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OZET

Bu calismada, ethanolojenik E.coli susu FBR5'a VHb geninin transferi ile elde
edilen TS3 ve TS4 suslari, patates ve misir isleme atig1 iceren besiyerlerinde (HB1
ve HB2) ve bunlarin kontrol besiyerlerinde (KB1 ve KB2) biiyiik ve kii¢iik hacimli,
yiiksek ve diislik havalandirmali kosullarda biiyiitiilmistiir. Kiiltiirlerin pH degerleri,
hiicre yogunluklari, VHb seviyeleri ve etanol liretimleri 48 saatlik fermantasyon
stiresi sonunda degerlendirilmistir.

Elde edilen en yiiksek etanol veriminin, TS3 ve TS4 suslan (sirasiyla, % 165
ve % 141) ile biiyiik hacimli ve diisiikk havalandirmali kosullarda HB2'de oldugu
belirlenmistir.

Etanol artiglarinin, her {nite hiicre biyokiitlesi basma iretilen etanol

miktarindaki artiglara bagli oldugu belirlenmistir.

Anahtar kelime: Biyoetanol, Gida isleme atik suyu, Vitreoscilla hemoglobin.



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.

Key Words: Bioethanol, Food prosessing waste water, Vitreoscilla hemoglobin.



TESEKKUR

Yiiksek lisans 6grenimim boyunca, bilimsel bir bakis acis1 ile ¢calismama yon
veren, bilgi ve deneyimlerini benimle paylasan degerli danisman hocam Dog. Dr.
Meltem YESILCIMEN AKBAS’a tesekkiirlerimi sunarim.

Bu ¢alismada kullanilan patates isleme atik suyu ve misir isleme atiginin temin
edilmesindeki yardimlarindan dolay1 Kraft Gida Sanayi Ticaret A.S’ne ve Sn. Ergiil
GETIZMEN ile Sn. Omiir ATAMAN’a,

Deneylerimin bir boliimiinii gerceklestirdigim Gebze Yiiksek Teknoloji
Enstitiisii Kimya Boliimii’ndeki kendi laboratuvar imkanlarindan yararlanmami
saglayan ogretim tiyesi Prof. Dr. Aziz TANRISEVEN’e ve biyokimya laboratuvari
calisanlarina,

Yiiksek lisans caligmam boyunca yardimlarini esirgemeyen Gebze Yiiksek
Teknoloji Enstitiisii Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii’nden
Uzman Hiiseyin BALCI'ya, laboratuvar arkadaslarim Biisra OZCELIK, Tugba
KOKUMER, Kiibra HOCAOGLU, Taner Sar ve Seyda CAG’a tesekkiir ederim.

Egitim ve Ogretim hayatim siliresince maddi ve manevi destegini benden
esirgemeyen, beni her kosulda motive eden sevgili annem Vildan SUMER’e, babam
Ali SUMER’e ve esim Murat KART a sonsuz tesekkiirler.
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZINi

Simgeler ve Aciklamalar

Kisaltmalar

% viv :  Hacimsel karigim orani

% wiv . Agirlik/Hacim

ul : Mikrolitre

°C . Celsius derece

adhb . Alkol dehidrogenaz Il geni

ATP . Adenozin 5'-trifosfat

ABD . Amerika Birlesik Devletleri

B . Bor

BP . Brithish Petrolium

C : Karbon

CaCl, : Kalsiyum kloriir

CH3COONa : Sodyum asetat

CO . Karbon monoksit

CO; . Karbon dioksit

CoCl, : Kobalt klorir

Cu . Bakiar

CuCl, : Bakar klorur

CH, . Metan

d : Yogunluk

E2 % 2 biyoetanol + % 98 benzin karigim1
ES5 . % 5 biyoetanol + % 95 benzin karigimi
E10 . % 10 biyoetanol + % 90 benzin karigimi
E85 % 85 biyoetanol + % 15 benzin karigimi
EPDK . Enerji Piyasa Denetleme Kurulu
ETBE . Etil Tersiyer Biitil Eter

ETOH . Ethanol

Fe . Demir

FeSo, . Demir sulfat

g : Gram



H : Hidrojen

HB1 . Hidrolizat Besiyeri 1
HB2 . Hidrolizat Besiyeri 2

HCI . Hidroklorik asit

H,SO, . Sulfuirik asit

HMF . 5-hidroksi-metil furfural
K :  Potasyum

KB1 : Kontrol Besiyeri 1

KB2 : Kontrol Besiyeri 2

L . Litre

LB . Luria Bertani besiyeri
LBK :  Ksiloz iceren LB besiyeri
Idh . Laktat dehidrogenaz

ml : Mililitre

MTBE : Metil tersiyer biitil eter
Mtep :  Milyon ton esdeger petrol
Mg : Magnezyum

MgSO, . Magnezyum siilfat

Mn : Mangan

MnCl, : Mangan kloriir

NaCl : Sodyum klortir

Na,S,04 : Sodyum ditiyonit

NO . Azot oksit

N,O : Nitroz oksit

NAD * . Nikotinamid Adenin Diniikleotid
NADH :  Hidrojenlenmis NAD

nm . Nanometre

nmol : Nanomol

oD : Optik yogunluk

pdc . Piirivat dekarboksilaz geni
pfl . Piirivat format liyaz geni
pH . Potansiyel hidrojen

rpm . Dakikadaki devir sayis1

Xi



TLC . Ince Tabaka Kromotografisi

vgb . Vitreoscilla hemoglobin geni
VHb . Vitreoscilla hemoglobini
ZnS0O4 :  Cinko siilfat
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SEKILLER DIZINI

Sekil No:

2.1:
2.2:
2.3:

2.4:

2.5:

4.1:

4.2:

4.3:

4.4

45:

Biyoetanol iiretim prosesi.

Glukozun glikoliz dongiisii ile etanole doniisiim mekanizmasi.
Laktat dehidrogenaz (ldh) ve piirivat format liyaz (pfl) genlerinin
susturulmasi ile elde edilen fermantasyon yolag.

vgb promotor bolgesi. Yildizla isaretlenmis bolgeler OxyR, altt
cizili bolgeler Fnr baglanma bolgeleri

vgb iceren E. coli TS4 susuna ait hiicre homojenatinda VHb’nin
ditiyonit ile indirgenmesi sonucu olusan absorbsiyon spektrumu.
Diistik havalandirmali ve biiyiik hacimli kogullarda HB1'de iiretilen
etanol (g etanol x 100 ml™ besiyeri) artis1 (%). Her deger iki tekrarin
ortalamasidir. Hata gubuklar1 standart sapmalari (6y.1)
gostermektedir.

Diisiik havalandirmali ve biiyiik hacimli kosullarda HB1'de her iinite
hiicre biyokiitlesi basina iiretilen etanol miktarindaki (g etanol x 100
ml™ besiyeri / OD) artis (%). Her deger iki tekrari ortalamasidur.
Hata cubuklari standart sapmalari (8,.1) gostermektedir.

Yiiksek havalandirmali ve biiyiik hacimli kosullarda HB1'de iiretilen
etanol (g etanol x 100 mlI™ besiyeri) artis1 (%). Her deger iki tekrarin
ortalamasidir. Hata gubuklar1 standart sapmalari (6y-1)
gostermektedir.

Yiiksek havalandirmali ve biiyiik hacimli kosullarda HB1'de her
iinite hiicre biyokiitlesi basina tiretilen etanol miktarindaki (g etanol x
100 mI™ besiyeri / OD) artis (%). Her deger iki tekrarin ortalamasidur.
Hata gubuklari standart sapmalari (8,.1) gostermektedir.

Diisiik havalandirmal1 ve kiiglik hacimli kosullarda HB1'de iiretilen
etanol (g etanol x 100 ml™ besiyeri) artis1 (%). Her deger iki tekrarmn
ortalamasidir. Hata gubuklar1 standart sapmalari (6y-1)

gostermektedir.
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4.6:

4.7:

4.8:

4.9:

4.10:

4.11:

4.12:

4.13:

Yiiksek havalandirmali ve kiigiik hacimli kosullarda HB1'de her
iinite hiicre biyokiitlesi basina liretilen etanol miktarindaki (g etanol x
100 ml™* besiyeri / OD) artis (%). Her deger iki tekrarin ortalamasidir.
Hata ¢ubuklar1 standart sapmalari (6,.1) gostermektedir.

Yiiksek havalandirmali ve kii¢iik hacimli kosullarda HB1'de iiretilen
etanol (g etanol x 100 ml™ besiyeri) artisi (%). Her deger iki tekrarin
ortalamasidir. Hata gubuklar1 standart sapmalari  (8,-1)
gostermektedir.

Yiiksek havalandirmali ve kiigiik hacimli kosullarda HB1'de her
tinite hiicre biyokiitlesi basina iiretilen etanol miktarindaki (g etanol x
100 ml™ besiyeri / OD) artis (%). Her deger iki tekrarin ortalamasidir.
Hata cubuklari standart sapmalari (8,.1) gostermektedir.

HBI igerisinde biiyiitiilen kiiltlirlerin VHb ekspresyon degerleri
(nmol/g yas agirlik) A: Diisiik havalandirmali ve biiyilik hacimli
kosullarda, B: Yiiksek havalandirmali ve biiyiik hacimli kosullarda,
C: Diisiik havalandirmali ve kiiciik hacimli kosullarda, D: Yiiksek
havalandirmal1 ve kii¢lik hacimli kosullarda. Her deger iki tekrarin
ortalamasidir. Hata gubuklar1 standart sapmalari (6y.1)
gostermektedir.

Diisiik havalandirmali ve biiyiik hacimli kosullarda KB1'de iiretilen
etanol (g etanol x 100 ml™ besiyeri) artis1 (%). Her deger iki tekrarm
ortalamasidir. Hata ¢ubuklar standart sapmalart  (8p-1)
gostermektedir.

Diisiik havalandirmali ve biiyiik hacimli kosullarda KB1'de her {inite
hiicre biyokiitlesi basina {iiretilen etanol miktarindaki (g etanol x 100
ml™? besiyeri / OD) artis (%). Her deger iki tekrarin ortalamasidir.
Hata gubuklari standart sapmalari (8,.1) gostermektedir.

Yiiksek havalandirmali ve biiyiik hacimli kosullarda KB1'de iiretilen
etanol (g etanol x 100 ml™ besiyeri) artisi (%). Her deger iki tekrarmn
ortalamasidir. Hata ¢ubuklar standart sapmalari (6p-1)
gostermektedir.

Yiiksek havalandirmali ve biiyiik hacimli kosullarda KB1'de her

linite hiicre biyokiitlesi bagina tiretilen etanol miktarindaki (g etanol x
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4.14:

4.15:

4.16:

4.17:

4.18:

4.19:

4.20:

100 mI™ besiyeri / OD) artis (%). Her deger iki tekrarin ortalamasidr.
Hata ¢ubuklari standart sapmalari (8,.1) gostermektedir.

Diisiik havalandirmali ve kiiciik hacimli kosullarda KB1'de iiretilen
etanol (g etanol x 100 ml™ besiyeri) artis1 (%). Her deger iki tekrarin
ortalamasidir. Hata gubuklar1 standart sapmalari (6y.1)
gostermektedir.

Diisiik havalandirmali ve kii¢iik hacimli kosullarda KB1'de her tinite
hiicre biyokiitlesi bagina tiretilen etanol miktarindaki (g etanol x 100
ml™ besiyeri / OD) artis (%). Her deger iki tekrari ortalamasidur.
Hata ¢ubuklari standart sapmalari (8,.1) gostermektedir.

Yiiksek havalandirmali ve kii¢iik hacimli kosullarda KB1'de iiretilen
etanol (g etanol x 100 ml™ besiyeri) artisi (%). Her deger iki tekrarimn
ortalamasidir. Hata gubuklar1 standart sapmalari (6y.1)
gostermektedir.

Yiiksek havalandirmali ve kii¢iik hacimli kosullarda KB1'de her
iinite hiicre biyokiitlesi basina liretilen etanol miktarindaki (g etanol x
100 mI™ besiyeri / OD) artis (%). Her deger iki tekrarin ortalamasidir.
Hata ¢ubuklari standart sapmalari (8,.1) gostermektedir.

KB1 icerisinde biiyiitiilen kiiltiirlerin VHb ekspresyon degerleri
(nmol/g yas agirlik) A: Diisiik havalandirmali ve biiyiik hacimli
kosullarda, B: Yiiksek havalandirmali ve biiylik hacimli kosullarda,
C: Diisiik havalandirmali ve kiigiik hacimli kosullarda, D: Yiiksek
havalandirmal ve kiigiik hacimli kosullarda. Her deger iki tekrarin
ortalamasidir. Hata ¢ubuklari standart sapmalari (8,.1)
gostermektedir.

Diistik havalandirmali ve biiyiik hacimli kosullarda KB1'de iiretilen
etanol (g etanol x 100 ml™ besiyeri) artis1 (%). Her deger iki tekrarin
ortalamasidir. Hata ¢ubuklari standart sapmalart  (8p-1)
gostermektedir.

Diistik havalandirmali ve biiylik hacimli kosullarda HB2'de her iinite
hiicre biyokiitlesi basina iiretilen etanol miktarindaki (g etanol x 100
ml™ besiyeri / OD) artis (%). Her deger iki tekrarin ortalamasidir.

Hata cubuklari standart sapmalari (8,.1) gostermektedir.
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4.21:

4.22:

4.23:

4.24:

4.25:

4.26:

4.27:

Yiiksek havalandirmali ve biiyiik hacimli kosullarda HB2'de iiretilen
etanol(g etanol x 100 ml™ besiyeri) artis1 (%). Her deger iki tekrarin
ortalamasidir. Hata gubuklar1 standart sapmalari (6y.1)
gostermektedir.

Yiiksek havalandirmali ve biiyiik hacimli kosullarda HB2'de her
iinite hiicre biyokiitlesi basina liretilen etanol miktarindaki (g etanol x
100 ml™* besiyeri / OD) artis (%). Her deger iki tekrarin ortalamasidir.
Hata ¢ubuklar1 standart sapmalari (6,.1) gostermektedir.

Diisiik havalandirmal1 ve kiiglik hacimli kosullarda HB2'de iiretilen
etanol (g etanol x 100 ml™ besiyeri) artisi (%). Her deger iki tekrarin
ortalamasidir. Hata gubuklar1 standart sapmalari (6y-1)
gostermektedir.

Diisiik havalandirmal1 ve kiigiik hacimli kosullarda HB2'de her {inite
hiicre biyokiitlesi basina iiretilen etanol miktarindaki (g etanol x 100
ml™ besiyeri / OD) artis (%). Her deger iki tekrarin ortalamasidir.
Hata cubuklari standart sapmalari (8,.1) gostermektedir.

Yiiksek havalandirmali ve kiigiik hacimli kosullarda HB2'de tiretilen
etanol (g etanol x 100 mI™ besiyeri) artisi(%). Her deger iki tekrarin
ortalamasidir. Hata gubuklar1 standart sapmalari (6y-1)
gostermektedir.

Yiiksek havalandirmali ve kii¢iik hacimli kosullarda HB2'de her
iinite hiicre biyokiitlesi basina tiretilen etanol miktarindaki (g etanol X
100 ml™ besiyeri / OD) artis (%). Her deger iki tekrarin ortalamasidir.
Hata gubuklari standart sapmalari (8p-1) gostermektedir.

