 

 

 

 
 

ġekil 4.13: Yüksek havalandırmalı ve büyük hacimli koĢullarda KB1'de her ünite 

hücre biyokütlesi baĢına üretilen etanol miktarındaki (g etanol x 100 ml
-1 

besiyeri / 

OD) artıĢ (%). Her değer iki tekrarın ortalamasıdır. Hata çubukları standart sapmaları  

(δn-1) göstermektedir. 
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4.2.3. Düşük Havalandırmalı Küçük Hacimli Kültürler 

 

FBR5, TS3 ve TS4 suĢlarının pH değerleri, hücre yoğunlukları (OD600), etanol 

üretimleri (% w/v; % v/v), VHb ekspresyonları (nmol/g yaĢ ağırlık) ve besiyerinde 

kalan Ģeker miktarları (% w/v) 100 ml’lik erlenler içerisinde 80 ml olacak Ģekilde 

hazırlanan, % 2 (w/v) glukoz, % 1 (w/v) ksiloz içeren KB1 (pH 7.0) ile uygun 

antibiyotikleri içeren düĢük havalandırmalı koĢullar altında, 180 rpm çalkalama 

hızında, 37ºC sıcaklıkta, 48 saatlik inkübasyon süresi sonunda incelendi. 

Uygun antibiyotikleri içeren KB1'de, düĢük havalandırmalı koĢulda büyütülen 

kültürlerde, 48 saatlik inkübasyon süresi sonundaki pH değerlerinde en fazla azalma 

FBR5 suĢunda gözlendi. Toplam hücre sayısını belirlemek amacıyla OD 600 nm’de 

yapılan ölçüm sonuçlarında, FBR5 suĢunun en yüksek değere sahip olduğu görüldü.  

Etanol üretiminin (% w/v), FBR5 suĢuna göre TS3 suĢu ile % 81 (p > 0.05) ve 

TS4 suĢu ile % 66 (p = 0.03) oranında arttığı görüldü (ġekil 4.14). 

 Her ünite hücre biyokütlesi baĢına etanol üretiminin (g etanol x 100 ml
-1 

besiyeri / OD) FBR5 suĢuna göre, TS3 suĢu ile % 98 (p > 0.05) ve TS4 suĢu ile % 

105 (p = 0.01) oranında arttığı görüldü (ġekil 4.15). 

Etanol verimi; FBR5 suĢu ile % 35, TS3 suĢu ile % 63 ve TS4 suĢu ile % 58 

olarak belirlendi (Tablo 4.8).  Tablo 4.10'da, FBR5 suĢuna göre TS3 ve TS4 

suĢlarının etanol verim artıĢları (%) belirtildi. 

VHb ekspresyonunun (nmol/g yaĢ ağırlık) ise en fazla TS4 suĢu ile 938 nmol/g 

olduğu belirlendi (ġekil 4.18). Kültür ortamlarında bulunan toplam Ģekerin 

tamamının bütün suĢlar ile üremenin 48. saati sonunda tükendiği belirlendi. 
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Tablo 4.8: DüĢük havalandırmalı ve küçük hacimli koĢullarda FBR5, TS3 ve TS4 

suĢlarının % 2 (w/v) glukoz, % 1 (w/v) ksiloz içeren KB1'de 48 saatlik inkübasyon 

sonunda pH, OD (600 nm), etanol (% w/v; % v/v), her ünite hücre biyokütlesi baĢına 

etanol üretimi (g etanol x 100 ml
-1 

besiyeri / OD)  ve etanol verimi (%). Her değer iki 

tekrarın ortalamasıdır. Parantez içindeki değerler standart sapmaları (δn-1) 

göstermektedir. 

 

SuĢlar pH 
OD 

 (600nm) 

EtOH 

(g/100ml) 

EtOH 

(% v/v) 

EtOH/OD 

(g/100ml/OD) 

Verim 

(%) 

FBR5 6.07 (0.01) 9.42 (0.34) 0.53 (0.05) 0.67 (0.06) 0.06 (0.00) 34.64 (3.24) 

PTS3 6.18 (0.01) 8.64 (0.34) 0.96 (0.23) 1.22 (0.28)  0.11 (0.02) 62.74(14.79) 

PTS4 6.11 (0.01) 7.63 (0.98) 0.88 (0.09) 1.11 (0.11) 0.12 (0.00) 57.51 (6.00) 

 

 

 
 

ġekil 4.14: DüĢük havalandırmalı ve küçük hacimli koĢullarda KB1'de üretilen 

etanol (g etanol x 100 ml
-1 

besiyeri) artıĢı (%). Her değer iki tekrarın ortalamasıdır. 

Hata çubukları standart sapmaları (δn-1) göstermektedir. 

 

 

 
 

ġekil 4.15: DüĢük havalandırmalı ve küçük hacimli koĢullarda KB1'de her ünite 

hücre biyokütlesi baĢına üretilen etanol miktarındaki (g etanol x 100 ml
-1 

besiyeri / 

OD) artıĢ (%). Her değer iki tekrarın ortalamasıdır. Hata çubukları standart sapmaları  

(δn-1) göstermektedir. 
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4.2.4. Yüksek Havalandırmalı Küçük Hacimli Kültürler 

 

FBR5, TS3 ve TS4 suĢlarının pH değerleri, hücre yoğunlukları (OD600), etanol 

üretimleri (% w/v; % v/v), VHb ekspresyonları (nmol/g yaĢ ağırlık) ve besiyerinde 

kalan Ģeker miktarları (% w/v) 100 ml’lik erlenler içerisinde 20 ml olacak Ģekilde 

hazırlanan, % 2 (w/v) glukoz, % 1 (w/v) ksiloz içeren KB1 (pH 7.0) ile uygun 

antibiyotikleri içeren yüksek havalandırmalı koĢullar altında, 180 rpm çalkalama 

hızında, 37ºC sıcaklıkta, 48 saatlik inkübasyon süresi sonunda incelendi. 

Uygun antibiyotikleri içeren KB1'de, yüksek havalandırmalı koĢulda büyütülen 

kültürlerde, 48 saatlik inkübasyon süresi sonundaki pH değerlerinde en fazla azalma 

FBR5 suĢunda gözlendi. Toplam hücre sayısını belirlemek amacıyla OD 600 nm’de 

yapılan ölçüm sonuçlarında, TS3 suĢunun en yüksek değere sahip olduğu görüldü.  

Etanol üretiminin (% w/v), FBR5 suĢuna göre TS3 suĢu ile % 47 (p = 0.02) ve 

TS4 suĢu ile % 12 (p =0.04) oranında arttığı görüldü (ġekil 4.16). 

. Her ünite hücre biyokütlesi baĢına etanol üretiminin (g etanol x 100 ml
-1 

besiyeri / OD) FBR5 suĢuna göre, TS3 suĢu ile % 43 (p > 0.05) ve TS4 suĢu ile % 17 

(p = 0.03) oranında arttığı görüldü (ġekil 4.17).  

Etanol verimi; FBR5 suĢu ile % 22, TS3 suĢu ile % 33 ve TS4 suĢu ile % 25 

olarak belirlendi (Tablo 4.9). Tablo 4.10'da, FBR5 suĢuna göre TS3 ve TS4 

suĢlarının etanol verim artıĢları (%) belirtildi. 

VHb ekspresyonunun (nmol/g yaĢ ağırlık) ise en fazla TS4 suĢu ile 897 nmol/g 

olduğu belirlendi (ġekil 4.18). Kültür ortamlarında bulunan toplam Ģekerin 

tamamının bütün suĢlar ile üremenin 48. saati sonunda tükendiği belirlendi. 
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Tablo 4.9: Yüksek havalandırmalı ve küçük hacimli koĢullarda FBR5, TS3 ve TS4 

suĢlarının % 2 (w/v) glukoz, % 1 (w/v) ksiloz içeren KB1'de 48 saatlik inkübasyon 

sonunda pH, OD (600 nm), etanol (% w/v; % v/v), her ünite hücre biyokütlesi baĢına 

etanol üretimi (g etanol x 100 ml
-1 

besiyeri / OD)  ve etanol verimi (%). Her değer iki 

tekrarın ortalamasıdır. Parantez içindeki değerler standart sapmaları (δn-1) 

göstermektedir. 

 

SuĢlar pH 
OD 

 (600nm) 

EtOH 

(g/100ml) 

EtOH 

(% v/v) 

EtOH/OD 

(g/100ml/OD) 

Verim 

(%) 

FBR5 6.71 (0.03) 10.99 (1.03) 0.34 (00.6) 0.43 (0.08) 0.03 (0.01) 22.22 (4.16) 

PTS3 6.81 (0.11) 11.4 (1.27) 0.50 (0.08) 0.63 (0.09) 0.04 (0.01) 32.67 (5.08) 

PTS4 6.87 (0.08) 10.65 (0.95) 0.38 (0.07) 0.49 (0.09) 0.04 (0.01) 24.84 (4.62) 

 

 

 
 

ġekil 4.16: Yüksek havalandırmalı ve küçük hacimli koĢullarda KB1'de üretilen 

etanol (g etanol x 100 ml
-1 

besiyeri) artıĢı (%). Her değer iki tekrarın ortalamasıdır. 

Hata çubukları standart sapmaları (δn-1) göstermektedir. 

 

 

 
 

ġekil 4.17: Yüksek havalandırmalı ve küçük hacimli koĢullarda KB1'de her ünite 

hücre biyokütlesi baĢına üretilen etanol miktarındaki (g etanol x 100 ml
-1 

besiyeri / 

OD) artıĢ (%). Her değer iki tekrarın ortalamasıdır. Hata çubukları standart sapmaları  

(δn-1) göstermektedir. 
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ġekil 4.18: KB1 içerisinde büyütülen kültürlerin VHb ekspresyon değerleri (nmol/g 

yaĢ ağırlık) A) DüĢük havalandırmalı ve büyük hacimli koĢullarda, B) Yüksek 

havalandırmalı ve büyük hacimli koĢullarda, C) DüĢük havalandırmalı ve küçük 

hacimli koĢullarda, D) Yüksek havalandırmalı ve küçük hacimli koĢullarda. Her 

değer iki tekrarın ortalamasıdır. Hata çubukları standart sapmaları (δn-1) 

göstermektedir. 

 

 

Tablo 4.10: KB1'de etanol verim artıĢı (%). Her değer iki tekrarın ortalamasıdır. 

Parantez içindeki değerler standart sapmaları (δn-1) göstermektedir. 

 

KoĢullar Etanol Verim ArtıĢı (%) 

 TS3 TS4 

DüĢük havalandırmalı büyük 

hacimli 

37 (7) 7 (3) 

Yüksek havalandırmalı büyük 

hacimli 

22 (2) 3 (2) 

DüĢük havalandırmalı küçük 

hacimli 

81 (26) 66 (2) 

Yüksek havalandırmalı küçük 

hacimli 

47 (5) 12 (0) 
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4.3. Hidrolizat Besiyeri 2 (HB2)’de Etanol Üretimleri 

 

4.3.1. Düşük Havalandırmalı Büyük Hacimli Kültürler 

 

FBR5, TS3 ve TS4 suĢlarının pH değerleri, hücre yoğunlukları (OD600), etanol 

üretimleri (% w/v; % v/v), VHb ekspresyonları (nmol/g yaĢ ağırlık) ve besiyerinde 

kalan Ģeker miktarları (% w/v) 1000 ml’lik erlenler içerisinde 800 ml olacak Ģekilde 

hazırlanan, % 1 (w/v) glukoz, % 0.5 (w/v) ksiloz içeren HB2 (pH 7.0) ile uygun 

antibiyotikleri içeren düĢük havalandırmalı koĢullar altında, 180 rpm çalkalama 

hızında, 37ºC sıcaklıkta, 48 saatlik inkübasyon süresi sonunda incelendi. 

Uygun antibiyotikleri içeren HB2'de, düĢük havalandırmalı koĢulda büyütülen 

kültürlerde, 48 saatlik inkübasyon süresi sonundaki pH değerlerinde en fazla azalma 

FBR5 suĢunda gözlendi. Toplam hücre sayısını belirlemek amacıyla OD 600 nm’de 

yapılan ölçüm sonuçlarında, FBR5 suĢunun en yüksek değere sahip olduğu görüldü.  

Etanol üretiminin (% w/v), FBR5 suĢuna göre TS3 suĢu ile % 103 (p > 0.05) ve 

TS4 suĢu ile % 74 (p > 0.05) oranında arttığı görüldü (ġekil 4.19). 

Her ünite hücre biyokütlesi baĢına etanol üretimi (g etanol x 100 ml
-1 

besiyeri / 

OD) FBR5 suĢuna göre, TS3 suĢu ile % 145 (p > 0.05) ve TS4 suĢu ile % 138 (p = 

0.01) oranında arttığı görüldü (ġekil 4.20).  

Etanol verimi; FBR5 suĢu ile % 81, TS3 suĢu ile % 165 ve TS4 suĢu ile % 141 

olarak belirlendi (Tablo 4.11). Tablo 4.15'te, FBR5 suĢuna göre TS3 ve TS4 

suĢlarının etanol verim artıĢları (%) belirtildi. 

VHb ekspresyonunun (nmol/g yaĢ ağırlık) ise en fazla TS4 suĢu ile 698 nmol/g 

olduğu belirlendi (ġekil 4.27). Kültür ortamlarında bulunan toplam Ģekerin 

tamamının bütün suĢlar ile üremenin 48. saati sonunda tükendiği belirlendi. 
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Tablo 4.11: DüĢük havalandırmalı ve büyük hacimli koĢullarda FBR5, TS3 ve TS4 

suĢlarının % 1 (w/v) glukoz, % 0.5 (w/v) ksiloz içeren HB2'de 48 saatlik inkübasyon 

sonunda pH, OD (600 nm), etanol (% w/v; % v/v), her ünite hücre biyokütlesi baĢına 

etanol üretimi (g etanol x 100 ml
-1 

besiyeri / OD)  ve etanol verimi (%). Her değer iki 

tekrarın ortalamasıdır. Parantez içindeki değerler standart sapmaları (δn-1) 

göstermektedir. 

 

SuĢlar pH 
OD 

 (600nm) 

EtOH 

(g/100ml) 

EtOH 

(% v/v) 

EtOH/OD 

(g/100ml/OD) 

Verim 

(%) 

FBR5 5.72 (0.02) 6.97 (0.04) 0.62 (0.25) 0.77 (0.32) 0.09 (0.04) 81.04 (17.56) 

PTS3 5.94 (0.06) 5.82 (1.75) 1.26 (0.07) 1.58 (0.08) 0.21 (0.08) 164.70 (9.24) 

PTS4 5.98 (0.05) 5.03 (0.18) 1.08 (0.08) 1.36 (0.11) 0.21 (0.03) 141.17(11.09) 

 

 

 
 

ġekil 4.19: DüĢük havalandırmalı ve büyük hacimli koĢullarda KB1'de üretilen 

etanol (g etanol x 100 ml
-1 

besiyeri) artıĢı (%). Her değer iki tekrarın ortalamasıdır. 

Hata çubukları standart sapmaları (δn-1) göstermektedir. 

 

 

 
 

ġekil 4.20: DüĢük havalandırmalı ve büyük hacimli koĢullarda HB2'de her ünite 

hücre biyokütlesi baĢına üretilen etanol miktarındaki (g etanol x 100 ml
-1 

besiyeri / 

OD) artıĢ (%). Her değer iki tekrarın ortalamasıdır. Hata çubukları standart sapmaları  

(δn-1) göstermektedir. 
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4.3.2. Yüksek Havalandırmalı Büyük Hacimli Kültürler 

 

FBR5, TS3 ve TS4 suĢlarının pH değerleri, hücre yoğunlukları (OD600), etanol 

üretimleri (% w/v; % v/v), VHb ekspresyonları (nmol/g yaĢ ağırlık) ve besiyerinde 

kalan Ģeker miktarları (% w/v) 1000 ml’lik erlenler içerisinde 200 ml olacak Ģekilde 

hazırlanan, % 1 (w/v) glukoz, % 0.5 (w/v) ksiloz içeren HB2 (pH 7.0) ile uygun 

antibiyotikleri içeren yüksek havalandırmalı koĢullar altında, 180 rpm çalkalama 

hızında, 37ºC sıcaklıkta, 48 saatlik inkübasyon süresi sonunda incelendi. 

Uygun antibiyotikleri içeren HB2'de, yüksek havalandırmalı koĢulda büyütülen 

kültürlerde, 48 saatlik inkübasyon süresi sonundaki pH değerlerinde en fazla azalma 

TS4 suĢunda gözlendi. Toplam hücre sayısını belirlemek amacıyla OD 600 nm’de 

yapılan ölçüm sonuçlarında, FBR5 suĢunun en yüksek değere sahip olduğu görüldü.  

Etanol üretiminin (% w/v), FBR5 suĢuna göre TS3 suĢu ile % 77 (p > 0.05) ve 

TS4 suĢu ile % 65 (p = 0.02) oranında arttığı görüldü (ġekil 4.21). 

 Her ünite hücre biyokütlesi baĢına etanol üretiminin (g etanol x 100 ml
-1 

besiyeri / OD) FBR5 suĢuna göre, TS3 suĢu ile % 150 (p > 0.05) ve TS4 suĢu ile % 

72 (p > 0.05) oranında arttığı görüldü (ġekil 4.22). 

Etanol verimi; FBR5 suĢu ile % 85, TS3 suĢu ile % 150 ve TS4 suĢu ile % 140 

olarak belirlendi (Tablo 4.12). Tablo 4.15'te, FBR5 suĢuna göre TS3 ve TS4 

suĢlarının etanol verim artıĢları (%) belirtildi. 

 VHb ekspresyonunun (nmol/g yaĢ ağırlık) ise en fazla TS4 suĢu 404 nmol/g 

olduğu belirlendi (ġekil 4.27). Kültür ortamlarında bulunan toplam Ģekerin 

tamamının bütün suĢlar ile üremenin 48. saati sonunda tükendiği belirlendi. 
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Tablo 4.12:Yüksek havalandırmalı ve büyük hacimli koĢullarda FBR5, TS3 ve TS4 

suĢlarının % 1 (w/v) glukoz, % 0.5 (w/v) ksiloz içeren HB2'de 48 saatlik inkübasyon 

sonunda pH, OD (600 nm), etanol (% w/v; % v/v), her ünite hücre biyokütlesi baĢına 

etanol üretimi (g etanol x 100 ml
-1 

besiyeri / OD)  ve etanol verimi (%). Her değer iki 

tekrarın ortalamasıdır. Parantez içindeki değerler standart sapmaları (δn-1) 

göstermektedir. 

 

SuĢlar pH 
OD 

 (600nm) 

EtOH 

(g/100ml) 

EtOH 

(% v/v) 

EtOH/OD 

(g/100ml/OD) 

Verim 

(%) 

FBR5 6.05 (0.06) 8.45 (2.52) 0.65 (0.12) 0.81 (0.13) 0.08 (0.01) 84.96 (13.87) 

PTS3 6.02 (0.11) 6.04 (0.93) 1.15 (0.32) 1.47 (0.4) 0.19 (0.02) 150.32(41.60) 

PTS4 5.72 (0.00) 8.12 (2.23) 1.07 (0.13) 1.35 (0.71) 0.13 (0.02) 139.86(17.56) 

 

 

 
 

ġekil 4.21: Yüksek havalandırmalı ve büyük hacimli koĢullarda HB2'de üretilen 

etanol(g etanol x 100 ml
-1 

besiyeri) artıĢı (%). Her değer iki tekrarın ortalamasıdır. 

Hata çubukları standart sapmaları (δn-1) göstermektedir. 

 

 

 
 

ġekil 4.22: Yüksek havalandırmalı ve büyük hacimli koĢullarda HB2'de her ünite 

hücre biyokütlesi baĢına üretilen etanol miktarındaki (g etanol x 100 ml
-1 

besiyeri / 

OD) artıĢ (%). Her değer iki tekrarın ortalamasıdır. Hata çubukları standart sapmaları  

(δn-1) göstermektedir. 
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4.3.3. Düşük Havalandırmalı Küçük Hacimli Kültürler 

 

FBR5, TS3 ve TS4 suĢlarının pH değerleri, hücre yoğunlukları (OD600), etanol 

üretimleri (% w/v; % v/v), VHb ekspresyonları (nmol/g yaĢ ağırlık) ve besiyerinde 

kalan Ģeker miktarları (% w/v) 100 ml’lik erlenler içerisinde 80 ml olacak Ģekilde 

hazırlanan, % 1 (w/v) glukoz, % 0.5 (w/v) ksiloz içeren HB2 (pH 7.0) ile uygun 

antibiyotikleri içeren düĢük havalandırmalı koĢullar altında, 180 rpm çalkalama 

hızında, 37ºC sıcaklıkta, 48 saatlik inkübasyon süresi sonunda incelendi. 