HB2 igerisinde biiyiitiilen kiiltiirlerin VHb ekspresyon degerleri
(nmol/g yas agirlik) A: Diisiik havalandirmali ve biiyiik hacimli
kosullarda, B: Yiiksek havalandirmali ve biiyiik hacimli kosullarda,
C: Diisiik havalandirmali ve kiigiik hacimli kosullarda, D: Yiiksek
havalandirmali ve kii¢iik hacimli kosullarda. Her deger iki tekrarin
ortalamasidir. Hata ¢ubuklar standart sapmalari (6p-1)

gostermektedir.
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4.28:

4.29:

4.30:

4.31:

4.32:

4.33:

4.34:

4.35:

Diisiik havalandirmali ve biiyiik hacimli kosullarda KB2'de iiretilen
etanol (g etanol x 100 ml™ besiyeri) artisi (%). Her deger iki tekrarin
ortalamasidir. Hata gubuklar1 standart sapmalar1 (dn-1)
gostermektedir.

Diistik havalandirmali ve biiyiik hacimli kosullarda KB2'de her iinite
hiicre biyokiitlesi basina iiretilen etanol miktarindaki (g etanol x 100
ml™* besiyeri / OD) artis (%). Her deger iki tekrarin ortalamasidir.
Hata ¢ubuklari standart sapmalar1 (8,.1) gostermektedir.

Yiiksek havalandirmali ve biiylik hacimli kosullarda KB2'de iiretilen
etanol (g etanol x 100 ml™ besiyeri) artisi (%). Her deger iki tekrarin
ortalamasidir. Hata gubuklar1 standart sapmalari (6y-1)
gostermektedir.

Yiiksek havalandirmali ve biiyiik hacimli kosullarda KB2'de her
iinite hiicre biyokiitlesi bagina iiretilen etanol miktarindaki (g etanol x
100 mI™ besiyeri / OD) artis (%). Her deger iki tekrarin ortalamasidir.
Hata cubuklari standart sapmalari (8,.1) gostermektedir.

Diistik havalandirmali, kiigiik hacimli, antibiyotikli kosullarda
KB2'de iiretilen etanol (g etanol x 100 ml™ besiyeri) artis1 (%). Her
deger iki tekrarin ortalamasidir. Hata cubuklar1 standart sapmalari
(0n-1) gostermektedir.

Diisiik havalandirmali ve kii¢iik hacimli kosullarda KB2'de her iinite
hiicre biyokiitlesi basina {iiretilen etanol miktarindaki (g etanol x 100
ml™ besiyeri / OD) artis (%). Her deger iki tekrarin ortalamasidir.
Hata cubuklari standart sapmalari (8,.1) gostermektedir.

Yiiksek havalandirmali ve kiiglik hacimli kosullarda KB2'de tiretilen
etanol (g etanol x 100 ml™ besiyeri) artis1 (%). Her deger iki tekrarm
ortalamasidir. Hata ¢ubuklar standart sapmalart (6p-1)
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C: Diisiik havalandirmali ve kiigiik hacimli kosullarda, D: Yiiksek
havalandirmal1 ve kii¢iik hacimli kosullarda. Her deger iki tekrarin
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gostermektedir.
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1.GIRIS

Her gecen giin artan canli popiilasyonuna, teknoloji ve sanayinin gelismesine
baglh olarak enerjiye duyulan ihtiyag artmaktadir. Kullandigimiz enerji
kaynaklarinin en onde geleni fosil yakitlarin tiikenmeye baslamasi ile yeni ve
yenilenebilir alternatif enerji kaynaklarina giderek ihtiya¢ duyulmaktadir. Fosil
yakitlarin ¢evreye hizla verdigi biiyilkk zarar, Diinya {lizerinde hizli bir tiikketim
potansiyelinin varligini1 gosterir. Tiiketim potansiyelinin artigi, yeryiiziine karisacak
atiklarin miktarinda biiyiik degisimlere sebep olmaktadir. Ekosistem dengesinin
bozulmasinda biiyliik payr olan bu durumun engellenmesi amaciyla yeryiiziinde
yenilenebilir enerji kaynaklarmin arastirilmasi olduk¢a popiiler bir hal almistir.
Brithish Petrolium (BP)'un 2013 yilinda yayinladig1 bir rapora gore; petrol rezervleri
227 milyar ton, dogal gaz rezervleri 187,3 trilyon metrekiip ve komiir rezervleri ise
861 milyar tondur [BP, 2013]. Elde edilen verilere dayanarak petroliin 41, dogal
gazin 64, komiiriin 155 yil igerisinde tiikenecegi sdylenebilir [Goldemberg J, 2007].

Yenilenebilir enerji kaynaklari; Gilines, riizgar, su giicli, biyokiitle seklinde
siiflandirilabilir. Yapisinda, karbonhidrat bilesikleri bulunduran hayvansal yada
bitkisel kokenli, fosil olmayan organik maddelerin tamami biyokiitle olarak
adlandirilir. Biyokiitleden elde edilen biyoyakitlar ise; igeriklerinin hacim olarak en
az %801 son on yilda toplanmis canli organizmalardan elde edilmis her tiirli yakit
olarak tanimlanmaktadir [Acaroglu, 2008].

Biyoyakitlar; genellikle tarimsal biyokiitlelerden farkli yontemlerle {iretilmis,
ozellikleri standardize edilmis kati, sivi yada gaz halinde bulunan yakitlardir. Kati
biyoyakitlar; biyopelet ve biyobriket, sivi biyoyakitlar; biyoetanol ve biyodizel, gaz
biyoyakitlar; biyogaz ve hidrojendir. Biyopelet ve biyobriket; organik orman
atiklarinin ytliksek basing altinda baglayict madde kullanmaksizin sikistirilmasi ile
olusan kati yakitlardir [Ogiit, 2006]. Bu yakitlar; yiiksek 1s1l degere, yiiksek
yogunluga ve homojen yapilariyla oldukca iyi bir yanma performansina sahiptir.
Biyoetanol benzinle birlikte, biyodizel ise motorin yerine kullanildiginda
karbondioksit (CO;) emisyonunu onemli oranda azaltmaktadir. Biyogaz ise diger
yanici1 gazlardan farkli olarak bitkisel ve hayvansal organik hammaddenin

mikroorganizmalar tarafindan islenmesi sonucu elde edilmektedir.



Biyoyakitlarin  kullanimi; organik ve siirdiiriilebilir tarimim devamliligini,
tilkedeki enerji ihtiyacinin bir kisminin karsilanmasini, sera gazlarinin etkisiyle
bozulan ekolojik dengenin pozitif yonde hareketini saglamaktadir.

Biyoetanol, iiretimi i¢in gerekli olan hammadde kaynaklar1 bakimindan
olduk¢a zengin bir biyoyakittir. Biyolojik kiitlelerden c¢esitli mikroorganizmalarin
kullanilmast sonucu elde edilen biyoetanol, yiiksek oktanli bir yakittir ve benzin ile
karistirildiginda, benzinin oktan seviyesini arttirarak emisyonu azalmakta ve tam bir
yanma saglamaktadir.

Biyoetanol genel olarak; bugday, piring, manyok, misir, patates, seker pancari,
cotanak ve seker kamisindan fermantasyon yoluyla tiretilmektedir.

Biyoetanol iretiminde kullanilan hammaddelerin, gidalarin  iiretim
kapasitelerini etkilememesi ve siirdiiriilebilirlik ile yenilenebilirligin bir arada olmasi
hassasiyetle dengede tutulmasi gereken bir durumdur. Alternatif olarak, tarimsal
atiklarin ve fabrika atiklariin kullanimi siirdiiriilebilir ve yenilenebilirlik olgusuna
hizmet etmektedir. Melas, peynir alt1 suyu, patates isleme atik suyu, ¢otanak, misir
kiispesi biyoetanol iiretimi i¢in kullanilan fabrika atiklari igerisinde yer almaktadir.
Tarimsal biyokiitlenin etanole doniistiiriilerek yakilmasi atmosfere karbonmonoksit
(CO) salinimimi azaltacagindan tercih edilen bir prosestir. Endiistriyel atiklarin
kullanilmast sonucu ¢evre dostu bir yakit {iretimi olduk¢a basarili ve Diinya'mizi
yasanilir kilacak etkin bir ¢6ziim ve yaklasimdir.

Biyoetanol, hammaddelerin fermente edilmesi sonucu elde edilmektedir.
Fermantasyon, c¢esitli bakteriler ve mayalar tarafindan gerceklesmektedir.
Fermantasyon sonucu olusan yan {riinler, prosesin omriinii kisaltmakta ve canli
popiilasyonunun devamliligini tehdit etmektedir. Laktik asit, asetik asit, CO,, formik
asit, furfural, fenolik bilesikler; fermantasyonu olumsuz etkileyen yan {riinlerden
bazilaridir.

Fermantasyonda; istenilen {riiniin, iiretim kapasitesini diisliren yan iirlinlerin
cogalmaya olan etkisini azalmak amaciyla, genetik modifikasyon ile Vitreoscilla
hemoglobini (VHb) eksprese eden Escherichia coli (E.coli) kullanilmigtir. Etkin
miktarlarda fermantasyon iirlinii olan biyoetanol {retiminin gerceklestirilmesi;
atiklarin giderimi, yenilenebilir enerji kaynaklarinin devamliligi ve kiiresel 1sinmaya
pozitif anlamda katkis1 ile yenilik¢i ve cevreci bir anlayis olarak benimsenmeli,
arastirma ve gelistirme c¢alismalar1 genisletilmeli ve uygulama alanlan

cogaltilmalidir.



1.1.Tezin Amaci, icerigi ve Katkis

Fosil yakitlarin tilkenme tehlikesiyle karst karsiya geldigimiz 21. yiizyilda,
canliligin devamlilig1 i¢in gerekli olan enerjinin, alternatif enerji kaynaklarindan elde
edilmesi evrensel bir amagtir. Biyoetanol igerisinde nisasta bulunduran tiim
hammaddelerden {iretilebilmektedir. Bu tez ¢alismasinda, atiklarin  geri
doniisiimiiniin saglanmasi amagclanarak, patates isleme atik suyu ve misir isleme atig
kullanilmistir. Boylece gida atiklarinin kullanimi ile doga dostu bir yaklagimla
dogadan elde edilenin dogaya zarar vermeden kullanilarak iade edilmesi ve ihtiyag
duyulan enerjinin uzun vadede geri doniisiimlii olarak tekrar kullanilmasi
amaclanmugtir.

Maya ve fermantasyon yetenegine sahip bir ¢ok mikroorganizmadan farkli
olarak vgh/VHb sistemini iceren rekombinant E. coli suslar;; diisiik oksijen
konsantrasyonlarinda ortamdaki oksijeni baglayarak terminal solunum enzimlerine
aktarir ve bu kosullarda etkin bir iireme ve metabolit iiretiminin ger¢eklesmesine izin
verir [Ramandeep et al., 2001].

Literatiirde yer alan bilgiler 15181nda, patates isleme atik suyu ve misir isleme
atig1 birlikte asit hidrolizi islemine tabii tutularak besiyeri bilesimine katilmis ve
rekombinant E. coli soylarinin iireme ve etanol iiretim miktarindaki degisiklikler
belirlenmistir.

Yapilan tez ¢aligmasinda; genetik mithendisligi ile {iretilen rekombinant E. coli
soylarinin, sanayi atif1 olan patates isleme atik suyu ve misir isleme atigindan elde
edilen fermente sekerleri kullanarak tlireme ve etanol iiretim kapasitelerinin
arttirilmasi amaglanmistir.

Bu tez calismasinda; secilen ham madde igeriginde bulunan glukoz ve ksiloz
sekerlerini fermente ederek etanol iireten, vgh/VHDb sistemini igeren rekombinant E.
coli suslar1 kullanilarak etanol iiretim potansiyelinin belirlenmesi ve arttirilmasina

olan katkis1 arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Biyoetanol

Tiim diinya iilkelerinde her gecen giin artan enerji talebini karsilamak
amaciyla, petrol kokenli enerji kaynaklarinin yerine, alternatif enerji kaynaklarina
ihtiya¢ duyulmaktadir. Enerji ihtiyacinin karsilanmasina hizmet edecek alternatif
enerji kaynaklarinin; yenilenebilir, c¢evreye olumsuz etkisi olmayan, biyolojik
kaynakli, CO, ve sera gazlarinin atmosferdeki miktarlar1 iizerinde olumlu etkiye
sahip, kanserojen etkisi olmayan, kullanim alanlarinin yaygin ve genis bir yelpazeye
sahip olmasi istenmektedir.

Etanol; petrol ve petrol {iriinlerinden elde edilebilecegi gibi cok g¢esitli
biyokiitlelerden ve nisasta kaynaklarindan da elde edilebilen, renksiz, yakildiginda
temiz enerji aciga c¢ikan ve sivi biyoyakit sinifinda yer alan alternatif bir enerji
kaynagidir. Petrol ve biyokiitleden elde edilen etanoliin kimyasal formiilii ve yapisi
birbirinin ayn1 ve CH3—CH,—OH'd1r. Aralarindaki fark, elde edilirken kullanilan yol
ve hammaddedir. Etanol; petrol tiirevli hammaddelerden, dogalgaz ve komiirden
petrokimyasal olarak etilenin hidrasyonu ile elde edilirken, biyoetanol; ¢ok gesitli
biyokiitlelerden organizmalarin fermantasyonu ile elde edilmektedir.

Patates, misir, bugday, seker kamisi, seker pancar1 gibi nisasta zengini bitkiler;
biyoetanol iiretiminde hammadde olarak kullanilmakla birlikte gida endiistrisinde
besin maddesi olarak da kullanilmaktadir. Nisasta zengini bu bitkilerin, biyoetanol
tiretiminde hammadde olarak kullaniminin siirekliligi gida sektoriinde biiyiik bir kriz
yaratacagindan, tarimsal atiklar, doga rezidiileri ve endiistriyel gida atiklarinin amaca
hizmet etmesi sorunu uzun vadede ¢dzen bir yaklasim olacaktir.

Biyokiitlenin, alternatif enerji kaynagi olarak seg¢ilmesinin nedenlerinden

bazilari asagida belirtilmistir [Adigiizel, 2011].

e Tasima sektoriinde artan enerji ihtiyact

e Enerjide disa bagimlilig1 azaltmak

¢ Fosil yakitlarin yanmasi sonucu atmosferde biriken CO2 miktarinin artmast
¢ Enerji kaynagi olarak kullandigimiz fosil yakitlarin tiikenmesi

e Ulusal enerji giivenligi



e Kaynak cesitliligi saglama
e Var olan kaynaklarin degerlendirilmesi
e Cevre kirliligi ve iklim degisikliginin engellenmesi

e Tarimsal ekonominin gelistirilmesi

Etanoliin tarihteki yerine bakildiginda, 20. yiizyilin baslarinda Henry FORD ve
Nicholas OTTO tarafindan {iretilen i¢ten yanmali motorlarda ve yapilan ilk
arabalarda kullanildigi goriilmektedir [Melikoglu vd., 2010]. Popiiler bir yakit
olmamasinin sebebi ise o tarihlerde benzine gore ¢ok daha maliyetli ve pahali
olmasidir. Fakat giinlimiizde ihtiya¢ duyulan alternatif enerji kaynaklarindan en fazla
iiretilen biyoetanoldiir [Ogiit, 2007].

Etanol, yiiksek oktan ve diisiik setan sayisina, genis yanma sinirina, yiiksek
yanma hizina, diisiik buhar basinci ve benzinden daha yiiksek buharlasma 6zisisina
sahiptir. Yiiksek basin¢ orani ve kisa tutusma zamani etanoliin kimyasal yapisindan
kaynaklanan avantajlarindandir. Bununla birlikte etanoliin enerji verimi, petrol ve
tiirevi yakitlarin enerji veriminden % 44 oraninda daha azdir. Yine de sahip oldugu
yiikksek oksijen igerigi sayesinde, petrol ve petrol tiirevi yakitlarla kiyaslandiginda
sera gazlarinin saliniminda kayda deger bir diisiis goriilmektedir [Balat et al., 2008].