Uygun antibiyotikleri içeren HB2'de, düĢük havalandırmalı koĢulda büyütülen 

kültürlerde, 48 saatlik inkübasyon süresi sonundaki pH değerlerinde en fazla azalma 

FBR5 suĢunda gözlendi. Toplam hücre sayısını belirlemek amacıyla OD 600 nm’de 

yapılan ölçüm sonuçlarında, FBR5 suĢunun en yüksek değere sahip olduğu görüldü.  

Etanol üretiminin (% w/v), FBR5 suĢuna göre TS3 suĢu ile % 148 (p = 0.01) ve 

TS4 suĢu ile % 107 (p = 0.01) oranında arttığı görüldü (ġekil 4.23). 

Her ünite hücre biyokütlesi baĢına etanol üretiminin (g etanol x 100 ml
-1 

besiyeri / OD) FBR5 suĢuna göre, TS3 suĢu ile % 255 (p = 0.00) ve TS4 suĢu ile % 

145 (p = 0.03) oranında arttığı görüldü (ġekil 4.24). 

Etanol verimi; FBR5 suĢu ile % 35, TS3 suĢu ile % 84 ve TS4 suĢu ile % 73 

olarak belirlendi (Tablo 4.13). Tablo 4.15'te, FBR5 suĢuna göre TS3 ve TS4 

suĢlarının etanol verim artıĢları (%) belirtildi. 

VHb ekspresyonunun (nmol/g yaĢ ağırlık) ise en fazla TS4 suĢu 695 nmol/g 

olduğu belirlendi (ġekil 4.27). Kültür ortamlarında bulunan toplam Ģekerin 

tamamının bütün suĢlar ile üremenin 48. saati sonunda tükendiği belirlendi. 
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Tablo 4.13:DüĢük havalandırmalı ve küçük hacimli koĢullarda FBR5, TS3 ve TS4 

suĢlarının % 1 (w/v) glukoz, % 0.5 (w/v) ksiloz içeren HB2'de 48 saatlik inkübasyon 

sonunda pH, OD (600 nm), etanol (% w/v; % v/v), her ünite hücre biyokütlesi baĢına 

etanol üretimi (g etanol x 100 ml
-1 

besiyeri / OD)  ve etanol verimi (%). Her değer iki 

tekrarın ortalamasıdır. Parantez içindeki değerler standart sapmaları (δn-1) 

göstermektedir. 

 

SuĢlar pH 
OD 

 (600nm) 

EtOH 

(g/100ml) 

EtOH 

(% v/v) 

EtOH/OD 

(g/100ml/OD) 

Verim 

(%) 

FBR5 6.31 (0.02) 6.29 (0.54 0.27 (0.02) 0.34 (0.03) 0.04 (0.00) 35.29 (2.78) 

PTS3 6.77 (0.01) 4.29 (0.06) 0.64 (0.01) 0.81 (0.01) 0.15 (0.00) 83.66 (0.939 

PTS4 6.40 (0.02) 5.44 (0.62) 0.56 (0.03) 0.71 (0.04) 0.10 (0.01) 73.20 (3.70) 

 

 

 
 

ġekil 4.23: DüĢük havalandırmalı ve küçük hacimli koĢullarda HB2'de üretilen 

etanol (g etanol x 100 ml
-1 

besiyeri) artıĢı (%). Her değer iki tekrarın ortalamasıdır. 

Hata çubukları standart sapmaları (δn-1) göstermektedir. 

 

 

 
 

ġekil 4.24: DüĢük havalandırmalı ve küçük hacimli koĢullarda HB2'de her ünite 

hücre biyokütlesi baĢına üretilen etanol miktarındaki (g etanol x 100 ml
-1 

besiyeri / 

OD) artıĢ (%). Her değer iki tekrarın ortalamasıdır. Hata çubukları standart sapmaları  

(δn-1) göstermektedir. 
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4.3.4. Yüksek Havalandırmalı Küçük Hacimli Kültürler 

 

FBR5, TS3 ve TS4 suĢlarının pH değerleri, hücre yoğunlukları (OD600), etanol 

üretimleri (% w/v; % v/v), VHb ekspresyonları (nmol/g yaĢ ağırlık) ve besiyerinde 

kalan Ģeker miktarları (% w/v) 100 ml’lik erlenler içerisinde 20 ml olacak Ģekilde 

hazırlanan, % 1 (w/v) glukoz, % 0.5 (w/v) ksiloz içeren HB2 (pH 7.0) ile uygun 

antibiyotikleri içeren yüksek havalandırmalı koĢullar altında, 180 rpm çalkalama 

hızında, 37ºC sıcaklıkta, 48 saatlik inkübasyon süresi sonunda incelendi. 

Uygun antibiyotikleri içeren HB2'de, yüksek havalandırmalı koĢulda büyütülen 

kültürlerde, 48 saatlik inkübasyon süresi sonundaki pH değerlerinde en fazla azalma 

TS4 suĢunda gözlendi. Toplam hücre sayısını belirlemek amacıyla OD 600 nm’de 

yapılan ölçüm sonuçlarında, FBR5 suĢunun en yüksek değere sahip olduğu görüldü.  

Etanol üretiminin (% w/v), FBR5 suĢuna göre TS3 suĢu ile % 54 (p = 0.01) ve 

TS4 suĢu ile % 15 (p = 0.00) oranında arttığı görüldü (ġekil 4.25). 

Her ünite hücre biyokütlesi baĢına etanol üretiminin (g etanol x 100 ml
-1 

besiyeri / OD) FBR5 suĢuna göre, TS3 suĢu ile % 93 (p = 0.05) ve TS4 suĢu ile % 34 

(p > 0.05) oranında arttığı görüldü (ġekil 4.26).  

Etanol verimi; FBR5 suĢu ile % 51, TS3 suĢu ile % 78 ve TS4 suĢu ile % 59 

olarak belirlendi (Tablo 4.14). Tablo 4.15'te, FBR5 suĢuna göre TS3 ve TS4 

suĢlarının etanol verim artıĢları (%) belirtildi. 

VHb ekspresyonunun (nmol/g yaĢ ağırlık) ise en fazla TS4 suĢu 1099 nmol/g 

olduğu belirlendi (ġekil 4.27). Kültür ortamlarında bulunan toplam Ģekerin 

tamamının bütün suĢlar ile üremenin 48. saati sonunda tükendiği belirlendi. 
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Tablo 4.14:Yüksek havalandırmalı ve küçük hacimli koĢullarda FBR5, TS3 ve TS4 

suĢlarının % 1 (w/v) glukoz, % 0.5 (w/v) ksiloz içeren HB2'de 48 saatlik inkübasyon 

sonunda pH, OD (600 nm), etanol (% w/v; % v/v), her ünite hücre biyokütlesi baĢına 

etanol üretimi (g etanol x 100 ml
-1 

besiyeri / OD)  ve etanol verimi (%). Her değer iki 

tekrarın ortalamasıdır. Parantez içindeki değerler standart sapmaları (δn-1) 

göstermektedir. 

 

SuĢlar pH 
OD 

 (600nm) 

EtOH 

(g/100ml) 

EtOH 

(% v/v) 

EtOH/OD 

(g/100ml/OD) 

Verim 

(%) 

FBR5 6.71 (0.02) 9.44 (1.56) 0.39 (0.06) 0.50 (0.07) 0.04 (0.01) 50.98 (7.39) 

PTS3 6.71 (0.03) 7.51 (0.18) 0.60 (0.05) 0.76 (0.06) 0.08 (0.01) 78.43 (6.47) 

PTS4 6.49 (0.04) 8.1 (0.08) 0.45 (0.06) 0.62 (0.01) 0.06 (0.00) 58.82 (7.40) 

 

 

 
 

ġekil 4.25: Yüksek havalandırmalı ve küçük hacimli koĢullarda HB2'de üretilen 

etanol (g etanol x 100 ml
-1 

besiyeri) artıĢı(%). Her değer iki tekrarın ortalamasıdır. 

Hata çubukları standart sapmaları (δn-1) göstermektedir. 

 

 

 
 

ġekil 4.26: Yüksek havalandırmalı ve küçük hacimli koĢullarda HB2'de her ünite 

hücre biyokütlesi baĢına üretilen etanol miktarındaki (g etanol x 100 ml
-1 

besiyeri / 

OD) artıĢ (%). Her değer iki tekrarın ortalamasıdır. Hata çubukları standart sapmaları  

(δn-1) göstermektedir. 
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ġekil 4.27: HB2 içerisinde büyütülen kültürlerin VHb ekspresyon değerleri (nmol/g 

yaĢ ağırlık) A) DüĢük havalandırmalı ve büyük hacimli koĢullarda, B) Yüksek 

havalandırmalı ve büyük hacimli koĢullarda, C) DüĢük havalandırmalı ve küçük 

hacimli koĢullarda, D) Yüksek havalandırmalı ve küçük hacimli koĢullarda. Her 

değer iki tekrarın ortalamasıdır. Hata çubukları standart sapmaları (δn-1) 

göstermektedir. 

 

 

Tablo 4.15: HB2'de etanol verim artıĢı (%). Her değer iki tekrarın ortalamasıdır. 

Parantez içindeki değerler standart sapmaları (δn-1) göstermektedir. 

 

KoĢullar Etanol Verim ArtıĢı (%) 

 TS3 TS4 

DüĢük havalandırmalı büyük 

hacimli 

103 (50) 74 (38) 

Yüksek havalandırmalı büyük 

hacimli 

77 (20) 65 (6) 

DüĢük havalandırmalı küçük 

hacimli 

137 (17) 107 (6) 

Yüksek havalandırmalı küçük 

hacimli 

54 (10)  15 (2) 
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4.4. Kontrol Besiyeri 2 (KB2)’de Etanol Üretimleri 

 

4.4.1. Düşük Havalandırmalı Büyük Hacimli Kültürler 

 

FBR5, TS3 ve TS4 suĢlarının pH değerleri, hücre yoğunlukları (OD600), etanol 

üretimleri (% w/v; % v/v), VHb ekspresyonları (nmol/g yaĢ ağırlık) ve besiyerinde 

kalan Ģeker miktarları (% w/v) 1000 ml’lik erlenler içerisinde 800 ml olacak Ģekilde 

hazırlanan, % 1 (w/v) glukoz, % 0.5 (w/v) ksiloz içeren KB2 (pH 7.0) ile uygun 

antibiyotikleri içeren düĢük havalandırmalı koĢullar altında, 180 rpm çalkalama 

hızında, 37ºC sıcaklıkta, 48 saatlik inkübasyon süresi sonunda incelendi. 