Etanoliin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri Tablo 2.1'de, yakit 6zellikleri Tablo
2.2'de gosterilmektedir [Adigiizel, 2011].



Tablo 2.1: Etanoliin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri.

Formdil

Molekiiler Agirlik
Karbon (wi/t)

Hidrojen (wit)

Oksijen (wi/t)

Karbon / Hidrojen Orani
Steiometrik ( hava / EtOH )
Ozgiil Agirlik

Buhar Basinci

Kaynama Sicakligi
Dielektrik Katsayisi

Suda Coziinme

C2H50H
46.1
% 52.1
% 13.1
% 34.7
4
9
0.79 kg/dm?
50 mm Hg
78.5 °C
24.3

o0

Tablo 2.2: Etanoliin yakit 6zellikleri.

Setan Numarasi

Oktan Numarasi

Kendiliginden Atesleme Sicakligi (K)
Latent Buharlagma Oz Isis1 (mj/Kg)

Alt Is1 Degeri

107

606

0,91
26

Petrol ve tiirevi fosil yakitlarin yerine tercih edilen biyoetanoliin sagladigi

avantajlar asagida 6zetlenmistir [Adigiizel, 2011], [Acaroglu, 2008].

e Yerli, yenilenebilir bir yakit kaynagidir.

¢ Fosil kokenli yakitlara olan bagimlilig: azaltir.

e Temiz bir yakit kaynagidir ve diislik maliyeti ile yakitin oktan sayisini arttirir.

e Uretimi ve muhafaza edilmesi kolay, kiiciik modifikasyonlar ile biitiin

araglarda kullanilabilir bir yakittir.

e Sera gazi emisyonlarin azaltir. Biyoyakitlar fosil yakitlardan % 40-80 daha az

Sera gaz1 yayar.



e Ekosistem dengesini korumaya yardimcidir. Asit yagmurlarini, su kirliligini,
atik olusumunu azaltir.

e Tarimsal alanda yeni istihdam saglar.

o Net ve pozitif enerji dengesini yakalar.

¢ Biyoteknoloji avantajlarini gelistirme imkanina sahiptir.

¢ Egzoz emisyonlarini azaltir ve dogaya zarar vermeden ¢oziiniir.

e Kanserojen etkiye sahip benzen ve biitadin emisyonlarini yar1 yartya azaltir.

e Partikiil madde emisyonunda biiyiik oranda diisiis saglar.

Biyoetanol yakit olarak; dogrudan yada belirli oranlarda benzinle karigtirilarak
kullanilmaktadir. Biyoetanoliin sahip oldugu yiiksek oktan sayisi, yiiksek alevlenme
hiz1 ve yiiksek buharlasma 1sis1 sayesinde; i¢cten yanmali motorlarda benzin ile
karistirilarak kullanildiginda yakitin kisa siirede yanmasini saglayarak, benzine gore
daha yiiksek bir verim ve performans gostermektedir. Etanol % 35 oksijen igerigine
sahip oldugundan benzine kiyasla, yanmak i¢in daha az havaya ihtiya¢ duymaktadir
[Melikoglu vd., 2011].

Biyoetanol; nisasta ve seliiloz igceren gida isleme atiklarindan iretilebilir ve
benzinle belirli oranlarda karistirilarak ¢evre dostu bir yakit haline getirilerek
kullanilmaktadir. Biyoetanol % 2 ile % 85 oranina kadar benzin ile
karistirtlabilmektedir. En yaygin kullanimlar1 E10 ve E85 olarak bilinmektedir. E10,
% 10 biyoetanol % 90 benzin igerir. E8S5, % 85 biyoetanol % 15 benzin icermektedir.
Tablo 2.3'te yakit olarak kullanilan biyoetanol ve benzin karigimlarinin oranlari
belirtilmistir. Biyoetanol yakitlarda oktan artirmak amaci ile kullanilan benzen, metil

tersiyer biitil eter (MTBE) gibi kanserojen maddelerin ¢evreci alternatifidir.

Tablo 2.3: Biyoetanol-Benzin karisimlari.

E85 % 85 biyoetanol % 15 benzin
E10 % 10 biyoetanol % 90 benzin
E5 % 5 biyoetanol % 95 benzin
E2 % 2 biyoetanol % 98 benzin




2.1.1. Diinya'da Biyoetanol

Diinya'da ihtiyag duyulan enerji talebini karsilayan enerji kaynaklarinin
tilkkenmesi ile yeni ve alternatif enerji kaynaklarinin aragtirilmasi olduk¢a glindemde
olan bir arastirma alanidir. Diinya'da enerji ihtiyacinin biiyiik kismi petrol, komiir,
dogal gaz gibi fosil yakitlar kullanilarak karsilanmaktadir.

2011 yilinda Diinya genelinde kullanilan toplam birincil enerji miktar1 12274.6
milyon ton esdeger petrol (Mtep) olarak belirtilmistir. Enerji kaynaklariin yiizdeleri;
% 33.1 petrol, % 30.3 komiir, % 23.7 dogal gaz, % 6.4 hidrolik, % 4.9 niikleer ve %
1.6 yeni alternatif enerji kaynaklar1 seklindedir [Kog vd., 2013] .

Fosil kaynaklarin Diinya'daki durumuna bakildiginda; petroliin 225.4 milyar
ton, dogal gazin 208.4 trilyon m®, kémiiriin 860.94 milyar ton Diinya rezervine sahip
oldugu goriilmiistiir. Diinya rezervlerinin kullanilabilme siireleri ise petroliin 54 yil,
dogal gazin 64 yi1l ve kdmiiriin 112 yildir. Fosil yakitlarin tiiketim pay1; % 38 petrol,
% 27.2 dogal gaz ve %34.8 komiirdiir [Kog vd., 2013].

Almanya Diinya Niifus Vakfinin raporlarina gore, 1.01.2014 tarihinden itibaren
Diinya niifusu 7.2 milyardir. 50 yil sonra Diinya niifusunun 10.7 milyar olacag
tahmin edilmektedir. Yeryliziinde kullanilan enerjinin 12274.6 Mtep oldugu ve
bliylik bir kisminin fosil yakit enerjisinden saglandigi gercegi alternatif enerji
kaynaklarinin gelecekte yasamin devami i¢cin ne kadar Onem tasidigim
gostermektedir.

Artan Diinya niifusu ile paralel sekilde biiyiiyen enerji ihtiyaclarmi karsilamak
icin yeni ve alternatif enerjiye duyulan gereklilik bu veriler 15181nda oldukga net bir
sekilde gozler Oniine serilmistir.

Diinya'da enerji ithtiyacinin % 80'1 fosil yakitlardan saglanmaktadir [Guo et al.,
2010]. Tim diinyada iklim degisiklikleri ve kiiresel 1sinmaya sebep olan sera
gazlarinin artisindan sorumlu fosil yakitlarin  kullanimi, ayni zamanda dogal
kaynaklarin hizla tiikkenmesine neden olmaktadir. Uluslararasi Enerji Ajansi'nin
verilerine gore; 2000 ve 2030 yillar1 arasinda fosil yakitlarin enerji liretiminde ki
pay1 % 85, yenilenebilir enerjinin pay1 ise % 15 oraninda olacaktir. Fosil yakitlarin %
60" petrol ve dogal gazdan elde edilmektedir.

Diinyada 2006 yilinda firetilen toplam biyoetanol miktar1 51.056 milyar
litredir. Uretilen toplam biyoetanol miktarinin 18.376 milyar litresi ABD'de , 16.998



milyar litresi Brezilya'da iiretilmistir. 2005 yilinda ise iretilen toplam biyoetanol
miktar1 45.988 milyar litredir. Uretilen toplam biyoetanol miktarinin 16.139 milyar
litresi ABD'de , 15.999 milyar litresi Brezilya'da iiretilmistir [Sanchez et al., 2008].
Amerika birlesik devletleri (ABD) ve Avrupa iilkeleri biyoetanol iiretiminde
Brezilya ile ilk siralarda yer almaktadir. Biyoetanol iiretiminde nde gelen tilkelerde
ve tiim diinyada diretilen biyoetanol miktarlar1 ve ihtiya¢c duyulan biyoetanol

miktarlari yillara gore Tablo 2.4 ve Tablo 2.5'te gosterilmistir [Acaroglu., 2008].

Tablo 2.4: Bazi tilkelerin yillara gore etanol iiretim miktarlar1 (milyar litre).

Ulke 2003 2005
Brezilya 14.383 15.897
ABD 10.598 13.247
AB 1.892 3.785

Tablo 2.5: Bazi iilkelerin yillara gore etanol ihtiyaci (milyar litre) .

Ulke 2003 2005 2010
Brezilya 12.869 14.004 17.411
ABD 10.598 13.247 18.925
AB 0.378 0.757 1514
Kanada 1.514 4.920 12.869
Japonya 0.757 1.892 7.191
Digerleri 1.514 1.514 2.271
Toplam 27.630 36.336 60.181

2011 yilina geldigimizde Diinya genelinde iiretilen toplam etanol miktart 86.1
milyar litredir. ABD, 54.2 milyar litre ile 2011 yilinin en yiiksek etanol iiretimi
yapan tilkesidir. 21 milyar litre etanol {iretimi ile ABD'yi Brezilya takip etmektedir.
Tablo 2.6'da 2011 yilinda etanol {iretimi yapan bazi iilkelerdeki etanol iiretim

miktarlar1 belirtilmistir [Kog vd., 2013].



Tablo 2.6: Diinyada 2011 yilindaki etanol tiretimi.

Ulke Etanol ( milyar litre)
ABD 54.2
Brezilya 21.0
Almanya 0.8
Arjantin 0.2
Fransa 1.1
Cin 2.1
Kanada 1.8
Diinya 86.1

Biyoetanol iiretiminde ilk siralarda yer alan Brezilya 495 milyar ton seker
kamisi tliretim kapasitesine ulagsmistir ve {iretimin % 80'1t giiney bdolgelerinde, kalani
ise iilkenin geneline yayilmis durumdadir. Brezilya'da elde edilen yillik seker kamisi
kiispesi 186 milyon tondur. 1 milyar litre etanol iiretebilmek i¢in 5 milyon ton kuru
biyokiitle kullanilmaktadir [Soccol et al.,2010].

Diinya iilkeleri biyoetanol iiretiminde farkli hammaddeleri tercih etmektedirler.
Bunun sebebi iilkelerin sahip olduklar iklim ve toprak kosullarinin farkli olmasidir.
ABD biyoetanol iiretiminde yiliksek oranda misir1 hammadde kaynagi olarak
kullanirken, Brezilya seker kamisini ve Fransa bugday: kullanmayi tercih etmektedir.

Ulkemizde ise biyoetanol iiretimi seker pancar kullanilarak gergeklestirilmektedir.

2.1.2. Tiirkiye'de Biyoetanol

Tirkiye, 05.02.2009 tarihinde resmi olarak Kyoto Protokoliine katilmistir.
Kyoto Protokoliiniin uygulanmasin1 istedigi politika ve Onlemler asagida

belirtilmistir [Ozmen, 2009].

e Enerji verimliliginin arttirilmasi

¢ Yenilenebilir enerjinin gelistirilmesi

e Siirdiirtilebilir tarimin desteklenmesi

e Metan emisyonlariin geri kazanilmasi

e Sera etkisi yaratan zararli gazlarin emisyonlarinin (CO2 NO gibi) azaltilmasi
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e Orman ve bitki Ortiisii gibi sera gaz1 yutaklarinin korunmasi ve

yayginlagtirilmasi

Avrupa Birligi'ne aday iilkeler icerisinde yer alan iilkemiz, Avrupa
Komisyonunun EC-2003/30 sayili kararina goére 2020 yilina kadar tasimacilik
sektorlinde kullanilan yakitlarin % 5.75'ini yenilenebilir kaynaklardan elde etmek
zorundadir. Tiirkiye’de bugday hasadinin % 4 ve 7'lik kisimlar1 kullanilarak E5 ve
E10 tiretimi gerceklestirilebilmektedir [Melikoglu vd., 2011].

Ulkemizde Enerji Piyasasi Diizenleme Kurulunun (EPDK) 19 Eylil 2011
tarihinde aldigi bir karar ile 2013 yilindan itibaren, akaryakita her yil artan oranlarda,
yerli tarim iriinlerinden elde edilen etanol ve biyodizel katilmasi zorunlu hale
getirilmektedir (5015 sayilt Petrol Piyasasi Kanunu, EPDK, 2011). Bu oran
biyoetanol i¢in 1 Ocak 2013’de % 2, 1 Ocak 2014 tarihinde ise % 3 olarak
belirlenmigtir. Piyasaya akaryakit olarak arz edilen motorin tiirlerinin, yerli tarim
tiriinlerinden {iretilmis yag asidi metil esteri igeriginin 1 Ocak 2014 tarihi itibariyle
enaz % 1, 1 Ocak 2015 tarihi itibariyle en az % 2, 1 Ocak 2016 tarihi itibariyle en az
% 3 olmas1 zorunlulugu getirilmistir.

Tiirkiye'de 2008 yilinda {iretilen etanol miktar1 150.000 tondur. Yasal
diizenlemeler sebebiyle ancak 40.000 tonu kullamilabilmektedir. Ulkemiz 8 milyon
dekarlik bir alanda seker pancari yetistirebilme kapasitesine sahip iken bu alanin
yalnizca 3.5 milyon dekar alani seker pancari iiretimi i¢in kullanilmaktadir. Besin
degerine sahip ham maddelerden iiretilen biyoetanol miktarlar1 ve verimleri
kiyaslandiginda seker pancarmin en verimli biyoetanol liretim ham maddesi oldugu
gorilmistiir [Acaroglu, 2008]. Besin degerine sahip ham madde kaynaklarinin
kullanim1 uzun vadede bir ¢6ziim olmamakla beraber, biyoetanol iiretimine heniiz
baslayan bir iilke icin ideal bir se¢cimdir. Bununla birlikte uzun vadede alternatif
enerji kaynaklarinin yenilenebilir olma 6zelligine sahip olmasi i¢in arastirmalarin ve
deneysel ¢alismalarin stirmesi gerekmektedir.

Tiirkiye’de biyoetanol iireten fabrikalarin kullandigi hammadde ve kapasiteleri

Tablo 2.7'de gosterilmistir [Karaosmanoglu, 2008].
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Tablo 2.7: Tiirkiye’de biyoetanol tliretimi.

Fabrika Hammadde Uretim Kapasitesi

(milyon It/y1l)
Cumra Scker Fabrikasi Seker Pancar1 21.0
TARKIM (Bursa) Misir-Bugday 40.0
TEZKIM (Adana) Misir-Bugday 20.0
Eskisehir Alkol Fabrikasi Seker Pancari 21.0
Turhal Alkol Fabrikasi Seker Pancar1 14.0
Malatya Alkol Fabrikasi Seker Pancar1 12.5
Erzurum Alkol Fabrikast Seker Pancari 12,5

Ulkemizde aktif olarak biyoetanol sektdriinde iiretim yapan iig iiretim tesisi;
Cumra Seker Fabrikasi, TARKIM ve TEZKIM bulunmaktadir ve iiretim kapasiteleri
149.5 milyon litredir. Ulkemizde kurulu biyoetanol iiretim kapasitesi benzin
tiketimimizin % 7'sini karsilayabilmektedir. Fakat pazarda yer alan biyoetanol
benzin tiiketimimizin % 1'inin altindadir [Kog vd., 2013].