Uygun antibiyotikleri içeren KB2'de, düĢük havalandırmalı koĢulda büyütülen 

kültürlerde, 48 saatlik inkübasyon süresi sonundaki pH değerlerinde en fazla azalma 

TS3 suĢunda gözlendi. Toplam hücre sayısını belirlemek amacıyla OD 600 nm’de 

yapılan ölçüm sonuçlarında, TS4 suĢunun en yüksek değere sahip olduğu görüldü.  

Etanol üretiminin (% w/v), FBR5 suĢuna göre TS3 suĢu ile % 112 (p = 0.04) ve 

TS4 suĢu ile % 78 (p = 0.02) oranında arttığı görüldü (ġekil 4.28) 

Her ünite hücre biyokütlesi baĢına etanol üretimi (g etanol x 100 ml
-1 

besiyeri / 

OD) FBR5 suĢuna göre, TS3 suĢu % 217 (p = 0.04) ve TS4 suĢu % 83 (p > 0.05) 

oranında arttığı görüldü (ġekil 4.29)  

Etanol verimi; FBR5 suĢu ile % 67, TS3 suĢu ile % 141 ve TS4 suĢu ile % 119 

olarak belirlendi (Tablo 4.16). Tablo 4.20'de, FBR5 suĢuna göre TS3 ve TS4 

suĢlarının etanol verim artıĢları (%) belirtildi. 

VHb ekspresyonunun (nmol/g yaĢ ağırlık) ise en fazla TS4 suĢu ile 743 nmol/g 

olduğu belirlendi (ġekil 4.36). Kültür ortamlarında bulunan toplam Ģekerin 

tamamının bütün suĢlar ile üremenin 48. saati sonunda tükendiği belirlendi. 
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Tablo 4.16: DüĢük havalandırmalı ve büyük hacimli koĢullarda FBR5, TS3 ve TS4 

suĢlarının % 1 (w/v) glukoz, % 0.5 (w/v) ksiloz içeren KB2'de 48 saatlik inkübasyon 

sonunda pH, OD (600 nm), etanol (% w/v; % v/v), her ünite hücre biyokütlesi baĢına 

etanol üretimi (g etanol x 100 ml
-1 

besiyeri / OD)  ve etanol verimi (%). Her değer iki 

tekrarın ortalamasıdır. Parantez içindeki değerler standart sapmaları (δn-1) 

göstermektedir. 

 

SuĢlar pH 
OD 

 (600nm) 

EtOH 

(g/100ml) 

EtOH 

(% v/v) 

EtOH/OD 

(g/100ml/OD) 

Verim 

(%) 

FBR5 6.48 (0.06) 7.73 (0.58) 0.51 (0.16) 0.64 (0.20) 0.06 (0.02) 66.66 (20.34) 

PTS3 6.32 (0.03) 5.73 (0.10) 1.08 (0.25) 1.37 (0.31) 0.19 (0.04) 141.17(33.28) 

PTS4 6.40 (0.06) 7.66 (0.42) 0.91 (0.18) 1.16 (0.23) 0.11 (0.04) 118.95(24.03) 

 

 

 
 

ġekil 4.28: DüĢük havalandırmalı ve büyük hacimli koĢullarda KB2'de üretilen 

etanol (g etanol x 100 ml
-1 

besiyeri) artıĢı (%). Her değer iki tekrarın ortalamasıdır. 

Hata çubukları standart sapmaları (δn-1) göstermektedir. 

 

 

 
 

ġekil 4.29: DüĢük havalandırmalı ve büyük hacimli koĢullarda KB2'de her ünite 

hücre biyokütlesi baĢına üretilen etanol miktarındaki (g etanol x 100 ml
-1 

besiyeri / 

OD) artıĢ (%). Her değer iki tekrarın ortalamasıdır. Hata çubukları standart sapmaları  

(δn-1) göstermektedir. 
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4.4.2. Yüksek Havalandırmalı Büyük Hacimli Kültürler 

 

FBR5, TS3 ve TS4 suĢlarının pH değerleri, hücre yoğunlukları (OD600), etanol 

üretimleri (% w/v; % v/v), VHb ekspresyonları (nmol/g yaĢ ağırlık) ve besiyerinde 

kalan Ģeker miktarları (% w/v) 1000 ml’lik erlenler içerisinde 200 ml olacak Ģekilde 

hazırlanan, % 1 (w/v) glukoz, % 0.5 (w/v) ksiloz içeren KB2 (pH 7.0) ile uygun 

antibiyotikleri içeren yüksek havalandırmalı koĢullar altında, 180 rpm çalkalama 

hızında, 37ºC sıcaklıkta, 48 saatlik inkübasyon süresi sonunda incelendi. 

Uygun antibiyotikleri içeren KB2'de, yüksek havalandırmalı koĢulda büyütülen 

kültürlerde, 48 saatlik inkübasyon süresi sonundaki pH değerlerinde en fazla azalma 

FBR5 suĢunda gözlendi. Toplam hücre sayısını belirlemek amacıyla OD 600 nm’de 

yapılan ölçüm sonuçlarında, FBR5 suĢunun en yüksek değere sahip olduğu görüldü.  

Etanol üretiminin (% w/v), FBR5 suĢuna göre TS3 suĢu ile % 55 (p = 0.02) ve 

TS4 suĢu ile % 47 (p = 0.04) oranında arttığı görüldü (ġekil 4.30). 

Her ünite hücre biyokütlesi baĢına etanol üretiminin (g etanol x 100 ml
-1 

besiyeri / OD) FBR5 suĢuna göre, TS3 suĢu ile % 83 (p > 0.05) ve TS4 suĢu ile % 50 

(p > 0.05) oranında arttığı görüldü (ġekil 4.31).  

Etanol verimi; FBR5 suĢu ile %78, TS3 suĢu ile % 122 ve TS4 suĢunda % 115 

olarak belirlendi (Tablo4.17). Tablo 4.20'de, FBR5 suĢuna göre TS3 ve TS4 

suĢlarının etanol verim artıĢları (%) belirtildi. 

VHb ekspresyonunun (nmol/g yaĢ ağırlık) ise en fazla TS4 suĢu ile 1633 

nmol/g olduğu belirlendi (ġekil 4.36). Kültür ortamlarında bulunan toplam Ģekerin 

tamamının bütün suĢlar ile üremenin 48. saati sonunda tükendiği belirlendi. 
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Tablo 4.17: Yüksek havalandırmalı ve büyük hacimli koĢullarda FBR5, TS3 ve TS4 

suĢlarının % 1 (w/v) glukoz, % 0.5 (w/v) ksiloz içeren KB2'de 48 saatlik inkübasyon 

sonunda pH, OD (600 nm), etanol (% w/v; % v/v), her ünite hücre biyokütlesi baĢına 

etanol üretimi (g etanol x 100 ml
-1 

besiyeri / OD)  ve etanol verimi (%). Her değer iki 

tekrarın ortalamasıdır. Parantez içindeki değerler standart sapmaları (δn-1) 

göstermektedir. 

 

SuĢlar pH 
OD 

 (600nm) 

EtOH 

(g/100ml) 

EtOH 

(% v/v) 

EtOH/OD 

(g/100ml/OD) 

Verim 

(%) 

FBR5 6.41 (0.02) 9.09 (0.04) 0.60 (0.08) 0.76 (0.11) 0.06 (0.01) 78.43(10.17) 

PTS3 6.65 (0.02) 8.26 (0.08) 0.93 (0.05) 1.18 (0.06) 0.11 (0.01) 121.56(6.48) 

PTS4 6.48 (0.04) 8.99 (0.13) 0.88 (0.03) 1.12 (0.04) 0.09 (0.00) 115.03(3.70) 

 

 

 
 

ġekil 4.30: Yüksek havalandırmalı ve büyük hacimli koĢullarda KB2'de üretilen 

etanol (g etanol x 100 ml
-1 

besiyeri) artıĢı (%). Her değer iki tekrarın ortalamasıdır. 

Hata çubukları standart sapmaları (δn-1) göstermektedir. 

 

 

 
 

ġekil 4.31: Yüksek havalandırmalı ve büyük hacimli koĢullarda KB2'de her ünite 

hücre biyokütlesi baĢına üretilen etanol miktarındaki (g etanol x 100 ml
-1 

besiyeri / 

OD) artıĢ (%). Her değer iki tekrarın ortalamasıdır. Hata çubukları standart sapmaları  

(δn-1) göstermektedir. 
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4.4.3. Düşük Havalandırmalı Küçük Hacimli Kültürler 

 

FBR5, TS3 ve TS4 suĢlarının pH değerleri, hücre yoğunlukları (OD600), etanol 

üretimleri (% w/v; % v/v), VHb ekspresyonları (nmol/g yaĢ ağırlık) ve besiyerinde 

kalan Ģeker miktarları (% w/v) 100 ml’lik erlenler içerisinde 80 ml olacak Ģekilde 

hazırlanan, % 1 (w/v) glukoz, % 0.5 (w/v) ksiloz içeren KB2 (pH 7.0) ile uygun 

antibiyotikleri içeren düĢük havalandırmalı koĢullar altında, 180 rpm çalkalama 

hızında, 37ºC sıcaklıkta, 48 saatlik inkübasyon süresi sonunda incelendi. 

Uygun antibiyotikleri içeren KB2'de, düĢük havalandırmalı koĢulda büyütülen 

kültürlerde, 48 saatlik inkübasyon süresi sonundaki pH değerlerinde en fazla azalma 

FBR5 suĢunda gözlendi. Toplam hücre sayısını belirlemek amacıyla OD 600 nm’de 

yapılan ölçüm sonuçlarında, TS3 suĢunun en yüksek değere sahip olduğu görüldü.  

Etanol üretiminin (% w/v), FBR5 suĢuna göre TS3 suĢu ile % 33 (p = 0.02) ve 

TS4 suĢu ile % 15 (p = 0.04) oranında arttığı görüldü (ġekil 4.32). 

Her ünite hücre biyokütlesi baĢına etanol üretimi (g etanol x 100 ml
-1 

besiyeri / 

OD) FBR5 suĢuna göre, TS3 suĢu ile % 10 (p = 0.03) ve TS4 suĢu ile % 8 (p > 0.05) 

oranında arttığı görüldü (ġekil4.33)  

Etanol verimi; FBR5 suĢu ile % 35, TS3 suĢu ile % 47 ve TS4 suĢu ile % 41 

olarak belirlendi (Tablo 4.18). Tablo 4.20'de, FBR5 suĢuna göre TS3 ve TS4 

suĢlarının etanol verim artıĢları (%) belirtildi. 