Tiirkiye'de iiretilen biyoetanoliin biiyiik bir kismi, ham madde olarak seker
pancarini kullanilmaktadir. Seker pancarindan farkli olarak, tarimsal ve endiistriyel
atiklarin  biyoetanol iiretiminde ham madde olarak kullaniminin artirilmasi
gerekmektedir. Seker ve alkol fabrikalarinin yani sira, karbonhidrat, nisasta ve
selilloz iceren hammaddeleri kaynak olarak kullanan tiim isletmelerin; isleme
prosesinde ve isleme sonunda elde edilen atiklarini biyoetanol iiretiminde
kullanilmak {izere degerlendirmesi biyoetanol iiretim miktarinin artisina 6nemli

ol¢iide katki saglamaktadir.
2.1.3.Biyoetanol Uretiminde Kullanilabilen Hammaddeler

Yapisinda seker bulunduran her tiirli biyolojik kaynak, o©n islem
uygulanmadan yada uygulanarak biyoetanol {iretiminde kullanilabilmektedir.
Biyoetanol {iretimi; mikroorganizmalarin fermantasyon yetenekleri kullanilarak
gerceklestirilir. Mikroorganizmalar farkli sekerleri metabolize etme yetenegine
sahiptir. Mikroorganizmalarin fermantasyon i¢in kullanabildigi substratlar farklh

oldugundan, biyoetanol iiretiminde kullanilabilecek hammadde kaynaklar1 oldukca
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cesitlidir. Bu ¢esitlilik beraberinde, hammadde kaynaklarinin tiikenme sorununa
dogal bir ¢6ziim olugturmaktadir.

Biyoetanol iiretiminde kullanilan hammaddeler; disakkarit seker igeren
hammaddeler, nisasta iceren hammaddeler ve lignoseliilozik materyaller olmak iizere
3 gruba ayrilir.

Seker kamisi, seker pancari, meyve sekerleri, melas, peynir alti suyu gibi
disakkarit sekerlerin kullanildig1 fermantasyon ortamlari, en ¢ok kullanilan
hammadde kaynaklarini olusturmaktadir. Disakkarit sekerler; mikroorganizmalar
tarafindan direk fermente edilebildikleri gibi, maliyeti yiiksek olmayan 6n islem
uygulanarak da fermente edilebilirler. Seker pancarindan seker iiretim prosesinde
atik olarak elde edilen melas, direk olarak fermente olabilmektedir. Uretim atig1
olarak elde edilen melasin kullanim1 sonucu, melas karbon dongiisiine kazandirilmig
olmaktadir. Ulkemizde iiretilen biyoetanoliin biiyiik ¢ogunlugu melastan elde
edilmektedir. Bir bagka iiretim proses atig1 olan peynir alt1 suyu, islenmeden dogaya
birakilmasi oldukga tehlikeli olan, disakkarit seker olan laktozu iceren hammadde
kaynagidir. Laktoz metabolizmasina sahip mikroorganizmalar tarafindan fermente
edilmekte ve biyoetanol iiretimi gergeklestirilmektedir.

Misir, patates, manyok, tatli patates, piring, bugday, arpa, ¢avdar biyoetanol
liretim potansiyeli yiiksek ve giiniimiiz diinyasinda biyoetanol {iretimi i¢in kullanilan
nisasta igeren hammadde kaynaklarindandir [Melikoglu vd., 2011]. Nisasta bitkilerde
bulunan yapisal bir polisakkarittir. Yapisinda; glukoz monomerlerinin a-1,4
baglartyla u¢ uga eklenmesiyle olusan amiloz ve glukoz monomerlerinin o-1,6
baglariyla her 24-30 glukoz monomerinde dallanma yaparak baglanmasiyla olusan
amilopektin mevcuttur. Sahip oldugu bu kompleks yapidan dolayr nisasta
mikroorganizmalar  tarafindan  direkt olarak fermente edilememektedir.
Fermantasyondan oOnce, fermente edilebilen sekerleri elde etmek i¢in hidroliz
islemine gerek duyulmaktadir. Hidroliz islemi enzim yada asit kullanilarak farkli
metotlarla gergeklestirilebilmektedir. Enzim kullanarak gerceklestirilen hidroliz
isleminin maliyeti oldukca yiiksektir. Asit hidrolizi metodu enzim kullanimina gore
cok daha az maliyetli bir yontemdir. Asit hidrolizi metotlarinin dezavantaj1 ise asit
hidroliz islemleri sonucunda fermantasyon inhibit6rlerinin olusumudur [Martin et al.,
2007].

Asit hidroliz yontemi sahip oldugu bu dezavantaja ragmen maliyeti diisiik

oldugundan ve endiistriyel atiklarin etanol liretim potansiyellerini degerlendirmek
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amaciyla kullanima uygun bir yontemdir. Asit hidrolizinde genellikle HC1 ve H,SO4
kullanilmaktadir. Asit hidroliz islemi, yiiksek sicaklik ve basing varliginda
gergeklestirildiginde hammaddenin monomerlerine ayrisma oranini yiikseltmekte ve
daha etkili sonuglar elde edilmektedir. Secilen hammaddeye uygulanacak asidin
cesidi, sicakligin derecesi ve basing hammaddenin monomerlerine ayrisma derecesini
dogrudan etkilemektedir. Hammadde igeriginde bulunan nisastanin parg¢alanmasini
saglamak ve kullanilabilir indirgen seker elde edebilmek icin, secilen hammaddeye
Ozel asit hidroliz kosullar1 belirlenmelidir. Onsoy ve ark. (2007) tarafindan
gerceklestirilen bir calismada; yer elmasinin asit hidrolizi ve enzimatik hidrolizi
sonucu elde edilen hidrolizatlarin etanol iiretim kapasiteleri karsilagtirilmigtir. Asit
hidrolizi H,SO4 ile 60°C, 80°C ve 100°C olmak tizere 3 farkli sicaklikta ¢alisilmustir.
Asit hidrolizi ve enzimatik hidroliz kosullar1 karsilastirildiginda; en yiiksek indirgen
seker miktar1 80°C'de H,SO, varliginda elde edilmistir. Elde edilen seker miktariyla
dogru orantili olarak Zymomonas mobilis ile iiretilen en yiiksek etanol verimi de
80°C'de H,SO4 varliginda elde edilmistir [Onsoy et al., 2007].

Yapilan baska bir calismada; tarim sanayinden elde  edilen atiklarin
seyreltilmis % 2’lik HpSO,4 ile 1/10 oraninda karistirilmasi, 120°C’de 20, 40 ve 60
dakikalik inkiibasyonlar1 sonucu elde edilen seker miktarlar1 ve fermantasyon
inhibitorleri karsilastirilmistir [Martin et al., 2007]. Bu c¢alismada farkli hammadde
kaynaklarindan alinan en yiiksek verim sonuglari farkli siirelerde elde edilmistir.
Boylece hidroliz optimizasyonu gerceklestirilmekte ve yiiksek kapasitede etanol
iiretimi saglanmaktadir.

Asit hidrolizi bazi hammadde kaynaklar1 i¢in tek basina yeterli olsa da
enzimatik hidroliz ile devam eden hidroliz prosesleri de gerceklestirilmektedir ve bu
yolla daha yiliksek verimli bir monomer ayrigmasi saglamak miimkiin olmaktadir
[Bondesson et al., 2013].

Fermantasyon yetenegi olan mikroorganizmalar, hidrolize edilmis hammadde
kaynagini besin olarak kullanmakta ve metabolit iiretimini gerceklestirebilmektedir.
Nisgasta kaynagi hammaddelerin tamaminin gida isleme prosesinden ge¢cmesi sonucu
olusan, nisastaca zengin gida isleme atiklar1 biyoetanol {iretimi i¢in kullanilabilir
potansiyel Uriindiir. Nigasta kaynagi iiretim proses atig1 olan patates isleme atik suyu
cesitli hidroliz islemlerine tabi tutularak, fermente edilen sekerlere doniistiiriilir ve

mikroorganizmalar tarafindan biyoetanol {iretimi i¢in kullanilmaktadir.
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Lignoseliilozik materyaller olduk¢a genis cergeveli, yasamin kendisiyle var
olan ve var olmaya devam edecek olan hammadde kaynaklaridir. Giiniimiizde en
yaygin kullanima sahip biyoetanol iiretim kaynaklar1 seker kamisi, nisasta ve misir
olmasma ragmen bu kaynaklarin azalmasi ile biyoetanol iiretimi lignoseliilozik
materyallerden kaynak bulacaktir [Gray et al., 2006]. Lignoseliilozik materyaller;
besin degeri olmayan, yapisinda seliiloz, hemiseliiloz ve lignin bulunduran enerji
krizine ¢oziim olabilecek bir kaynaktir. Seliiloz; glukoz monomerlerinin B-1,4
glukozit baglar1 ile baglanmasi1 sonucu olusan biyolojik saldirilara oldukga direngli
bir yapisal polisakkarittir. Hemiseliilozun yapisina bakildiginda; sahip oldugu ksilan
omurgasina mannoz, arabinoz, galaktoz gibi gesitli sekerlerin B-1,4 glukozit baglar
ile baglanmas1 sonucu olustugu goriilmektedir. Asitler ile kolayca hidrolize olabilen
hemiseliillozun, sahip oldugu ksilan omurgasina baglanan sekerler, bitkilerin
siiflandirilmasinda kullanilmaktadir. Lignin ise hemiseliiloza ester baglartyla ferulik
asitin baglanmasiyla olusan ve bitki hiicre duvarina dayaniklilik kazandiran yapidir.

Tablo 2.8'de etanol iiretiminde kullanilan hammadde kaynaklari ve hidroliz

tirtinleri belirtilmistir [Web 1, 2014].

Tablo 2.8: Hammadde kaynaklar1 ve hidroliz iiriinleri.

Karbonhidrat tiirevi

Hammadde

Hidroliz tirtinleri

Seliiloz

Laktoz
Nisasta

Sakkaroz

Tarimsal atiklar
Sehirsel atiklar
Odun
Odun atiklari
Peynir alt1 suyu
Kasava
Misir
Patates
Seker pancari

Seker kamisi

Glukoz
Mannoz
Galaktoz
Arabinoz - Ksiloz
Galaktoz - Glukoz
Glukoz
Maltoz
Dekstrin
Glukoz
Fruktoz

Lignoseliilozik materyallerde genel kuru agirlik profili; seliiloz % 40 ve 60,

hemiseliilloz % 20 ve 40, lignin % 10 ve 25, ekstrakt ve mineral bilesenleri % 10

olacak sekildedir [Adigiizel, 2011].
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Lignoseliillozik materyaller; saman, aga¢ kabuklari, ot, zirai atiklar, orman
atiklari, kentsel kat1 atiklar, evsel atiklar, bitkisel atiklar ve endiistriyel atiklardan
olusmaktadir.

Tim Diinya'da her yil tonlarca lignoseliilozik materyal tretilmektedir. ABD
Tarim ve Enerji Bakanligi'nin 2005 yili verilerine gore; orman kaynakli 368 milyon
ton , tarim kaynakli 933 milyon ton lignoselillozik biyokiitle iiretimi
gerceklesmektedir. ABD bu rakamlarla birinci sirada yer alirken, Kanada ikinci
sirada yer almaktadir. Kanada'da yillik olarak iiretilen toplam lignoseliilozik
biyokiitle 200 milyon ton, bu oran Cin'de 1 milyon ton, Hindistan'da ise 0.2 milyon
tondur [Zhang, 2008].

Gilintimiizde lignoseliillozik materyaller ile biyoetanol {iiretimi optimize
edilememistir. Gelecekte enerji ihtiyacin1 karsilamak i¢in olduk¢a kiymet kazanacak
ve teknolojinin ilerlemesine paralel olarak kimyasallar ve yakitlarin biyokiitleden
tiretimi uygun maliyetle gerceklestirilecektir. Gelisen teknoloji ile diisikk maliyetli
termokimyasal 6n islem, yliksek etkili seliilaz ve hemiseliilaz, etkili ve direngli
fermantatif mikroorganizmalarin kullanimi1 miimkiin kilinacaktir [Gray et al., 2008].

Biyoetanol iiretiminde kullanilan kaynaklardan 1 litre etanol iiretimi i¢in
gerekli olan hammaddelerin maliyet karsilastirmasi yapildiginda, en yiiksek verimli
maliyete sahip olan hammaddeler misir ve sekerpancaridir. Tablo 2.8'de yogun
olarak kullanilan hammaddelerin  litredeki maliyeti ve hammadde miktar

belirtilmistir [Kogtiirk vd., 2013].

Tablo 2.9: Hammaddelerin 1 litre etanol iiretimi i¢in gerekli miktarlar1 ve maliyetleri.

Hammadde Hammadde miktar1 (kg) Hammadde maliyeti (tl)
Seker pancar1 10 1.10
Bugday 3 1.74
Arpa 4 2.16
Misir 3 1.32
Patates 10 2.10

Diinya genelinde ¢esitli tahillardan  biyoetanol iiretim potansiyeli

degerlendirildiginde, en yiiksek verimin misirdan elde edildigi goriilmiistiir. 1 ton
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misirdan 360 litre biyoetanol Tlretimi gergeklestirilebilir. Tablo 2.9'da cesitli
tahillarin biyoetanol tiretme potansiyelleri belirtilmistir [Melikoglu vd., 2011].

Tablo 2.10: Cesitli tahillarin biyoetanol {iretim potansiyelleri.

Hammadde Biyoetanol iiretim potansiyeli (litre/ton)
Arpa 250
Maisir 360
Patates 110
Seker pancart 110
Bugday 340

2.1.4. Biyoetanol Uretimi

Biyoetanol {iretimi; fermantasyon, etilen hidrasyonu ve asetaldehitin
indirgenmesi olmak iizere 3 farkli yoldan elde edilebilir.

Petrol {iriinii olan etilenin hidrasyonu ile etanol iiretimi endiistriyel iiretimde
kullanilmaktadir fakat olusan yan drlinlerin insan sagligina zarar verdigi
bilinmektedir. Asagida etilenin hidrasyonu ile etanol {iretim reaksiyonu

gorilmektedir.
CH; = CH; + H,0 - CH3CH0 (2.1)

Asetaldehitin hidrojenlenerek etanol iiretimi, nikel katalizorligiinde 100°C -
130°C arasinda gerceklestirilir. Asagida asetilenden elde edilen asetaldehitin

hidrojenlenerek etanol iiretim reaksiyonu goriilmektedir.
CH3;CHO + 2H - CH3;CH,0OH (2.2)

En ¢ok tercih edilen etanol iiretim prosesi fermantasyondur. Fermantasyon,
bakteri ve mayalarin sekerleri kullanarak enerji elde etme yontemidir. Bu reaksiyon
gerceklesirken olusan {riinlerden biri etanoldiir. Asagida basit bir etil alkol

fermantasyon denklemi goriilmektedir.
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CeH1206 2 2C5,HsOH + 2C0O, + 2 ATP (23)

Fermantasyon; 18. yiizyilin sonlarinda Lavosier'in, sekerin anaerob kosullarda
mikroorganizmalar tarafindan parcalanmasi sonucu etanol ve karbondioksit
olustugunu goézlemlemesi ile kesfedilmistir. 1815 yilinda Gay ve Lussac
fermantasyon denklemini ¢6ziimlemistir.

Fermantasyon ile biyoetanol {iretim basamaklari;

e Kullanilacak organizmanin iiremesi ve biiyiimesi i¢in uygun besiyeri i¢eriginin
belirlenmesi

e Fermantasyonda kullanilacak  materyallerin ve besiyeri bilesiminin
sterilizasyonunun saglanmasi

e Yeterli miktarda aktif ve saf kiiltiiriin besiyeri bilesimine inokiilasyonu

e Segilen organizmanin biiylime, gelisme ve iiriin olugturmasi i¢in uygun ortam
kosullarinin saglanmasi

e Fermantasyon ic¢in gerekli olan siire ve kosulda inkiibasyonun
gerceklestirilmesi

¢ Olusan tiriinlerin ortamdan ayrilmasi ve saflastirilmasi seklindedir [Stanbury et

al., 1995].
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Biyoetanoliin iiretim prosesi Sekil 2.1'de 6zetlenmistir [Demirbas, 2009].

TAHIL TANESI veya
SAMAN

Y

Ogziitme ve pargalama ‘

v

(f-xsit hidrolizi, fermantasyon ve damnma

Serme

Y

Ham alkol

BIYOETANOL

HA YVAN YEMI

Sekil 2.1:Biyoetanol iiretim prosesi.

Fermantasyon kosullar1 secilen mikroorganizmaya ve hammadde kaynagina
gore farklilik gostermektedir. Fermantasyon prosesi, segilen mikroorganizmanin en
etkili sekilde ve en kisa siirede kullanabildigi hammadde secilerek optimize

edilmelidir. Mikroorganizmanin biiyiime ve gelismesi i¢in uygun bir besiyeri ortamu;

e Mikroorganizmanin yapisinda bulunan C, N, H, O gibi elementler

e Mikroorganizmanin yasamsal fonksiyonlarinda yer alan reaksiyonlarin
gergceklesmesi i¢in gerekli olan Mg, S, P, K gibi elementler

e Mikroorganizmalarin yagsamsal fonksiyonlarinda yer alan enzim aktivitelerinde
gorevli vitaminler

e Mikroorganizmalarin ¢ogalmak i¢in ihtiya¢ duydugu Fe, Zn, Cu, Mn, B gibi

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

Canlilarin enerji elde etmek i¢in gerceklestirdikleri solunum reaksiyonlarinda
ortak olan metabolik dongi glikolizdir. Fermantasyon reaksiyonunun ilk asamasi

olan glikoliz de, glukoz 2 piirivata kadar parcalanir ve 2 net ATP {iretilir. Piirivat
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enzimler araciligiyla asetaldehite pargalanirken CO; agia ¢ikar. Asetaldehitin
hidrojenlenmesi sonucu etanol olusmaktadir. Sekil 2.2'de glukozun glikoliz dongiisii

ile etanole doniisiim mekanizmasi gosterilmistir [Yigitoglu vd., 2012].

2apP+2(P)  2ATP
1 ' =
IIl ..I cl' .
\\% ) V4 Lo
i |
—_— M =0
Glikoz Glikoliz |
——— -
- h CH;
/ \ 2 piriivat
2NADT 2 NADH .  2CO-
—
H \ 2 H // B
HC-0H — T_-o
CH, CH,
2 etil alkol 2 asetaldehit

Sekil 2.2: Glukozun glikoliz dongiisii ile etanole doniisiim mekanizmasi.

Mikroorganizmalardan etanol tiretiminde kesikli, yari-kesikli ve siirekli olmak
tizere 3 farkli fermantasyon yontemi kullanilmaktadir. Kesikli fermantasyonda;
fermantore besiyeri aktarilir ve segilen — mikroorganizmalarin inokiilasyonu
gerceklestirilir. Uygun sartlarda fermantasyon gergeklestirilir ve fermantasyon
tamamlandiginda fermantor bosaltilir, temizlenir ve yeni bir fermantasyon islemi igin
steril edilir. Kesikli fermantasyonda mikroorganizmalarin gelisimi; lag fazi, log fazi,
duraklama faz1 ve Olim fazi basamaklarindan olugmaktadir. Yar1 kesikli
fermantasyonda; fermantasyon ortamina yavas yavas taze besiyeri ilave edilerek
olusan iriinler belirli araliklarla fermantérden alinmaktadir. Siirekli fermantasyonda
ise kiiltiir kosullar1 ve substrat konsantrasyonu sabit tutularak, mikroorganizmanin
stirekli olarak logaritmik fazda bulunmasi amaglanmaktadir. Kisa araliklarla
mikroorganizmanin yeni bir besiyerine aktarilmasi ve diger taraftan da ayni miktarda
mikroorganizma siispansiyonunun alinmasi ile bu kosullar saglanmaktadir.

Fermantasyon siliresinin sonunda elde edilen {irliniin  ayristirilmasi
gerekmektedir. Kiiltiir igerisinden % 10 ve 12 oraninda etanol elde edilmesi

hedeflenir [Web 2, 2014]. Etanol kiiltiirden, distilasyon yontemi ile

20



ayristirilmaktadir.  Distilasyon; birbiri igerisinde dagilmis iki yada daha fazla
maddenin 1sitma ve sogutma yoluyla sivi yada buhar karisimlarinin saflagtirilmasi
islemidir. Distilasyon sonrasinda % 95 ve 96 oraninda saflastirilmis etanol elde
edilir. Safsizlig1r artirmak i¢in molekiiler elek teknolojisi kullanilarak saflagtirma

orani % 99.80'e kadar yiikseltmek miimkiindiir.

2.1.5.Biyoetanoliin Kullanim Alanlar

Biyoetanol, tiptan ulasim sektoriine kadar oldukca genis yelpazesi olan bir
kullanim alanina sahiptir. Ulastirma sektoriinde; benzin ile karistirilarak, dizel
motorlarda katki maddesi olarak, hibrit ve yakit araglarda, tarirm makinelerinde
kullanilmaktadir. Tip alaninda sterilizasyon amagl kullanimi s6z konusudur.
Kojenerasyon finitelerinde; fosil yakitli tesislerdeki NO emisyonlarinin azaltilmast,
CO;, ticareti, buhar enjeksiyonlu gaz tribiinleri, kombine ¢evrili gii¢ santralleri, dizel
giic jeneratdrleri, kiiclik kojenerasyon sistemleri, suyun tuzlulugunun giderimi igin
kullanim1  gergeklestirilmektedir. Kiiciik ev aletlerinde; firinlarda, aydinlatma
sektoriinde, 1sitma ve sogutma aygitlarinda, besinlerin muhafaza edilmesinde
kullanilmaktadir. Bir diger kullanim alanmi1 olan kimyasal iiriin sektoriinde; etilen,
hidrojen, glikol eter, etil akrilat, asetik asit, asetaldehit, etil eter, etil kloriir ve etil
asetat tiretiminde kullanilmaktadir [Web 2, 2014].

Biyoetanoliin bir diger kullanim sekli, sentetik olarak ftiretilen ETBE (etil-
tersiyer-butil-eter) maddesine katilarak kullanilmaktadir. ETBE, akaryakitin oktan
sayisini yiikseltmekte, yanmayi iyilestirmektedir. ETBE, ¢evre kirletici ve karsinojen
etkili oldugu bilinen MTBE (metil-tersiyer-butil-eter) maddesinin yerine alternatif
olarak kullanilmaktadir. ETBE’nin % 45’ini biyoetanol olusturmaktadir.

Biyoetanol; alkol iiretim sanayinde, kozmetik sektoriinde, ila¢ sanayinde,
patlayict madde ve boya sanayinde, bilim alaninda ¢ozelti seklinde kullanim alanina

sahiptir.
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2.1.6. Rekombinant Bakteri Soylar1 ile Biyoetanol Uretiminin
Arttirllmasi

Tiikenmekte olan biyoetanol iiretim kaynaklarina yeni alternatiflerin bulunmasi
ve bu kaynaklara uygun fermantasyon yetenegine sahip mikroorganizmalarin
gelistirilmesi, gelecekte ihtiya¢ duyulacak enerjinin elde edilmesini saglayacaktir.

Fermantasyonda bakteri, maya ve mantar gibi pek ¢ok mikroorganizma
kullanilabilir. Gegmiste, en ¢ok kullanilan organizmalar ise mayalar olmustur. Daha
Ozgiin olarak ise en ¢ok kullanilan organizma S.cerevisiae’dir. S.cerevisiae, gida ve
icki tiretiminde kullanmaktadirlar. S.cerevisiae'nin inhibitorlere olan toleranslari ise
genistir. Bakterilerden ise biyoetanol iiretimi i¢in en ¢ok arastirilan ve kullanilan
organizma Zymomonas mobilis’tir. S. cerevisiae’den daha 6zgiil biyoetanol aktivitesi
ve irilin saglamaktadir. Biyoetanol iiretimi i¢in kullanilan bir diger organizma ise
genetik olarak modifiye edilmis Escherichia coli’dir. Bu bakteriler ise bir ¢ok seker
cesidini fermente edebilirler, kompleks biiylime faktdrlerine ihtiyag duymazlar ve bir
cok endiistriyel alanda 6ncii olarak kullanilirlar. Biyoetanol {iretiminde fermantasyon
basamaginda kullanilmak tiizere yukaridaki organizmalar disinda anaerobik
termofilik bakteri ve bazi funguslar da ¢alisilmistir. Fakat bu organizmalardan elde
edilen tiriin miktar1 oldukga azdir [Adigiizel, 2011].

Glinimiizde ticari olarak, siikroz ve nisastayr besin olarak kullanan
Saccharomyces cerevisiae etanol iiretimini gergeklestirmektedir. Saccharomyces
cerevisiae gibi bir ¢ok maya ve bakteri farkli sekerleri metabolize edebilme
yetenegine sahip degildir. Biyokiitleden elde edilen sekerlerin fermantasyonda
kullanimin1 ve fermantasyonun verimini artirmak amaciyla, mayalara ve etanolojenik
bakterilere genetik miidahale ile pentoz ve heksoz metabolit yolaklarinin ilavesi
gerceklestirilebilmektedir.

Mikroorganizmalar arasinda Escherichia coli genis spektrumlu sekerleri
metabolize edebilmesine ragmen, diger sekerlere gore glukozu tercih etmektedir.
Etanol iiretiminde, E.coli’nin metabolik miihendisligi etanol iiretimi igin karbon
kaybina neden olan dogal fermentasyon yolizlerinin  susturulmasi ile
gerceklestirilmistir. Metabolik miihendisligin ilk basarili ¢alismalarindan birinde,
Zymomonas mobilis'in etanol fermantasyon yolizinde bulunan piirivat dekarboksilaz
ve alkol dehidrogenaz enzimlerini kodlayan genlerin pLOI297 plazmiti iizerinde,

E.coli'ye aktarimi gergeklestirilmistir [Ingram et al., 1987]. Bir baska ¢aligmada
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yolizlerinden birinde piruvat laktata, laktat dehidrogenaz enzimi vasitasiyla
cevirilmektedir. E.coli NZN111 susu, Idh (laktat dehidrogenaz) ve pfl (piruvat format
liyaz) genlerinin i¢ine homolog rekombinasyonla antibiyotik diren¢ genlerinin
eklenerek susturulmasi ile elde edilmistir [Dien et al., 2000]. Bu sus, glikolizisten
olusan NADH dengesi i¢in, piruvattan NAD"yi elde edemedigi ve bunun sonucu
olarak da anaerobik iiremeyi siirdiiremedigi belirtilmistir (Sekil 2.3). Anaerobik
olarak NZN111 susu’nun iireyebilmesi, bu susun lac promotorunun kontrol ettigi Z.
mobilis’e ait etanol tiretimi i¢in gerekli pdc (piruvat dekarboksilaz) ve adhb (alkol
dehidrogenaz II) genlerini tasiyan pLOI297 plazmidi ile transformasyonu ile
saglanmustir. E. coli NZN111:pLOI1297 susu FBRS susu olarak ifade edilmistir [Dien
et al., 2000].

1/2 Glukoz

[NADH+H] a—l [NADH+H]

Laktik asit "%tpiruvat —B9%, ssarzldehit —2970 g Erang

T +C0;
[MADH+H] }.

Asetil CoA — Format —— CO+ H:

N\

Asetaldehit Asatil —P

[NAD'I-'I:'I: l l

Etanal Asetat

Sekil.2.3: Laktat dehidrogenaz (Idh) ve piirivat format liyaz (pfl) genlerinin
susturulmasi ile elde edilen fermantasyon yolag:.

2.2. Bakteriyel Hemoglobin

Bakteriyel hemoglobin olarak bilinen Vitreoscilla hemoglobini (VHb), 1966
yilinda Dale WEBSTER tarafindan kesfedilmistir [Webster and Hackett, 1966].
Gram negatif aerobik bir bakteri olan Vitreoscilla'da bulunan Vitreoscilla
hemoglobini, kesfedilen ilk bakteriyel hemoglobindir. Bilinen hemoglobinden farkl

olarak, tek globiilin molekiilii igermektedir.
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[k olarak VHb molekiiliinii bakteriyel sitokrom oksidaz ile olan benzerliginden
dolay1 ¢6ziiniir sitokrom o olarak tanimlanmistir [Webster and Hackett, 1966]. 1986
yilinda amino asit sekanslarimin belirlenmesi ile hemoglobin ile olan benzerligi
farkedilmis, tek globiiliin molekiilii igerdigi ve bilinen hemoglobinin aksine ek olarak
yapisal elementlerin bulunmadigr belirtilmistir [Stark et al., 2011]. VHb'nin bilinen
hemoglobine olan benzerligi ti¢ boyutlu yapilar1 karsilastirilarak incelenmistir. VHb,
vgb geni ile tiretilmis ve 1988 yilinda klonlanmistir [Dikshit and Webster, 1988].

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

saglandig1 gosterilmistir [Kiley and Reznikoff, 1991].

CGCTGGGGTTAAAAGTATITGAGTTITIGA
a2 8 8 28 3 5 60 200 60 3 0602 6 2 8 9 8 2 K 2 2 K oK K K

OxvR Fnr

TGTGGATTAAGTTITAAGAGGCAATAAAGATTATAATAA

3 3 2 3 i 3 3 ok ok ok

Fnr/ ArcA Fnr Pribnow

GTGCTGCTACACCATACTGATGTATGGCAAAACCATAAT

+1 inverted repeat

Sekil 2.4: vgb promotor bolgesi. Yildizla isaretlenmis bolgeler OxyR, alt1 ¢izili
bolgeler Fnr baglanma bolgeleri.
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VHb geni (vgb) E. coli [Khosla and Bailey, 1988], Enterobacter aerogenes
[Dikshit et al., 1989], Streptomyces tiirleri [Magnolo et al., 1991] ve tiitiin bitkisi
[Farres and Kallio, 2002] gibi farkli sistemlere klonlanarak, hemoglobinin bu
organizmalarin fizyolojik ve metabolik aktiviteleri {izerine etkileri arastirilmistir.
VHb hemen hemen biitiin klonlanmis oldugu hiicrelere daha iyi bir oksijen alim ve
kullanim potansiyeli kazandirirken, bu proteinin hiicre ireme ve ¢cogalmasi iizerine
olan etkisi konusunda farkli sonuglar gdsterilmistir [Wei et al.,1998], [Liu et al.,
1995], [Hardison, 1998].

Vgb oksijenle diizenlenmekte, mikroaerofilik sartlarda maksimum derecede
uyarilmakta ve VHb’nin hiicre i¢i konsantrasyonu 40-50 kat yiikselmektedir [Dikshit
ve Webster, 1992; Chen et al., 1994; Geckil et al., 2004]. Ozellikle diisiik oksijen
iceren ortamlarda; VHb’ nin ortamdaki oksijen degisimlerine karsi bir tampon gorevi
gorerek, hiicrelerin metabolik aktivitelerini diizenledigi, onlarin biliylime ve
cogalmasinda 6nemli bir rol oynadigi rapor edilmistir [Wei et al., 1998].