VHb ekspresyonunun (nmol/g yaĢ ağırlık) ise en fazla TS4 suĢu ile 1018 

nmol/g olduğu belirlendi (ġekil 4.36). Kültür ortamlarında bulunan toplam Ģekerin 

tamamının bütün suĢlar ile üremenin 48. saati sonunda tükendiği belirlendi. 
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Tablo 4.18: DüĢük havalandırmalı ve küçük hacimli koĢullarda FBR5, TS3 ve TS4 

suĢlarının % 1 (w/v) glukoz, % 0.5 (w/v) ksiloz içeren KB2'de 48 saatlik inkübasyon 

sonunda pH, OD (600 nm), etanol (% w/v; % v/v), her ünite hücre biyokütlesi baĢına 

etanol üretimi (g etanol x 100 ml
-1 

besiyeri / OD)  ve etanol verimi (%). Her değer iki 

tekrarın ortalamasıdır. Parantez içindeki değerler standart sapmaları (δn-1) 

göstermektedir. 

 

SuĢlar pH 
OD 

 (600nm) 

EtOH 

(g/100ml) 

EtOH 

(% v/v) 

EtOH/OD 

(g/100ml/OD) 

Verim 

(%) 

FBR5 6.41 (0.13) 5.59 (0.07) 0.27 (0.02) 0.34 (0.03) 0.05 (0.00) 35.29 (2.78) 

PTS3 6.59 (0.01) 6.85 (0.04) 0.36 (0.03) 0.46 (0.04) 0.05 (0.00) 47.05 (3.70) 

PTS4 6.66 (0.06) 6.16 (0.03) 0.31 (0.01) 0.39 (0.01) 0.05 (0.00) 40.52 (1.85) 

 

 

 
 

ġekil 4.32: DüĢük havalandırmalı, küçük hacimli, antibiyotikli koĢullarda KB2'de 

üretilen etanol (g etanol x 100 ml
-1 

besiyeri) artıĢı (%). Her değer iki tekrarın 

ortalamasıdır. Hata çubukları standart sapmaları (δn-1) göstermektedir. 

 

 

 
 

ġekil 4.33: DüĢük havalandırmalı ve küçük hacimli koĢullarda KB2'de her ünite 

hücre biyokütlesi baĢına üretilen etanol miktarındaki (g etanol x 100 ml
-1 

besiyeri / 

OD) artıĢ (%). Her değer iki tekrarın ortalamasıdır. Hata çubukları standart sapmaları  

(δn-1) göstermektedir. 
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4.4.4. Yüksek Havalandırmalı Küçük Hacimli Kültürler 

 

FBR5, TS3 ve TS4 suĢlarının pH değerleri, hücre yoğunlukları (OD600), etanol 

üretimleri (% w/v; % v/v), VHb ekspresyonları (nmol/g yaĢ ağırlık) ve besiyerinde 

kalan Ģeker miktarları (% w/v) 100 ml’lik erlenler içerisinde 20 ml olacak Ģekilde 

hazırlanan, % 1 (w/v) glukoz, % 0.5 (w/v) ksiloz içeren KB2 (pH 7.0) ile uygun 

antibiyotikleri içeren yüksek havalandırmalı koĢullar altında, 180 rpm çalkalama 

hızında, 37ºC sıcaklıkta, 48 saatlik inkübasyon süresi sonunda incelendi. 

Uygun antibiyotikleri içeren KB2'de, yüksek havalandırmalı koĢulda büyütülen 

kültürlerde, 48 saatlik inkübasyon süresi sonundaki pH değerlerinde en fazla azalma 

TS4 suĢunda gözlendi. Toplam hücre sayısını belirlemek amacıyla OD 600 nm’de 

yapılan ölçüm sonuçlarında, TS4 suĢunun en yüksek değere sahip olduğu görüldü.  

Etanol üretiminin (% w/v), FBR5 suĢuna göre TS3 suĢu ile % 69 (p = 0.04) ve 

TS4 suĢu ile % 62  (p > 0.05) oranında arttığı görüldü (ġekil 4.34).  

Her ünite hücre biyokütlesi baĢına etanol üretiminin (g etanol x 100 ml
-1 

besiyeri / OD) FBR5 suĢuna göre, TS3 suĢu ile % 69 (p = 0.04) ve TS4 suĢu ile % 38 

(p > 0.05) oranında arttığı görüldü (ġekil4.35). 

Etanol verimi; FBR5 suĢu ile % 17, TS3 suĢu ile % 29 ve TS4 suĢu ile % 27 

olarak belirlendi (Tablo 4.19). Tablo 4.20'de, FBR5 suĢuna göre TS3 ve TS4 

suĢlarının etanol verim artıĢları (%) belirtildi. 

VHb ekspresyonunun (nmol/g yaĢ ağırlık) ise en fazla TS4 suĢu ile 760 nmol/g 

olduğu belirlendi (ġekil 4.36). Kültür ortamlarında bulunan toplam Ģekerin 

tamamının bütün suĢlar ile üremenin 48. saati sonunda tükendiği belirlendi. 
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Tablo 4.19: Yüksek havalandırmalı ve küçük hacimli koĢullarda FBR5, TS3 ve TS4 

suĢlarının % 1 (w/v) glukoz, % 0.5 (w/v) ksiloz içeren KB2'de 48 saatlik inkübasyon 

sonunda pH, OD (600 nm), etanol (% w/v; % v/v), her ünite hücre biyokütlesi baĢına 

etanol üretimi (g etanol x 100 ml
-1 

besiyeri / OD)  ve etanol verimi (%). Her değer iki 

tekrarın ortalamasıdır. Parantez içindeki değerler standart sapmaları (δn-1) 

göstermektedir. 

 

SuĢlar pH 
OD 

 (600nm) 

EtOH 

(g/100ml) 

EtOH 

(% v/v) 

EtOH/OD 

(g/100ml/OD) 

Verim 

(%) 

FBR5 6.34 (0.01) 9.99 (0.27) 0.13 (0.01) 0.17 (0.01) 0.01 (0.00) 16.99 (1.85) 

PTS3 6.39 (0.02) 10.06 (0.31) 0.22 (0.03) 0.28 (0.03) 0.02 (0.00) 28.75 (3.70) 

PTS4 6.28 (0.03) 11.29 (0.24) 0.21 (0.01) 0.27 (0.01) 0.02 (0.00) 27.45 (0.93) 

 

 

 
 

ġekil 4.34: Yüksek havalandırmalı ve küçük hacimli koĢullarda KB2'de üretilen 

etanol (g etanol x 100 ml
-1 

besiyeri) artıĢı (%). Her değer iki tekrarın ortalamasıdır. 

Hata çubukları standart sapmaları (δn-1) göstermektedir. 

 

 

 
 

ġekil 4.35: Yüksek havalandırmalı ve küçük hacimli koĢullarda KB2'de her ünite 

hücre biyokütlesi baĢına üretilen etanol miktarındaki (g etanol x 100 ml
-1 

besiyeri / 

OD) artıĢ (%). Her değer iki tekrarın ortalamasıdır. Hata çubukları standart sapmaları  

(δn-1) göstermektedir. 
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ġekil 4.36: KB2 içerisinde büyütülen kültürlerin VHb ekspresyon değerleri (nmol/g 

yaĢ ağırlık) A) DüĢük havalandırmalı ve büyük hacimli koĢullarda, B) Yüksek 

havalandırmalı ve büyük hacimli koĢullarda, C) DüĢük havalandırmalı ve küçük 

hacimli koĢullarda, D) Yüksek havalandırmalı ve küçük hacimli koĢullarda. Her 

değer iki tekrarın ortalamasıdır. Hata çubukları standart sapmaları (δn-1) 

göstermektedir. 

 

 

Tablo 4.20: KB2'de etanol verim artıĢı (%). Her değer iki tekrarın ortalamasıdır. 

Parantez içindeki değerler standart sapmaları (δn-1) göstermektedir. 

 

KoĢullar Etanol Verim ArtıĢı (%) 

 TS3 TS4 

DüĢük havalandırmalı büyük 

hacimli 

112 (15) 78 (19) 

Yüksek havalandırmalı büyük 

hacimli 

55 (12) 47 (15) 

DüĢük havalandırmalı küçük 

hacimli 

33 (0) 15 (4) 

Yüksek havalandırmalı küçük 

hacimli 

69 (3)  62 (23) 
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5. SONUÇLAR ve YORUMLAR 

 

Bu tez kapsamında, E. coli suĢları (NZN111 ve FBR5) ve bu suĢlardan pdc, 

adhb ve vgb içerecek Ģekilde geliĢtirilen TS3 ve TS4 suĢlarının; hidrolizat besiyeri 1 

(HB1), kontrol besiyeri 1 (KB1), hidrolizat besiyeri 2 (HB2) ve kontrol besiyeri 2 

(KB2) içerisinde uygun antibiyotiklerin bulunduğu farklı havalandırma ve hacim 

koĢullarında biyoetanol üretimi ve hemoglobin ekspresyonu ile biyoetanol üretiminin 

iliĢkisi incelenmiĢtir. 

Asit hidrolizi ile gıda iĢleme atıklarından elde edilen indirgen Ģekerlerin etanol 

üretiminde kullanımı sonucu atıkların geri kazanımı ve etanol üretimine hammadde 

kaynağı temin edilmiĢtir. Etanol üretiminde maliyetin en aza indirilmesini 

amaçlayarak gerçekleĢtirilen bu çalıĢmanın sonucunda endüstride kullanılmak üzere 

geliĢtirilebilir veriler elde edilmiĢtir. Bununla birlikte VHb'nin gıda iĢleme 

atıklarından biyoetanol üretimindeki etkileri tam olarak aydınlatılamamıĢtır. Bu tez 

çalıĢmasında, VHb ekspresyonunun farklı havalandırma koĢullarında mısır iĢleme 

atığı ve patates iĢleme atık suyu hidrolizatı içeren besiyerlerinde biyoetanol üretimini 

arttırdığı görülmüĢtür. 

HB1'de, uygun antibiyotikleri içeren büyük hacimli koĢullarda, 48 saatlik 

inkübasyon sonucunda, en yüksek etanol üretimi artıĢının, düĢük havalandırmalı 

koĢullarda TS3 suĢu (1.77 g/100 ml) ile FBR5 suĢuna göre % 119 daha fazla olduğu 

belirlenmiĢtir. Her ünite hücre biyokütlesi baĢına etanol üretimlerinin en fazla, 

yüksek havalandırmalı koĢullarda TS3 suĢu ile FBR5 suĢuna göre % 165 daha fazla 

olduğu belirlenmiĢtir. En yüksek etanol verim artıĢının ise düĢük havalandırmalı 

koĢullarda TS3 suĢu ile FBR5 suĢuna göre % 119 olduğu belirlenmiĢtir.  