VHb, 15.775 Da molekiil agirligina sahip, sitoplazmik ve periplazmik bolgede
yogunlasan, homodimer (iki 6zdes alt iinite) yapisi gosteren bir proteindir ve her bir
alt inite 146 aminoasitten olusmustur [Wakabayashi et al., 1986]. Her alt {inite bir
adet hem grubu (Fe*") icermektedir. Hem grubundaki demir oOkaryotik
hemoglobinlerde oldugu gibi ferrus (Fe?*) ve ferrik (Fe**) olmak iizere iki farkh
formda bulunabilmektedir. Bu iki formdan sadece ferrus (Fe®") oksijen
baglayabilmektedir [Kroneck et al., 1991].

Diisiik oksijen konsantrasyonlarinin negatif etki yarattigi birgok biyoiiretim
olayinda VHb'nin potansiyelinin olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Ekstraselliiler
oksijenin diisiik oldugu durumlarda bu proteinin sentezinin arttigt ve baglandig:
oksijeni okaryotik hiicrelerde oldugu gibi serbest biraktig1 bildirilmistir [Boerman et
al., 1982].

Oksijen kaynagi olarak rol alan Vitreosilla hemoglobinin, mikroaerobik
kosullar altinda ¢6zlinmiis oksijen konsantrasyonunda intraselliiler etkisi artmakta ve
¢Oziinmiis oksijendeki artts hem sitokrom 0 hem de sitokrom d aktivitesini
arttirmaktadir. Ote yandan sitokrom o spesifik aktivitesi sitokrom d’den daha hizl
bir sekilde arttirarak proton pompasinda artisa sebep olmaktadir. Boylece
sitoplazmadaki ATPaz yoluyla bu proton gradiyenti sayesinde ATP iiretilmektedir
[Kallio et al., 1994].
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VHb, protohem IX igerir ve oksijen ile geri doniisiimlii bir bigcimde baglanir.
VHb, karbon monoksit (CO) ile indirgendiginde, sitokrom 0’ya benzer bir sekilde
419 ile 439 nm araliinda absorbsiyon gosterir. Kimyasal olarak ise, ditiyonit

(NazS,0,) ile indirgenir ve 416 ile 430 nm araliginda absorbsiyon piki verir.

0,5
0,4
03 /" \
02 / \
0,1 / \
: -0,1400 aéo 4c|10 :6-(_}_ 430 5c[)0

-0,2
N_"

0,3
0,4

Absorbans
[an]
™

Spektrum (nim)

Sekil 2.5: vgb igeren E. coli TS4 susuna ait hiicre homojenatinda VHb’nin ditiyonit
ile indirgenmesi sonucu olusan absorbsiyon spektrumu.

Bu proteini bulunduran hiicrelerin daha oksitlenmis durumda bulunmalari,
VHb’nin hiicrelerin karbon metabolizmasi akis semalarinda 6nemli yeniden
diizenlemelere sebep olmasi ile ilgilidir. Her ne kadar bunun nasil saglandig1 kesin
olarak ortaya konmamigsa da, NAD+/NADH ve ADP/ATP oranlarinda olan énemli
degisimlerin esas teskil ettigi sanilmaktadir. VHb igeren hiicrelerde NADH
seviyesinde diisiis ATP miktarinda ise artis gozlenmektedir. Dolayis1 ile
NAD+/NADH ve ADP/ATP oranlarinda meydana gelen farkliliklar hiicrenin karbon
bilesiklerini kullanim yollarinda 6nemli degisimlere neden olur. Bu baglamda VHb
ekspresyonu yapan E. aerogenes’de gozlenen % 80 artisin bu tiir bir metabolik akis
semas1 degisikliginden olabilecegi bildirilmistir [Roos et al., 2004], [Geckil vd.,
2004].

Yapilan bagka bir c¢aligmada ise vgb klonlanmig Burkholderia sp.’de
dinitrotoluen yikiminda artis sagladigi bildirilmistir [Patel et al., 2000]. Vgb
klonlanmis bakterilerde rekombinant protein sentezi artmaktadir. Bu konu ile ilgili

olarak yapilan bazi ¢alismalarda vgbh’nin mayalarda antibiyotik ve etanol tiretimini
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arttirdigi tespit edilmistir. Bir diger ¢aligmada ise vgb nin bazi Enterobacteriaceae
iyelerinin biitandiol ve asetoin liretimini arttirdigint gosterilmistir [Briinker et al.,
1998].

Rekombinant protein tiretiminden, ¢esitli antibiyotiklerin {liretimine ve zararli
aromatiklerin par¢alanmasina benzer bir¢ok proseste bu proteinin klonlanmig
hiicrelere 6nemli avantaj kazandirdig1 saptanmistir. Dolayisi ile son yillarda literatiire
girmis olan “metabolik miihendislik” terimi kullanildiginda bu protein ilk sirada
bahsedilen potansiyel alternatif olarak karsimiza ¢ikmaktadir. VHb geninin gesitli
bakteri ve fungusa transformasyonu ile biiylime ve iiretimlerinde artis oldugu
saptanmistir.  Ayrica, aerobik bakterilerde  toksik aromatik  bilesiklerin
biyoremediyasyonunu artirarak “VHb teknolojisi”nin bu alanda da kullanilabilirligi
belirlenmistir [Liu et al., 1996], [Patel et al., 2000].

27



3.GERECLER ve YONTEMLER

3.1.Gerecler

3.1.1.Kullamilan Cihazlar

Bu tez c¢alismasinda hiicrelerin biiylime siireci i¢in, Binder, BD 115,
Tuttlingen, Almanya ve Edmund Biithler GmbH (calkalamali), TH15, Hechingen,
Almanya inkiibatorleri kullanildi. Hiicrelerin 600 nm’deki optik yogunluklar1 (Optik
Density; OD) Bio-Rad, SmartSpec™ 3000, Philadelphia, A.B.D. spektrofotometresi
ile olciildii. Hidrolizat besiyeri bilesenlerini ¢oktiirmek amaciyla Beckman Coulter,
Allegra™ 25R Centrifuge, Almanya ve hiicreleri ¢oktiirmek igin Labogene,
Scanspeed 1580R, Lynge, Danimarka santrifiijleri kullanildi. pH degerleri, Hanna
Instruments, pH 211 Micropr® Cessor, Michigan, A.B.D. ile belirlendi. Hemoglobin
ekstraksiyonu amaciyla hiicrelerin par¢alanmas:t i¢in, Branson Ultrasonic
Corporation, Branson Digital Sonifier 250, Danbury, A.B.D. kullanildi. Hemoglobin
6l¢limii ise Shimadzu, UV-3600 UV-VIS NIR, Kyoto, Japonya UV spektroskopisi ile
6lciildi. Besiyerinde bulunan seker miktarlar1 TLC goriintiileme densitometresi Bio-
Rad, GS 670, Philadelphia, A.B.D. kullanilarak 6l¢iildii. Sarf malzemeleri, patates
isleme atik suyu ve misir isleme atig1 ise deneylerden once Hirayama Hiclave™,

HVE-50, Saitama, Japonya otoklavi kullanilarak steril edildi.
3.1.2.Kullanmilan Kimyasal Malzemeler

Bu calismada kullanilan sarf malzemelerinden disodyum EDTA, ¢inko siilfat
(ZnS04.7H,0), kalsiyum kloriir (CaCl,), manganez kloriir (MnCly), demir siilfat
(FeSQ,), bakir kloriir (CuCly), kobalt kloriir (CoCl,), tiamin (vitamin B;), sodyum
ditiyonit (Na,S,0,4), NaCl, HCI, glukoz, ksiloz, agar, pepton, maya Oziitii, sodyum
asetat (CH3COONa), Na,HPO,4, (NH4):PO;, magnezyum siilfat (MgS0O,4.7H,0),
asetonitril, alfa naftol, etanol, streptomisin siilfat, ampisilin sodyum ve gentamisin
stilfat antibiyotikleri Merck, Darmstadt, Almanya’dan temin edildi. Sodyum
hidroksit (NaOH) ise Sigma, Oakville, Kanada’dan saglandi. 0.2 um por ¢apli siringa
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filtresi Whatman, Maidstone, Ingiltere ve 0.2 um por ¢apli 500 ml’lik vakum filtre
Nalgene, Supor MarchV, Rochester, New York, A.B.D.’den temin edildi. Etanol
Ol¢timii i¢in kullanilan EnzyChrom Etanol Assay Kit, R-Biopharm, Darmstadt,
Almanya’dan, seker 6l¢timiinde kullanilan ince tabaka kromatografisi plakalar ise,

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

3.1.3.Kullanilan Bakteri Soylar

Bu calismada, VHb’nin patates isleme atik suyu ve musir isleme atiinda,
biyoetanol {iretimini arttirmadaki etkinliginin arastiritlmas1 amaglandi. Bu nedenle, bu
tez ¢alismasinda, USDA laboratuvarindan temin edilen E. coli suslar1 (NZN111 ve
FBRY) [Dien et al., 2000] ve bu suslardan Dr. Sanny tarafindan gelistirilen, TS3 ve
TS4 [Sanny et al., 2010] suslart kullanildi (Tablo 3.1). Bunun i¢in, rekombinant
suslar, pdc, adhb [Dien et al., 2000] ve vgb icerecek sekilde (TS3 ve TS4), Illinois
Institute of Technology, Department of Biological Chemical and Physical Sciences,
Chicago, IL, USA’ de, yeni olusturulan plazmidlerle transforme edilerek elde edildi
(Tablo 3.1) [Sanny et al., 2010].

Tablo 3.1: Tez ¢alismasinda kullanilan bakteriler, plazmidler ve 6zellikleri.

Bakteri Soylar1 Ozellikler
NZN111 E. coli [F+ A— rpoS396(Am) rph-1 ApflB::Cam
AldhA::Kan]
FBR5 pdc ve adhb tasiyan pLOI297 plazmidi ile transforme
edilmis NZN111 susu
FBRS5/pTS3 (TS3 susu) vgb tasiyan pKT230 plazmidi (pTS3) ile transforme

edilmis FBRS5 susu
FBRS5/pTS4 (TS4 susu) vgb tasiyan pBBRIMCS-5 plazmidi (pTS4) ile

transforme edilmis FBRS susu

Bu tez ¢alismasinda, vgh™ E. coli FBR5 susu ve vgb® rekombinant E. coli
suslart (TS3 ve TS4) VHb’nin etanol {iiretimindeki etkilerini belirlemek igin
kullanildi. Kullanilan bu rekombinant suslar farkli havalandirma kosullarinda

(yiiksek ve diisiik), asit hidrolizi ile gida isleme atiklarindan 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) igerisinde, saf seker olarak glukoz ve ksiloz igeren Kontrol
Besiyeri 1 (KB1, % 2 glukoz, % 1 ksiloz w/v) ile Kontrol Besiyeri 2 (KB2, % 1
glukoz, % 0.5 ksiloz w/v) igerisinde iiretilerek, hiicrelerin tireme 6zellikleri, etanol

tiretimleri ve VHb ekspresyon seviyeleri incelendi.

3.2.Yontem

3.2.1. Patates ve Misir isleme Atig1 Hidrolizi

Patates isleme atik suyu ve misir isleme atig1 Kraft, Tiirkiye'den temin edildi.
Hidroliz i¢in, 500 g misir isleme atig1 ve 500 ml patates isleme atik suyu ile 56 ml 6
N HCI kanistirildi. Karisim 115°C sicaklikta 60 dakika siire ile otoklavlandi. Steril
karisim 85°C sicaklikta 48 saat siire ile bir inkiibatorde inkiibe edildi.

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

Hidrolizat-fosfat tamponu karisimi 1 i¢in, hazirlanan hidrolizatin 800 ml'si 200
ml 0.5 M sodyum fosfat tamponu (pH 7.0) ile karigtirildi. Bu karigim 121°C
sicaklikta 20 dakika siire ile otoklavlandi. Elde edilen steril karistm 4000 rpm hizinda
20 dakika siire ile santrifiij edildi ve {ist sivi alinarak membran filtre ile (0.45 pm)
vakumla filtre edildi. Elde edilen hidrolizat 1'in % 12 (v/v) toplam sekere (% 8
glukoz, % 4 ksiloz) sahip oldugu Ince Tabaka Kromotografi (Thin Layer
Chromotography-TLC) yontemi ile belirlendi.

HBI1 (pH 7.0), Davis et al. (2006)'dan modifiye edilerek hazirlandi. Bunun i¢in,
180 ml pepton ve maya 06ziitii karisimi (12 g pepton ve 6g maya 6ziitii iceren), 10 ml
Na asetat (% 10 w/v), 125 ml 0.5 M sodyum fosfat tamponu (pH 7.0), 10 ml MgSO,
(% 30 w/v), 5 ml iz element soliisyonu (Tablo 3.1), [Guimaraes et al., 1992], 1 mi
tiamin (% 0.1 w/v) ve 494 ml steril distile su karistirildi. Karisim, 375 ml hidrolizat-
fosfat tamponu karisimina ilave edilerek 1200 ml HB1 elde edildi. HB1'in toplam
seker igerigi Ince Tabaka Kromotografi (Thin Layer Chromotography-TLC) yéntemi
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) igin; 180 ml
pepton ve maya Oziitii (12 g pepton ve 6 g maya 0ziitii iceren), 10 ml sodyum asetat
(% 10 w/v), 200 ml sodyum fosfat tamponu (pH 7.0), 10 ml MgSQO, (% 30 w/v), 5 ml
iz element soliisyonu (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 karistirildi.

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

Hidrolizat-fosfat tamponu karisimi 2 i¢in, hazirlanan hidrolizatin 300 ml'si 200
ml 0.5 M sodyum fosfat tamponu (pH 7.0) ile karstirildi. Bu karisim 121°C
sicaklikta 20 dakika siire ile otoklavlandi. Elde edilen steril karisim 4000 rpm hizinda
20 dakika siire ile santrifiij edildi ve iist sivi alinarak membran filtre ile (0.45 pm)
vakumla filtre edildi. Elde edilen hidrolizat 2'nin % 6 (v/v) toplam sekere (% 4
glukoz ve % 2 ksiloz) sahip oldugu Ince Tabaka Kromotografi (Thin Layer
Chromotography-TLC) yontemi ile belirlendi.

HB2 (pH 7.0), Davis et al (2006)'dan modifiye edilerek hazirlandi. Bunun i¢in,
180 ml pepton ve maya 0Oziitii karigimi (12 g pepton ve 6g maya 6ziitii i¢eren), 10 ml
Na asetat (% 10 w/v), 10 ml MgSO,4 (% 30 w/v), 5 ml iz element soliisyonu (Tablo
3.1), [Guimaraes et al., 1992], 1 ml tiamin (% 0.1 w/v), 494 ml steril distile su
karistirildi. Karisim, 500 ml hidrolizat-fosfat tamponu karisimina ilave edilerek 1200
ml HB2 elde edildi. HB2'nin toplam seker igerigi Ince Tabaka Kromotografi (Thin
Layer Chromotography-TLC) yontemi 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) igin; 180 ml
pepton ve maya 6ziitii (12 g pepton ve 6 g maya 0ziitii iceren), 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 soliisyonu (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
karisgtirildi.
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Tablo 3.2: Iz element soliisyon igerigi.

Bilesen Miktar (g/L)
Disodyum EDTA(C10H14N2Na,0g.2H,0) 5
Cinko Siilfat (ZnSO4.7H,0) 0.00022
Kalsiyum Kloriir (CoCly) 0.5
Manganez Kloriir (MnCly) 0.5
Demir Siilfat (FeSO,) 0.5
Bakir Kloriir (CuCly) 0.16
Kobalt Kloriir (CoCl,) 0.16

HB1, HB2, KBl ve KB2 besiyerlerine kullanilan rekombinant bakteri
soylarina gore belirtilen oranlarda (Tablo 3.2) uygun antibiyotikler eklendi.

Tablo 3.3 : Besiyeri ortamlarina eklenen antibiyotik miktarlari.

Bakteri Soyu Antibiyotikler

FBRS5 100 pg/ml Ampisilin

FBR5/pTS3 (TS3) 100 pg/ml Ampisilin ve 50 pg/ml
Streptomisin

FBR5/pTS4 (TS4) 100 pg/ml Ampisilin ve 5 pg/ml
Gentamisin

3.2.4. Bakteri Soylarina Besiyeri Ortamlarinin Hazirlanmasi ve
Korunmasi

Yapilan bu tez caligmasinda kullanilan bakteri soylarinin, Luria Bertani
besiyerinde {iiremesi ve muhafaza edilmesi saglanmistir. Luria Bertani (LB)
besiyerinde litrede; 10 g pepton, 5 g maya 6ziitli, 5 g NaCl, 80 g ksiloz, 15 g agar
bulunmaktadir. Ksiloz hari¢ tiim besiyeri bilesenlerinin, belirtilen miktarlarda 800 ml

distile su igerisinde c¢oziinmesi saglandi. Ksiloz ise 200 ml % 40'lik bir ¢ozelti
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halinde hazirlandi. Hazirlanan 2 ¢ozeltide 121°C’de 20 dakika siire ile otoklavlandi.
Otoklavdan ¢ikarilan ksiloz ¢ozeltisi bir miktar soguduktan sonra, Luria Bertani
besiyerinin bilesimine eklendi. Hazirlanan besiyerinin sicakligi 50°C sicakliga kadar
sogutulduktan sonra, her bir rekombinant bakteri soyu i¢in belirtilen uygun
oranlarda farkli antibiyotikler ilave edilerek, petrilere dokiildii (Tablo 3.2).
Kullanilan bakteri soylarinin; ksiloz ve uygun antibiyotikleri iceren LB (LBK)
besiyerlerine 6ze ile inokiile edilerek, 37°C’de bir gece inkiibasyonu gerceklestirildi.
Rekombinant bakteri soylari, her hafta kat1 besiyerine pasajlanarak ¢alisma boyunca

aktif bir lireme ve biiylime potansiyeli elde edildi.

3.2.5. OnKkiiltiirlerin Hazirlanmasi

HBI1, KBI, HB2 ve KB2 ortamlarinin her birine; FBRS5, TS3, TS4 bakteri
soylarindan, 50 ml'lik erlenlerde 5 ml uygun besiyeri olacak sekilde, bir ka¢ koloni
0ze ile inokiile edilerek, calkalamali inkiibatérde, 180 rpm hizinda 37°C sicaklikta
bir gece boyunca inkiibe edildi.

3.2.6. Diisiik Havalandirmah Ureme Kosullar:

Yapilan bu tez caligmasinda; diisiik havalandirmali tireme kosullart 1000 ml'lik
(biiyiik) ve 100 ml'lik (kiigiik) erlenlerde, erlenlerin 4/5'1 besiyeri ile dolu olacak
sekilde gerceklestirildi. Hazirlanan bir gecelik Onkiiltiirlerden, optik yogunluklar:
0.06 olacak sekilde HB1, KB1, HB2 ve KB2 besiyerlerine inokiilasyon yapildi.
Erlenlerin agz1 parafilm ile sikica kapatilarak, CO; ¢ikisini saglamak amaciyla steril
igne ile delinerek ¢alkalamali bir inkiibatorde 180 rpm hizinda 37°C sicaklikta 48

saat siire ile inkiibasyon ger¢eklestirildi.
3.2.7. Yiiksek Havalandirmal Ureme Kosullar

Yapilan bu tez calismasinda; yiiksek havalandirmali lireme kosullart 1000
ml'lik (biiyiik) ve 100 ml'lik (kiigiik) erlenlerde, erlenlerin 1/5'1 besiyeri ile dolu
olacak sekilde gerceklestirildi. Hazirlanan bir gecelik oOnkiiltiirlerden, optik
yogunluklar1 0.06 olacak sekilde HB1, KB1, HB2 ve KB2 besiyerlerine inokiilasyon
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yapild1 ve c¢alkalamali bir inkiibatorde 180 rpm hizinda 37°C sicaklikta 48 saat siire
ile inkiibasyon gerg¢eklestirildi.

3.2.8. Kiiltiirlerin Toplam Hiicre Sayisimin Belirlenmesi

Rekombinant bakteri soylarinin, farkli havalandirma kosullarinda ve farkl
besiyeri ortamlarinda 48 saatlik inkiibasyonu sonucu Kkiiltiirlerin toplam hiicre sayima,
spektrofotometre cihazi (Bio-Rad, SmartSpec™ 3000, Philadelphia, A.B.D.) ile
gerceklestirildi. Her bir kiiltiiriin Aggo nm’deki optik yogunlugu olgiiliirken; kor
olarak steril besiyeri kullanildi. Her bir kiiltiir steril besiyeri icerisinde, uygun bir

sekilde seyreltilerek kendi koriine karsilik okutuldu.

3.2.9. Kiiltiirlerin pH Degerlerinin Belirlenmesi

Rekombinant bakteri soylarin, farkli havalandirma kosullarinda ve farkli
besiyeri ortamlarinda 48 saatlik inkiibasyonu sonucu kiiltiirlerin pH degerleri bir pH

metre (Hanna Instruments, pH 211 Micropr® Cessor, Michigan, A.B.D.) ile dl¢iildii.

3.2.10. Fermantasyon Ortaminda Olusan Biyoetanol Miktarinin
Belirlenmesi

Farkli  havalandirma kosullarinda ve farkli besiyeri ortamlarinda
gerceklestirilen rekombinant bakteri soylarinin 48 saatlik inkiibasyonu sonucu,
kiiltiirlerin igerdikleri biyoetanol miktar1 (% w/v; % v/v) EnzyChrom Etanol Assay
Kit ile ol¢iilerek belirlendi. Bunun igin, kiiltiirlerden alinan 50 ml 6rnek, 4000 rpm
hizinda +4°C’de 20 dakika santrifiij edildi ve elde edilen iist sivi, mikrofiij tiiplerine
aktarildi. Pelet ise VHb Ol¢iimleri i¢in, kurutularak -20°C’de muhafaza edildi.
Mikrofiij tiiplerine aktarilan iist sivi etanol Olgiimii i¢in kullanildi. Kitin ¢alisma
prensibi; etanolun NAD ile alkol dehidrogenaz enzimi vasitasiyla asetaldehite
oksitlenmesiyle olusan asetaldehitin, aldehit dehidrogenazla asetik aside
oksitlenmesine ve bdylece olusan NADH’in 340 nm’de olusturdugu absorbans

farkinin 6l¢iilmesine dayanmaktadir.
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3.2.11. Besiyerinde Kalan Seker Miktarinin Belirlenmesi

Farkli havalandirma  kosullarinda ve farkli besiyeri ortamlarinda
gerceklestirilen rekombinant bakteri soylarinin 48 saatlik inkiibasyonu sonucu,
besiyerinde kalan seker miktar1 Ince Tabaka Kromotografi (Thin Layer
Chromotography-TLC) yontemi ile belirlendi. Uygulanan bu yontemde standart
olarak % 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 ve 0.8 oraninda glukoz, ksiloz ve arabinoz kullanildi.
Inkiibasyon sonucu besiyerinden alman ornekler, seker standartlarinin arasinda
kalacak sekilde seyreltildi.

Standartlar ve seyreltilmis ornekler, TLC plakalar1 {izerine mikro siringa ile
miktart 1 ul olacak sekilde damlatilmistir. Plakalar kurutulduktan sonra % 85°lik
(v/v) asetonitril ¢ozeltisi icerisine hafif bir egim ile birakilarak, sekerlerin yiiriimesi
icin bekletildi. Plakalar kurutulduktan sonra islem bir kez daha tekrarlanmis ve tekrar
kurutulan plakalar alfa naftol (% 0.5 v/v) ¢ozeltisine daldirilarak boyandi. Seker
noktalarinin goriiniir hale gelmesi i¢in TLC plaka siticisinda 120°C sicaklikta 10
dakika stire ile plakalar yakildi.

Besiyerinde kalan seker miktarlari, TLC goriintiileme densitometresinde (Bio-
Rad, GS 670, Philadelphia, A.B.D.) TLC plakalarin okutulmasi sonucu hacim
hesaplamalar1 yapilarak belirlendi. R degeri 0.920 tizerinde bulunan sonuglar kabul

edildi.

3.2.12. Rekombinant Bakteri Soylarindaki Hemoglobin
Ekspresyonunun Olciilmesi

Yapilan denemelerde kullanilan vgb igeren rekombinant organizmalarin (TS3
ve TS4) irettikleri VHb miktari, UV-3600 Schimadzu UV-VIS NIR Spectro
vasitastyla, dityonit (sodyum hidrosiilfat) eklenerek indirgenmis-indirgenmemis fark
spektrasiyla Olciilerek belirlendi (Webster and Liu, 1974). Bunun i¢in farklh kiiltiir
besi ortamlarinda 48 saat siiren inkiibasyon sonunda iiretilen hiicre kiiltiirleri 4000
rpm hizda 4°C sicaklikta 15 dakika siire ile santrifiij edilerek (Labogene Scanspeed
1580R, Danimarka) hiicrelerin ¢okmesi saglandi. Daha sonra pelletlerin yas
agirliklan belirlendi ve -20°C sicaklikta en az bir gece boyunca muhafaza edildi.
Daha sonra 30 ng/ml olacak sekilde 50 mM fosfat tamponu (pH 7.5) ile sulandirildi.

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

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

miktar1 nmol/g olarak hesaplandi.

3.2.13. istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler, Microsoft Office, Excel 2007 programu ile hesaplandi. P
degerleri tek kuyruklu t-testi ile VHb’nin etanol {iretimini arttirabilecegi hipotezine

dayanilarak belirlendi.
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4. BULGULAR

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

4.1.1. Diisiik Havalandirmah Biiyiik Hacimli Kiiltiirler

FBR5, TS3 ve TS4 suslarinin pH degerleri, hiicre yogunluklar: (ODgg), etanol
tretimleri (% w/v; % v/v), VHb ekspresyonlari (nmol/g yas agirlik) ve besiyerinde
kalan seker miktarlar1 (% w/v) 1000 mI’lik erlenler igerisinde 800 ml olacak sekilde
hazirlanan, % 2 (w/v) glukoz, % 1 (w/v) ksiloz i¢ceren HB1 (pH 7.0) ile uygun
antibiyotikleri iceren diisiik havalandirmali kosullar altinda, 180 rpm ¢alkalama
hizinda, 37°C sicaklikta, 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda incelendi.

Uygun antibiyotikleri igeren HB1'de, diisiik havalandirmali kosulda biiyiitiilen
kiiltiirlerde, 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonundaki pH degerlerinde en fazla azalma
TS3 susunda gozlendi. Toplam hiicre sayisini belirlemek amaciyla OD 600 nm’de
yapilan 6l¢iim sonuglarinda, FBRS susunun en yliksek degere sahip oldugu goriildii.

Etanol tiretiminin (% w/v), FBRS susuna gore TS3 susu ile % 119 (p =0.02) ve
TS4 susu % 59 (p > 0.05) oraninda arttig1 goriildi (Sekil 4.1).

Her iinite hiicre biyokiitlesi basina etanol iiretimi (g etanol x 100 ml™ besiyeri /
OD) FBRS susuna gore, TS3 susu ile % 159 (p = 0.01) ve TS4 susu ile % 97 (p >
0.05) oraninda arttig1 goriildii (Sekil 4.2)

Etanol verimi; FBRS susu ile % 53, TS3 susu ile % 116 ve TS4 susu ile % 84
olarak belirlendi (Tablo 4.1). Tablo 4.5'te, FBRS susuna gore TS3 ve TS4 suslarinin
etanol verim artiglar1 (%) belirtildi.

VHD ekspresyonunun (nmol/g yas agirlik) ise en fazla TS4 susu ile 205 nmol/g
oldugu belirlendi (Sekil 4.9). Kiiltiir ortamlarinda bulunan toplam sekerin tamaminin

biitiin suslar ile liremenin 48. saati sonunda tiikendigi belirlendi.
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Tablo 4.1: Diisiik havalandirmali ve biiyiik hacimli kosullarda FBRS, TS3 ve TS4
suslarinin % 2 (w/v) glukoz, % 1 (w/v) ksiloz iceren HB1'de 48 saatlik inkiibasyon
sonunda pH, OD (600 nm), etanol (% w/v; % v/v), her linite hiicre biyokiitlesi bagina
etanol iiretimi (g etanol x 100 m1™ besiyeri / OD) ve etanol verimi (%). Her deger iki
tekrarin ortalamasidir. Parantez igindeki degerler standart sapmalari (8,.1)

gostermektedir.
Suglar oH oD EtOH EtOH EtOH/OD Verim
(600nm) (g/200ml) (% viv) (9/100ml/OD) (%)
FBR5 6.37 (0.13)  4.64(0.33)  081(0.13)  1.02(0.18)  0.17 (0.01) 52.94 (8.78)
PTS3 6.31(0.01)  3.92(0.24)  177(021)  224(0.27)  045(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)
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Sekil 4.1: Diislik havalandirmali ve biiytlik hacimli kosullarda HB1'de iiretilen etanol
(g etanol x 100 ml™ besiyeri) artist (%). Her deger iki tekrarin ortalamasidir. Hata
cubuklari standart sapmalari (8p-1) gostermektedir.
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Sekil 4.2: Diisiik havalandirmali ve biiylik hacimli kosullarda HB1'de her {inite hiicre
biyokiitlesi basina iiretilen etanol miktarindaki (g etanol x 100 ml™ besiyeri / OD)
artis (%). Her deger iki tekrarin ortalamasidir. Hata ¢ubuklari standart sapmalari(Jp-1)
gostermektedir.
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4.1.2. Yiiksek Havalandirmah Biiyiik Hacimli Kiiltiirler

FBR5, TS3 ve TS4 suslarinin pH degerleri, hiicre yogunluklar1 (ODggo), etanol
tiretimleri (% w/v; % v/v), VHb ekspresyonlari (nmol/g yas agirlik) ve besiyerinde
kalan seker miktarlar1 (% w/v) 1000 mI’lik erlenler i¢erisinde 200 ml olacak sekilde
hazirlanan, % 2 (w/v) glukoz, % 1 (w/v) ksiloz i¢ceren HB1 (pH 7.0) ile uygun
antibiyotikleri igeren yiiksek havalandirmali kosullar altinda, 180 rpm ¢alkalama
hizinda, 37°C sicaklikta, 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda incelendi.

Uygun antibiyotikleri igeren HB1'de, yiiksek havalandirmali kosulda biiyiitiilen
kiiltiirlerde, 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonundaki pH degerlerinde en fazla azalma
FBRS susunda goézlendi. Toplam hiicre sayisini belirlemek amaciyla OD 600 nm’de
yapilan 6l¢iim sonuglarinda, FBRS susunun en yiiksek degere sahip oldugu goriildii.

Etanol tiretiminin (% w/v), FBRS susuna gore TS3 susu ile % 81 (p > 0.05) ve
TS4 susu ile % 21 (p > 0.05) oraninda arttig1 goriildii (Sekil 4.3).