HB1'de, uygun antibiyotikleri içeren küçük hacimli koĢullarda, 48 saatlik 

inkübasyon sonucunda, en yüksek etanol üretimi artıĢının, yüksek havalandırmalı 

koĢullarda TS3 suĢu (0.66 g/100 ml) ile FBR5 suĢuna göre % 144 daha fazla olduğu 

belirlenmiĢtir. Her ünite hücre biyokütlesi baĢına etanol üretimlerinin en fazla, düĢük 

havalandırmalı koĢullarda TS3 suĢu ile FBR5 suĢuna göre % 91 daha fazla olduğu 

belirlenmiĢtir. En yüksek etanol verim artıĢının ise yüksek havalandırmalı koĢullarda 

TS3 suĢu ile FBR5 suĢuna göre % 145 olduğu belirlenmiĢtir. 

KB1'de, uygun antibiyotikleri içeren büyük hacimli koĢullarda, 48 saatlik 

inkübasyon sonucunda, en yüksek etanol üretimi artıĢının, düĢük havalandırmalı 
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koĢullarda TS3 suĢu (1.15 g/100 ml) ile FBR5 suĢuna göre % 37 daha fazla olduğu 

belirlenmiĢtir. Her ünite hücre biyokütlesi baĢına etanol üretimlerinin en fazla, düĢük 

havalandırmalı koĢullarda TS3 suĢu ile FBR5 suĢuna göre % 43 daha fazla olduğu 

belirlenmiĢtir. En yüksek etanol verim artıĢının ise düĢük havalandırmalı koĢullarda 

TS3 suĢu ile FBR5 suĢuna göre % 37 olduğu belirlenmiĢtir.  

KB1'de, uygun antibiyotikleri içeren küçük hacimli koĢullarda, 48 saatlik 

inkübasyon sonucunda, en yüksek etanol üretimi artıĢının düĢük havalandırmalı 

koĢullarda TS3 suĢu (0.96 g/100 ml) ile FBR5 suĢuna göre % 81 daha fazla olduğu 

belirlenmiĢtir. Her ünite hücre biyokütlesi baĢına etanol üretimlerinin en fazla, düĢük 

havalandırmalı koĢullarda TS4 suĢu ile FBR5 suĢuna göre % 105 daha fazla olduğu 

belirlenmiĢtir. En yüksek etanol verim artıĢının ise düĢük havalandırmalı koĢullarda 

TS3 suĢu ile FBR5 suĢuna göre % 81 olduğu belirlenmiĢtir. 

HB2'de, uygun antibiyotikleri içeren büyük hacimli koĢullarda, 48 saatlik 

inkübasyon sonucunda, en yüksek etanol üretimi artıĢının, düĢük havalandırmalı 

koĢullarda TS3 suĢu (1.26 g/100 ml) ile FBR5 suĢuna göre % 103 daha fazla olduğu 

belirlenmiĢtir. Her ünite hücre biyokütlesi baĢına etanol üretimlerinin en fazla, 

yüksek havalandırmalı koĢullarda TS3 suĢu ile FBR5 suĢuna göre % 150 daha fazla 

olduğu belirlenmiĢtir. En yüksek etanol verim artıĢının ise düĢük havalandırmalı 

koĢullarda TS3 suĢu ile FBR5 suĢuna göre % 103 olduğu belirlenmiĢtir.  

HB2'de, uygun antibiyotikleri içeren küçük hacimli koĢullarda, 48 saatlik 

inkübasyon sonucunda, en yüksek etanol üretimi artıĢının, düĢük havalandırmalı 

koĢullarda TS3 suĢu (0.64 g/100 ml) ile FBR5 suĢuna göre % 148 daha fazla olduğu 

belirlenmiĢtir. Her ünite hücre biyokütlesi baĢına etanol üretimlerinin, düĢük 

havalandırmalı koĢullarda TS3 suĢu ile FBR5 suĢuna göre % 255 daha fazla olduğu 

belirlenmiĢtir. En yüksek etanol verim artıĢının ise düĢük havalandırmalı koĢullarda 

TS3 suĢu ile FBR5 suĢuna göre % 137 olduğu belirlenmiĢtir. 

KB2'de, uygun antibiyotikleri içeren büyük hacimli koĢullarda, 48 saatlik 

inkübasyon sonucunda, en yüksek etanol üretimi artıĢının, düĢük havalandırmalı 

koĢullarda TS3 suĢu (1.08 g/100 ml) ile FBR5 suĢuna göre % 112 daha fazla olduğu 

belirlenmiĢtir. Her ünite hücre biyokütlesi baĢına etanol üretimlerinin en fazla, düĢük 

havalandırmalı koĢullarda TS3 suĢu ile FBR5 suĢuna göre % 217 daha fazla olduğu 

belirlenmiĢtir. En yüksek etanol verim artıĢının ise düĢük havalandırmalı koĢullarda 

TS3 suĢu ile FBR5 suĢuna göre % 112 olduğu belirlenmiĢtir.  
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KB2'de, uygun antibiyotikleri içeren küçük hacimli koĢullarda, 48 saatlik 

inkübasyon sonucunda, en yüksek etanol üretimi artıĢının, yüksek havalandırmalı 

koĢullarda TS3 suĢu (0.22 g/100 ml) ile FBR5 suĢuna göre % 69 daha fazla olduğu 

belirlenmiĢtir. Her ünite hücre biyokütlesi baĢına etanol üretimlerinin en fazla, 

yüksek havalandırmalı koĢullarda TS3 suĢu ile FBR5 suĢuna göre % 69 daha fazla 

olduğu belirlenmiĢtir. En yüksek etanol verim artıĢının ise yüksek havalandırmalı 

koĢullarda TS3 suĢu ile FBR5 suĢuna göre % 69 olduğu belirlenmiĢtir. 

Martin ve arkadaĢları (2007) tarafından gerçekleĢtirilen bir çalıĢmada; tarım 

sanayinden elde edilen bazı hammadde kaynaklarının asit hidrolizi ile parçalanması, 

açığa çıkan fermantasyon inhibitörleri ve etanol üretim potansiyelleri araĢtırılmıĢtır. 

ÇalıĢmada, Ģeker kamıĢı küspesi, pirinç kabuğu, yerfıstığı kabuğu ve manyok sapı 

kullanılarak; %2’lik H2SO4 ile 120°C sıcaklıkta 20, 40 ve 60 dakika sürelerle olmak 

üzere her hammadde için ayrı ayrı uygulanmıĢtır.  Asit hidroliz yöntemiyle elde 

edilen ve besiyeri olarak kullanılacak ortamın içerisine; maya özütü (1 g/L), (NH4) 

2HPO4 (0.5 g/L), MgSO4 7H2O (0.025 g/L), NaH2PO4 7H2O (1.38 g/L) ve glukoz (20 

g/L) ilave edilmiĢtir. ÇalıĢmada etanolojenik organizma olarak S.cerevisiae (1 g/L) 

kullanılmıĢtır. Yapılan çalıĢmada elde edilen en yüksek Ģeker miktarları; Ģeker 

kamıĢı küspesi (60') ile 19.1 g/L ksiloz ve pirinç kabuğu (60') ile 33.5 g/L glukozdur. 

Fermantasyon inhibitörleri değerlendirildiğinde tüm hammadde kaynaklarından elde 

edilen fermantasyon inhibitörlerinin 60. dakikada en yüksek seviyeye ulaĢtığı 

görülmüĢtür. OluĢan toplam fermantasyon inhibitörlerinin miktarı; kamıĢı küspesi ile 

3.71 g/L, pirinç kabuğu ile 1.86 g/L, yerfıstığı kabuğu ile 2.53 g/L ve manyok sapı 

ile 2.4 g/L olarak belirtilmiĢtir. Asit hidrolizi ile elde edilen hidrolizatlardan; Ģeker 

kamıĢı küspesi ve pirinç kabuğunda bulunan hemiselülozun parçalanması ile elde 

edilen Ģekerlerin oldukça verimli olduğu belirtilmiĢtir. 

Onsoy ve arkadaĢları (2007), yer elmasının asit hidrolizi (H2SO4) ile 

parçalanmasını ve bundan etanol üretim potansiyelini araĢtırmıĢlardır. ÇalıĢmada, 60, 

80 ve 100°C olmak üzere 3 farklı sıcaklıkta gerçekleĢtirilen asit hidrolizi ile elde 

edilen en yüksek Ģeker miktarı 80
0
C sıcaklıkta 139.38 g/L olarak belirtilmiĢtir. 

AraĢtırıcılar baĢlangıç pH'sı 5 olan hidrolizat besiyerinde, inokülant miktarı % 10 

olan Zymomonas mobilis ile gerçekleĢtirilen kesikli fermantasyon sonucu en yüksek 

etanol verimi % 92.75 olarak belirtilmiĢlerdir.  

Ġlgili diğer bir çalıĢmada, Bondenson ve arkadaĢları (2013), lignoselülozik 

hammadde kaynağı olan kurutulmuĢ mısır yapraklarının, asit hidrolizi ve ardından 
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enzimatik hidroliz ile parçalanması sonucu oluĢturulan hidrolizat kullanılarak 

S.cerevisiae'nın etanol üretim potansiyelini araĢtırmıĢlardır. ÇalıĢmada, 200°C 

sıcaklıkta 10 dakika H2SO4 ile asit hidrolizi ardından enzimatik hidrolizin 

gerçekleĢtirilmesi sonucu en yüksek etanol veriminin %78 olduğu belirtilmiĢtir. Bu 

çalıĢmada asit hidrolizinin tek baĢına yeterli olmaması ve enzimatik hidroliz ile 

birlikte uygulanması hammaddenin hemiselülozik yapısından kaynaklanmıĢtır.  

Asit hidrolizi ile indirgen Ģekerlerin elde edilmesi sıcaklık, pH, inkübasyon 

süresi, basınç, kullanılan hammadde çeĢidine, asit çeĢidi ve miktarına göre spesifik 

olarak optimize edilmelidir. Bu tez çalıĢmasında patates iĢleme atık suyu ve mısır 

iĢleme atığı eĢit oranlarda bir araya getirilerek, farklı koĢullarda asit hidrolizi 

metodları denenmiĢtir. Bunlar arasından, besiyeri hazırlanırken, en yüksek Ģeker 

miktarının elde edildiği 2 basamaklı asit hidroliz metodu tercih edilmiĢtir. 

Sanny ve arkadaĢlarının (2010) yaptıkları bir çalıĢmada E. coli FBR5, TS3 ve 

TS4 suĢları kullanılmıĢ ve düĢük havalandırmalı koĢullarda, % 8 (w/v) glukoz, % 8 

(w/v) ksiloz,  % 8 (w/v) arabinoz ve % 20 mısır hidrolizatı içeren Luria Bertani (LB) 

besiyerinde antibiyotikli ve antibiyotiksiz koĢullarda etanol üretim potansiyelleri ve 

buna bağlı olarak VHb üretiminde gözlenen değiĢimler incelenmiĢtir. TS4 suĢu ile 

kıyaslandığında düĢük seviyede VHb ekspresyonu yapan TS3 suĢu tarafından, 

glukoz, ksiloz ve mısır hidrolizatı içeren kültür ortamlarında FBR5 suĢuna göre daha 

fazla etanol üretilebildiği belirtilmiĢtir. Arabinoz içeren kültür ortamında ise TS3 

suĢu ile FBR5 suĢuna göre etanol üretiminde artıĢ olmadığı belirtilmiĢtir. 

AraĢtırmacılar, düĢük havalandırmalı koĢullarda, (% 8, w/v) glukoz içeren 

antibiyotikli LB besiyerinde TS3 suĢu ile FBR5 suĢuna göre en yüksek artıĢ 

miktarını % 30, (% 8, w/v) ksiloz içeren antibiyotiksiz LB besiyerinde TS3 suĢu ile 

FBR5 suĢuna göre en yüksek artıĢ miktarını % 119 ve mısır hidrolizatı (% 20, w/v) 

içeren antibiyotiksiz LB besiyerinde TS3 suĢu ile FBR5 suĢuna göre en yüksek artıĢ 

miktarını % 59 olarak belirlemiĢlerdir. ÇalıĢmanın devamında 2 litrelik 

fermentörlerde, TS3 suĢu ile FBR5 suĢundan glukoz ve ksiloz içeren ortamlarda 

sırası ile % 10 ve % 15 oranında etanol üretiminin arttırıldığı belirtilmiĢtir. VHb 

ekspresyonuna sahip rekombinant suĢların, etanol üretimini en fazla ksiloz varlığında 

arttırdığı, ksilozdan daha az miktarda, glukoz varlığında da arttırdığı belirtilmiĢtir. 

Ġlgili diğer bir çalıĢmada, Arnaldos ve arkadaĢları (2012), % 8 (w/v) ksiloz 

içeren ve Luria Bertani (LB) besiyeri bileĢenlerinin farklı konsantrasyonlarda 

bulunduğu ortamlarda (2X LB. 1X LB, 0.5X LB, 0.25X LB), FBR5 suĢu ve 
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Vitreoscilla hemoglobininin eksprese edildiği TS3 suĢu’nun, mısır hidrolizatı ile 

karĢılaĢtırmalı olarak etanol üretim kapasitelerini araĢtırmıĢtır. % 8 ksiloz içeren LB 

besiyeri konsantrasyonları içerisinde, en yüksek etanol verimi 2X LB (30 g/L) ile 

elde edilmiĢtir. Bu veriler doğrultusunda, 2X LB ile farklı oranlarda mısır hidrolizatı 

(% 20, % 40, % 80) bir araya getirilerek oluĢturulan besiyeri ile etanol üretimi 

incelenmiĢtir. En yüksek etanol üretimi % 80 mısır hidrolizatı içeren 2X LB 

besiyerinde (6.5 g/L) gerçekleĢmiĢtir. En yüksek etanol verimi ise % 20 mısır 

hidrolizatı içeren 2X LB besiyerinde (% 70) elde edilmiĢtir. 

Abanoz ve arkadaĢlarının (2012) yaptığı baĢka bir çalıĢma da ise  % 8 (w/v) 

glukoz içeren küçük hacimli ve büyük hacimli Luria Bertani (LB) besiyerinde etanol 

üretiminin genellikle TS3 suĢu ile FBR suĢuna göre %13 daha fazla olduğunu 

belirlemiĢlerdir. Ancak patates iĢleme atık suyu hidrolizatı içeren besiyeri ile küçük 

hacimli ve düĢük havalandırmalı denemelerde, VHb ekspresyonunun, TS3 ve TS4 

suĢları ile yaklaĢık % 16 etanol üretimini arttırdığını; her ünite hücre biyokütlesi 

baĢına etanol üretiminin ise en fazla TS4 suĢu ile yaklaĢık % 36 oranında arttığını 

saptamıĢlardır. ÇalıĢmada, patates iĢleme atık suyu hidrolizatı besiyeri ile büyük 

ölçekli düĢük ve yüksek havalandırmalı denemelerde, yine FBR5 suĢuna göre, TS3 

ve TS4 suĢları ile yaklaĢık % 18 oranında etanol üretimini arttırdığını ancak her ünite 

hücre biyokütlesi baĢına etanol üretiminin en fazla, yine TS4 suĢu ile % 48 oranında 

arttırdığı belirlenmiĢtir.  

Bu tez çalıĢmasında ise en fazla etanol üretiminin, düĢük havalandırmalı küçük 

hacimli HB2'de, TS3 suĢu ile FBR5 suĢuna göre % 148 ve düĢük havalandırmalı 

büyük hacimli HB1'de, TS3 suĢu ile FBR5 suĢuna göre % 119 oranında arttırıldığı 

görülmüĢtür. Bu tez çalıĢmasında elde edilen etanol artıĢlarının Abanoz ve ark. 

(2012) tarafından yapılan çalıĢmada olduğu gibi daha yüksek seviyede VHb eksprese 

eden TS3 suĢu ile olduğu belirlenmiĢtir. Ayrıca bu tez çalıĢmasında kullanılan 

besiyerlerinin (HB1, KB1, HB2 ve KB2) Ģeker içeriği çok daha az olmasına rağmen 

(HB1 için % 3, HB2 için % 1.5) artıĢlarının çok daha fazla olmasının nedeninin, 

besiyeri içeriğinde bulunan farklı besleyici bileĢenlerin (mineral ve vitamin) veya az 

miktarda da olsa ksilozun varlığı olabileceği düĢünülmektedir. 

Bununla birlikte, ġar (2013) tarafından; % 2.4 (w/v) indirgen Ģeker içeren 

melas hidrolizatı ve % 5.5 laktoz içeren peynir altı tozu ile antibiyotikli ve 

antibiyotiksiz, düĢük havalandırmalı koĢullarda gerçekleĢtirilen çalıĢmada, melas 

hidrolizatı ile antibiyotik içeren ortamlarda en yüksek etanol üretiminin FBR5 suĢuna 
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göre TS4 suĢu ile % 90, TS3 suĢu ile % 48 ve peynir altı tozu ile antibiyotik içeren 

ortamlarda en yüksek etanol üretiminin TS3 suĢu ile ise FBR5 suĢuna göre % 360 

daha fazla olduğu belirtilmiĢtir. 

Özçelik (2013) tarafından; % 4 (w/v) laktoz içeren peynir altı suyu ile 

hazırlanan besiyerinde, VHb ekspresyonuna sahip olan TS3 ve TS4 suĢları ile etanol 

üretiminin FBR5 suĢuna göre, küçük hacimli ve büyük hacimli antibiyotikli 

koĢullarda gözlenen artıĢ miktarları çalıĢılmıĢtır. ÇalıĢmada en fazla etanol üretimi, 

büyük ölçekli peynir altı suyu içeren antibiyotikli ortamlarda, 48 saat süren düĢük 

havalandırmalı koĢullarda inkübasyonu sonunda, FBR5 suĢu ile elde edilenden, TS3 

suĢu ile % 174 (2.22 g/100ml) ve TS4 suĢu ile % 39 (1.13 g/100ml) daha fazla 

olacak Ģekilde sağlanmıĢtır. Benzer Ģekilde büyük ölçekli peynir altı suyu içeren 

antibiyotikli ortamlarda, 48 saat süren yüksek havalandırmalı koĢullarda inkübasyon 

sonunda, FBR5 suĢu ile elde edilenden, TS3 suĢu ile % 419 (2.18 g/100ml) daha 

fazla olacak Ģekilde sağlanmıĢtır. Her ünite hücre biyokütlesi baĢına etanol üretimi 

için ise en yüksek değerler, büyük ölçekli peynir altı suyu içeren antibiyotikli 

ortamlarda, 48 saat süren yüksek havalandırmalı koĢullarda inkübasyonun sonunda, 

yine FBR5 suĢu ile elde edilenden, TS3 suĢu ile % 160 ve TS4 suĢu ile % 27 daha 

fazla olarak belirlenmiĢtir. Küçük hacimli kültürler ile büyük hacimli kültürlerin 

etanol üretimleri (w/v) karĢılaĢtırıldığında, küçükten büyük hacime geçiĢte etanol 

üretimlerinde artıĢ gözlenmektedir. Bu tez çalıĢmasında da; küçük hacimli koĢullar 

büyük hacimli koĢullar ile karĢılaĢtırıldığında, kültür ortamlarında gerçekleĢtirilen 

hacimsel büyümenin  etanol üretiminin arttırılmasına katkı sağladığı görülmüĢtür. 

GerçekleĢtirilen baĢka bir çalıĢmada ise, Z. mobilis’e ait etanol üretimi için 

gerekli olan, pdc (piruvat dekarboksilaz) ve adhb (alkol dehidrogenaz II) genlerinin, 

bu genleri taĢıyan bir plazmit ile E. coli’ye aktarımı sağlanmıĢtır [Ingram et al., 

1988]. Bu genlerin E. coli’ye transfer edilmesiyle geliĢtirilen, etanolojenik bir 

mikroorganizma olan Escherichia coli K011 suĢu ile glukoz, laktoz ve ksiloz 

Ģekerlerinden etanol üretiminin gerçekleĢtirilebileceği belirtilmiĢtir [Alterthum et al., 

1989]. Leite ve arkadaĢları (2000) rekombinant Escherichia coli K011 suĢunun 

büyütüldüğü peynir altı suyu ortamına etanol üretiminin arttırılması amacıyla 

nitrojen kaynağı olan maya özütü ve iz elementler ilave ederek etanol üretim 

potansiyelinde gözlenen değiĢimleri incelemiĢlerdir. Besiyerine litreye % 0.05’den % 

0.5’e kadar dört farklı konsantrasyonlarda maya özütü eklenmiĢ ve en verimli sonuç 
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% 0.5 oranında maya özütü ilave edilmesiyle, 36 saatlik fermentasyon sonucunda 

alınmıĢtır. 

Guimaraes ve arkadaĢları (1992) ise, KO11 suĢu ile peynir altı suyu içeren LB 

besiyerinde, iz elementlerin ve tiaminin etanol üretimine arttıcı etkisi olduğunu 

bildirmiĢlerdir. AraĢtırmacılar, en yüksek alkol üretimini  besiyerine, iz 

elementlerden Zn
++

, Ca
++

, Mn
++

 ve tiamin ilavesiyle elde etmiĢlerdir.  

Literatürde yer alan çalıĢmalara göre, bu tez çalıĢmasında HB1, KB1, HB2 ve 

KB2 içerisine; maya özütü (5 g/L), iz element solüsyonu (4.16 g/L) ve tiamin (0.83 

g/L) ilave edilmiĢtir. 

Önceki çalıĢmalarda, VHb’nin oksijeni terminal oksidazlara transfer eden bir 

araç olarak iĢ gördüğü belirlenmiĢtir. VHb sitokrom o ubikinol oksidazın 1 nolu alt 

ünitesine bağlanır, oksijeni transfer eder ve oksidatif fosforilasyonla ATP üretimini 

özellikle düĢük oksijenli koĢullarda sağlar. [Park et al., 2002]. E. coli’de VHb 

eksprese eden suĢlar VHb eksprese etmeyen yabanıl suĢlara göre daha yüksek 

büyüme oranı ve daha az glukoz tüketim oranı göstermiĢlerdir ki bu da glikolizisten 

daha etkin ATP ve NADH oluĢumu ile iliĢkilidir [Tsai et al., 1995]. VHb’nin, 

NADH/NAD
+
 ve ATP/ADP oranlarındaki değiĢiklikleri indükleyici bir rol oynadığı 

sanılmaktadır. VHb’nin hücre içeriğini daha oksidize bir hale getirdiği ve böylece 

metabolik yollarda karbon akıĢ Ģemasını değiĢtirdiği düĢünülmektedir [Dikshit et al., 

1992]. VHb ekspresyonunun, E. coli’de, düĢük havalandırmalı koĢulda NADH 

miktarının azalmasına ve de ATP miktarının artmasına neden olduğu belirlenmiĢtir 

[Dikshit et al., 1992]. Arnaldos ve arkadaĢlarının (2012) TS3 ve FBR5 suĢları ile 

yapmıĢ olduğu bir çalıĢmada, NAD
+
, NADH ve ATP seviyeleri, VHb’nin etanol 

üretimi üzerindeki biyokimyasal etkilerinin anlaĢılması açısından incelenmiĢtir. 

Fermentasyonun erken evrelerinde NADH/NAD
+
 oranı TS3 suĢu için FBR5 suĢuna 

göre daha az iken, büyümenin geç evrelerinde bu oranın arttığı görülmüĢtür 

[Arnaldos et al., 2012]. Hücreler, düĢük havalandırmalı koĢullarda, anaerobik 

metabolizmalarından çok aerobik metabolizmalarını kullanarak sahip oldukları 

karbon kaynaklarından maksimum düzeyde fayda sağlayarak, daha az karbon 

kaynağından daha çok enerji üretebilmektedirler [Tsai et al., 1996]. Bu sistem ile vgb 

taĢıyan rekombinant organizmaların geliĢtirilmesi, enerji kullanımının verimli ve 

maksimum seviyeye çıkarılması sayesinde, çeĢitli karbon kaynakları kullanılarak 

yüksek miktarlarda metabolit üretimini sağlayabilir. 
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Sanny ve arkadaĢlarının (2010) yaptığı çalıĢmada, % 20 (v/v) mısır hidrolizatı 

içeren LB besiyerinde yüksek seviyede eksprese olan VHb ile etanol üretimi arasında 

ters bir orantı olduğu belirlenmiĢtir. Önceki çalıĢmalarda E.coli’de VHb 

ekpresyonunun mikroaerobik koĢullarda etanol üretimini azalttığı belirlenmiĢtir [Tsai 

et al., 1996]. Genel olarak oluĢan tabloya bakıldığında; hem yüksek havalandırmalı 

hem düĢük havalandırmalı koĢullarda, TS3 suĢlarındaki VHb ekspresyon seviyeleri 

ile TS4 suĢlarındaki VHb ekspresyon seviyeleri karĢılaĢtırıldığında TS3 suĢlarının 

VHb ekspresyon seviyeleri TS4 suĢlarına göre oldukça düĢüktür. TS3 suĢunda 

bulunan pTS3 plazmidi, TS4 suĢunda bulunan pTS4 plazmidinden daha düĢük kopya 

sayısına sahip olduğundan, VHb ekpresyonları arasındaki bu farkın nedeninin gen 

doz etkisi olabileceği düĢünülmüĢtür.  

Bu tez çalıĢmasında, tüm kültür koĢullarında, TS4 suĢlarının TS3 suĢlarına 

göre daha yüksek VHb ekspresyonuna sahip olduğu bildirilmektedir. Büyük hacimli 

kültürlerden elde edilen etanol miktarları, küçük hacimli kültürlere oranla daha fazla 

iken VHb ekspresyon miktarları, küçük hacimli kültürlerde büyük hacimli kültürlere 

oranla daha fazladır. Böylelikle belirli bir düzeyde VHb ekspresyonunun etanol 

üretiminin arttırılmasında büyük öneme sahip olduğu görülmektedir. Kültür 

ortamlarında; VHb ekspresyonu ile birlikte, TS3 suĢunda, hem etanol miktarının hem 

de her ünite hücre biyokütlesi baĢına etanol üretiminin arttığı ve ortamdaki indirgen 

Ģekerlerin 48 saatlik fermantasyon süresi sonunda tamamen tükendiği belirlenmiĢtir. 

HB1 ve HB2, sırasıyla KB1 ve KB2 ile içerdikleri Ģeker oranlarının, eĢit 

olmasına rağmen patates iĢleme atık suyu ve mısır iĢleme atığı içerisinde var 

olabilecek mineral, vitamin ve besleyici bileĢenlerden dolayı toplam hücre sayısı, 

üretilen etanol miktarı ve VHb ekspresyonunun HB1 ve HB2 kültürlerinde sırasıyla 

KB1 ve KB2 kültürlerine göre daha yüksek olduğu görülmüĢtür. 

Etanol oluĢumu her ne kadar fermentatif bir olay ise de, optimum sentezi belli 

kritik seviyede oksijene gereksinim duymaktadır. Bununla birlikte, VHb ile 

arttırılmıĢ etanol üretim etkinliği E.coli hücrelerinin arttırılmıĢ biyosentetik 

kapasitesi ile ilgili olabilir. Daha fazla enerji, etkin hücre büyümesi ve diğer 

metabolik iĢlemlerin (örneğin metabolik enzimlerin biyosentezi) çoğalmasına neden 

olarak hücrelerin biyosentetik kapasitelerinin artmasına yol açmaktadır. Wu ve 

arkadaĢları (2011), VHb ile β-galaktosidazın Pichia pastoris’in sitoplazmasında 

birlikte ekspresyonun hücrelerin üremesini, canlılığını, solunumunu β- galaktosidaz 

üretimini arttırdığını göstermiĢlerdir. Bu tez çalıĢmasında da, VHb ekspresyonunun 
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etanol sentez yol izindeki enzimlerin aktivitesini arttırmıĢ olabileceği 

düĢünülmektedir. Ayrıca E.coli’de VHb ekspresyonunun ribozom ve tRNA 

seviyelerini yükselttiği ve böylece hücrelerin biyosentetik kapasitelerini arttırdığı 

tahmin edilmektedir. E.coli’de VHb’nin 308 genin transkripsiyonunu etkilediği 

belirlenmiĢtir [Roos et al., 2004]. Böylece VHb hücrenin düĢük oksijenli ortamlara 

uymasını bu koĢullarda biyokütle artıĢı ve artmıĢ VHb düzeyi ile sağladığı tespit 

edilmiĢtir [Tsai et al., 1996]. 

Bütün kültür ortamlarında pH değerlerinde azalmalar belirlenmiĢtir. Bu 

azalmalar fermantsyon sırasında CO2 oluĢumundan ileri gelebilir. Ancak daha düĢük 

pH değerleri ile daha yüksek etanol değerleri arasında bir iliĢki bulunamamıĢtır. 

VHb ekspresyonu düĢük oksijenli koĢullarda artmaktadır [Webster, 1987]. Bu 

tez çalıĢmasında da diğer çalıĢmalara benzer Ģekilde [Abanoz et  al., 2012], [ġar, 

2013], [Özçelik, 2013] VHb ekspresyonları düĢük havalandırmalı koĢullarda çok 

daha fazla olmuĢtur. VHb ekspresyonunun oksijen difüzyonunu kolaylaĢtırdığı ve 

aerobik metabolizmayı geliĢtirdiği öne sürülmüĢtür [Khosla et  al., 1990].  

ÇalıĢmada 48 saatlik fermantasyon sonucu, tüm kültürlerde bulunan glukoz ve 

ksilozun tamamının tükendiği  görülmüĢtür. Bu çalıĢmada kullanılan besiyeri ve 

bakteri soyları ile 48 saatlik fermantasyonun etkili ve ekonomik olacağını 

göstermiĢtir. 

HB1 ve KB1 besiyerlerinin Ģeker içeriği, HB2 ve KB2 besiyerlerinin Ģeker 

içeriğinin 2 katı olduğundan etanol üretiminin de daha fazla olduğu bulunmuĢtur. En 

fazla verimin TS3 ve TS4 suĢu ile % 165 ve % 141 olarak büyük hacimli düĢük 

havalandırmalı koĢullarda HB2 besiyeri ile elde edildiği görülmüĢtür. Verim 

artıĢlarının maksimum teorik verimden (0.519) fazla olmasının nedeninin, besiyeri 

içerisinde bulunan pepton ve maya özütü olabileceği düĢünülmektedir. 

Daha önceki çalıĢmalarda [Abanoz et  al., 2012], [ġar, 2013], [Özçelik, 2013] 

etanol artıĢının, hem etanol/biyokütle hemde sadece biyokütlenin artıĢından dolayı 

gerçekleĢtiği görülmüĢtür. Bu çalıĢmada da benzer artıĢlar görülmesine rağmen 

etanol artıĢının tamamen her ünite hücre biyokütlesinin (etanol/biyokütle) ürettiği 

etanol artıĢından ileri geldiği görülmüĢtür. 

Yapılan bu tez çalıĢmasında elde edilen veriler, vgb/VHb sisteminin ucuz 

karbon kaynağı olarak patates ve mısır iĢleme atığı hidrolizatının, biyoetanol 

üretiminde verimli olarak kullanabileceğini göstermektedir. 
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