Her iinite hiicre biyokiitlesi basina etanol iiretiminin (g etanol x 100 ml™
besiyeri / OD) FBRS susuna gore, TS3 susu % 165 (p = 0.05) ve TS4 susu % 61
(p = 0.02) oraninda arttig1 goriildii (Sekil 4.4).

Etanol verimi FBRS5 susu ile % 47, TS3 susu ile % 85 ve TS4 susu ile % 57
olarak belirlendi (Tablo 4.2). Tablo 4.5'te, FBR5 susuna gore TS3 ve TS4 suslarinin
etanol verim artiglar1 (%) belirtildi.

VHb ekspresyonunun (nmol/g yas agirlik) ise en fazla TS4 susu ile 179 nmol/g
oldugu belirlendi (Sekil 4.9). Kiiltiir ortamlarinda bulunan toplam sekerin tamaminin

biitiin suslar ile liremenin 48. saati sonunda tiikendigi belirlendi.
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Tablo 4.2: Yiiksek havalandirmali ve biiyiik hacimli kosullarda FBRS, TS3 ve TS4
suslarinin % 2 (w/v) glukoz, % 1 (w/v) ksiloz igeren HB1'de 48 saatlik inkiibasyon
sonunda pH, OD (600 nm), etanol (% w/v; % Vv/v), her tinite hiicre biyokiitlesi bagina
etanol iiretimi (g etanol x 100 m1™ besiyeri / OD) ve etanol verimi (%). Her deger iki
tekrarin ortalamasidir. Parantez igindeki degerler standart sapmalari (8,.1)

gostermektedir.
oD EtOH EtOH EtOH/OD Verim
Suslar pH
(600nm) (g/100ml) @ vVvi)  (g/100ml/OD) (%)
FBR5 573(0.78)  8.79(0.26)  0.72(0.19)  091(0.23)  0.08 (0.02)  47.05(12.48)
PTS3 649 (0.26) 597 (1.43)  1.30 (0.04)  1.64 (0.04) 0.22 (0.06) 84.9(2.31)
PTS4 6.44 (021)  6.61(1.88)  0.87(0.13)  1.11(0.16)  0.13(0.03) 56.86(8.32)
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Sekil 4.3: Yiiksek havalandirmali ve biiylik hacimli kosullarda HB1'de iiretilen
etanol (g etanol x 100 mI™ besiyeri) artisi (%). Her deger iki tekrarin ortalamasidur.
Hata ¢ubuklar standart sapmalari (8.1) gostermektedir.
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Sekil 4.4: Yiiksek havalandirmali ve biiyiik hacimli kosullarda HB1'de her tinite
hiicre biyokiitlesi basina iiretilen etanol miktarindaki (g etanol x 100 ml™ besiyeri /
OD) artis (%). Her deger iki tekrarin ortalamasidir. Hata cubuklar standart sapmalari
(0n-1) gostermektedir.
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4.1.3. Dusiik Havalandirmah Kii¢iik Hacimli Kiiltiirler

FBR5, TS3 ve TS4 suslarinin pH degerleri, hiicre yogunluklari (ODggo), etanol
tiretimleri (% w/v; % v/v), VHb ekspresyonlari (nmol/g yas agirlik) ve besiyerinde
kalan seker miktarlar1 (% w/v) 100 ml’lik erlenler igerisinde 80 ml olacak sekilde
hazirlanan, % 2 (w/v) glukoz, % 1 (w/v) ksiloz i¢ceren HB1 (pH 7.0) ile uygun
antibiyotikleri iceren diisiik havalandirmali kosullar altinda, 180 rpm c¢alkalama
hizinda, 37°C sicaklikta, 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda incelendi.

Uygun antibiyotikleri igeren HB1'de, diisiikk havalandirmali kosulda biiyiitiilen
kiiltiirlerde, 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonundaki pH degerlerinde en fazla azalma
FBRS susunda gozlendi. Toplam hiicre sayisini belirlemek amaciyla OD 600 nm’de
yapilan 6l¢iim sonuglarinda, TS4 susunun en yiiksek degere sahip oldugu goriildii.

Etanol tiretiminin (% w/v); FBRS susuna gore TS3 susu ile % 100 (p > 0.05)
ve TS4 susu ile % 52 (p = 0.04) oraninda arttig1 goriildii (Sekil 4.5)

Her iinite hiicre biyokiitlesi basina etanol iiretiminin (g etanol x 100 ml™
besiyeri / OD) FBRS5 susuna gore, TS3 susu ile % 91 (p > 0.05) ve TS4 susu ile %
12 (p > 0.05) oraninda arttig1 gorildi (Sekil 4.6)

Etanol verimi; FBRS susu ile % 27, TS3 susu ile % 55 ve TS4 susu ile % 42
olarak belirlendi (Tablo 4.3). Tablo 4.5'te, FBRS susuna gore TS3 ve TS4 suslarinin
etanol verim artislari (%) belirtildi.

VHDb ekspresyonunun (nmol/g yas agirlik) ise en fazla TS4 susu ile 660
nmol/g oldugu belirlendi (Tablo 4.9). Kiiltiir ortamlarinda bulunan toplam sekerin

tamaminin biitiin suslar ile tiremenin 48. saati sonunda tiikendigi belirlendi.
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Tablo 4.3: Diisiik havalandirmali ve kiigiik hacimli kosullarda FBRS, TS3 ve TS4
suslarinin % 2 (w/v) glukoz, % 1 (w/v) ksiloz igeren HB1'de 48 saatlik inkiibasyon
sonunda pH, OD (600 nm), etanol (% w/v; % Vv/v), her tinite hiicre biyokiitlesi basina
etanol iiretimi (g etanol x 100 m1™ besiyeri / OD) ve etanol verimi (%). Her deger iki
tekrarin ortalamasidir. Parantez igindeki degerler standart sapmalari (8,.1)

gostermektedir.
Suglar oH oD EtOH EtOH EtOH/OD Verim
(600nm) (g/100ml) % vi)  (g/100ml/OD) (%)
FBR5 6.18(0.14)  3.86(0.21)  042(0.05) 0.75(0.07)  0.11(0.01) 27.45 (3.24)
PTS3 6.41(0.07)  4.04(0.04)  084(021)  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)
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Sekil 4.5: Diistik havalandirmali ve kiigiik hacimli kosullarda HB1'de iiretilen etanol
(g etanol x 100 mlI™ besiyeri) artis1 (%). Her deger iki tekrarin ortalamasidir. Hata
cubuklari standart sapmalari (3p.1) gostermektedir.
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Sekil 4.6: Yiiksek havalandirmali ve kiiglik hacimli kosullarda HB1'de her {inite
hiicre biyokiitlesi basina iiretilen etanol miktarindaki (g etanol x 100 ml™ besiyeri /
OD) artis (%). Her deger iki tekrarin ortalamasidir. Hata cubuklar standart sapmalari
(0n-1) gostermektedir.
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4.1.4. Yiksek Havalandirmah Kii¢iik Hacimli Kiiltiirler

FBR5, TS3 ve TS4 suslarinin pH degerleri, hiicre yogunluklar1 (ODggo), etanol
tiretimleri (% w/v; % v/v), VHb ekspresyonlari (nmol/g yas agirlik) ve besiyerinde
kalan seker miktarlar1 (% w/v) 100 ml’lik erlenler igerisinde 20 ml olacak sekilde
hazirlanan, % 2 (w/v) glukoz, % 1 (w/v) ksiloz i¢ceren HB1 (pH 7.0) ile uygun
antibiyotikleri igeren yiiksek havalandirmali kosullar altinda, 180 rpm ¢alkalama
hizinda, 37°C sicaklikta, 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda incelendi.

Uygun antibiyotikleri igeren HB1'de, yiiksek havalandirmali kosulda
biiyiitiilen kiiltiirlerde, 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonundaki pH degerlerinde en
fazla azalma FBRS5 susunda goézlendi. Toplam hiicre sayisini belirlemek amaciyla
OD 600 nm’de yapilan 6l¢iim sonuglarinda, TS3 susunun en yiiksek degere sahip
oldugu goriildii.

Etanol tiretiminin (%w/v), FBRS susuna gore TS3 susu ile % 144 (p = 0.05) ve
TS4 susu ile % 37 (p > 0.05) oraninda arttig1 goriildii (Sekil 4.7).

Her iinite hiicre biyokiitlesi basma etanol iiretiminin (g etanol x 100 ml™
besiyeri / OD) FBRS5 susuna gore, TS3 susu ile % 20 (p = 0.04) ve TS4 susu ile % 13
(p > 0.05) oraninda arttig1 goriildii (Sekil 4.8).

Etanol verimi; FBRS susu ile % 18, TS3 susu ile % 43 ve TS4 susu ile % 24
olarak belirlendi (Tablo 4.4). Tablo 4.5'te, FBRS susuna gore TS3 ve TS4 suslarinin
etanol verim artiglar1 (%) belirtildi.

VHD ekspresyonunun (nmol/g yas agirlik) ise en fazla TS4 susu ile 426 nmol/g
oldugu belirlendi (Sekil 4.9). Kiiltiir ortamlarinda bulunan toplam sekerin tamaminin

biitiin suglar ile iremenin 48. saati sonunda tiikkendigi belirlendi.
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Tablo 4.4: Yiiksek havalandirmali ve kii¢lik hacimli kosullarda FBRS5, TS3 ve TS4
suslariin % 2 (w/v) glukoz, % 1 (w/v) ksiloz i¢ceren HB1'de 48 saatlik inkiibasyon
sonunda pH, OD (600 nm), etanol (% w/v; % v/Vv), her tinite hiicre biyokiitlesi basina
etanol iiretimi (g etanol x 100 m1™ besiyeri / OD) ve etanol verimi (%). Her deger iki
tekrarin ortalamasidir. Parantez igindeki degerler standart sapmalari (8,.1)

gostermektedir.
Suglar oH oD EtOH EtOH EtOH/OD Verim
(600nm) (g/100ml) (% VIv) (g/100mI/OD) (%)
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)  852(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) 007 (0.01)  24.18(4.62)
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Sekil 4.7: Yiiksek havalandirmali ve kii¢lik hacimli kosullarda HB1'de tiretilen etanol
(g etanol x 100 mlI™ besiyeri) artis1 (%). Her deger iki tekrarin ortalamasidir. Hata
cubuklar1 standart sapmalari (3p.1) gostermektedir.
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Sekil 4.8: Yiiksek havalandirmali ve kii¢lik hacimli kosullarda HB1'de her {inite
hiicre biyokiitlesi basina iiretilen etanol miktarindaki (g etanol x 100 ml™ besiyeri /
OD) artis (%). Her deger iki tekrarin ortalamasidir. Hata cubuklar standart sapmalari
(0n-1) gostermektedir.
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Sekil 4.9: HB1 igerisinde biiytitiilen kiilttirlerin VHb ekspresyon degerleri (nmol/g
yas agirlik) A) Diisiik havalandirmali ve biiyiik hacimli kosullarda, B) Yiiksek
havalandirmali ve biiyiik hacimli kosullarda, C) Diisiik havalandirmali ve kii¢iik
hacimli kosullarda, D) Yiiksek havalandirmali ve kii¢iik hacimli kosullarda. Her
deger iki tekrarin ortalamasidir. Hata ¢ubuklari standart sapmalari (3p-1)
gostermektedir.

Tablo 4.5: HB1'de etanol verim artis1 (%). Her deger iki tekrarin ortalamasidir.
Parantez i¢indeki degerler standart sapmalari (5p.1) gostermektedir.

Kosullar Etanol Verim Artist (%)
TS3 TS4

Diisiik havalandirmali biiyiik 119 (10) 59 (8)
hacimli

Yiiksek havalandirmali biyiik 81 (45) 21 (15)
hacimli

Diisiik havalandirmali kiigiik 100 (27) 52 (2)
hacimli

Yiiksek havalandirmali kiigiik 145 (24) 37 (19)
hacimli
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4.2. Kontrol Besiyeri 1 (KB1)’de Etanol Uretimleri

4.2.1. Diisiik Havalandirmah Biiyiik Hacimli Kiiltiirler

FBRS5, TS3 ve TS4 suslarinin pH degerleri, hiicre yogunluklar: (ODgqo), etanol
tiretimleri (% w/v; % v/v), VHb ekspresyonlari (nmol/g yas agirlik) ve besiyerinde
kalan seker miktarlar1 (% w/v) 1000 mI’lik erlenler i¢erisinde 800 ml olacak sekilde
hazirlanan, % 2 (w/v) glukoz, % 1 (w/v) ksiloz i¢ceren KB1 (pH 7.0) ile uygun
antibiyotikleri iceren diisiik havalandirmali kosullar altinda, 180 rpm ¢alkalama
hizinda, 37°C sicaklikta, 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda incelendi.

Uygun antibiyotikleri igeren KB1'de, diisiikk havalandirmali kosulda biiyiitiilen
kiiltiirlerde, 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonundaki pH degerlerinde en fazla azalma
TS3 susunda gozlendi. Toplam hiicre sayisini belirlemek amaciyla OD 600 nm’de
yapilan 6l¢tim sonuglarinda, TS4 susunun en yiiksek degere sahip oldugu goriildii.

Etanol tiretiminin (% w/v), FBRS susuna gore TS3 susu ile % 37 (p > 0.05) ve
TS4 susu ile % 7 (p > 0.05) oraninda arttig1 goriildii (Sekil 4.10).

Her iinite hiicre biyokiitlesi basma etanol iiretiminin (g etanol x 100 ml™
besiyeri / OD) FBRS susuna gore, TS3 susu ile % 43 (p > 0.05) ve TS4 susu ile % 7
(p > 0.05) oraninda arttig1 goriildii (Sekil 4.11)

Etanol verimi; FBRS susu ile % 55, TS3 susu ile % 75 ve TS4 susu ile % 59
olarak belirlendi (Tablo 4.6). Tablo 4.10'da, FBR5 susuna gore TS3 ve TS4
suslarinin etanol verim artiglari (%) belirtildi.

VHD ekspresyonunun (nmol/g yas agirlik) ise en fazla TS4 susu ile 768 nmol/g
oldugu belirlendi (Sekil 4.18). Kiiltiir ortamlarinda bulunan toplam sekerin

tamaminin biitlin suglar ile liremenin 48. saati sonunda tiilkendigi belirlendi.
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Tablo 4.6: Diisiik havalandirmali ve biiyiik hacimli kosullarda FBRS, TS3 ve TS4
suslarinin % 2 (w/v) glukoz, % 1 (w/v) ksiloz igeren KB1'de 48 saatlik inkiibasyon
sonunda pH, OD (600 nm), etanol (% w/v; % Vv/v), her tinite hiicre biyokiitlesi bagina
etanol iiretimi (g etanol x 100 m1™ besiyeri / OD) ve etanol verimi (%). Her deger iki
tekrarin ortalamasidir. Parantez igindeki degerler standart sapmalari (8,.1)

gostermektedir.
Suglar oH oD EtOH EtOH EtOH/OD Verim
(600nm) (g/200ml) (% viv) (9/100ml/OD) (%)
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)  119(0.18)  0.12(0.01)  58.82 (5.54)
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Sekil 4.10: Diisiik havalandirmali ve biiyiik hacimli kosullarda KB1'de tiretilen
etanol (g etanol x 100 mI™ besiyeri) artis1 (%). Her deger iki tekrarin ortalamasidur.
Hata ¢ubuklari standart sapmalari (6,.1) gostermektedir.
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Sekil 4.11: Diisiik havalandirmali ve biiylik hacimli kosullarda KB1'de her tinite
hiicre biyokiitlesi basina iiretilen etanol miktarindaki (g etanol x 100 mI™ besiyeri /
OD) artis (%). Her deger iki tekrarin ortalamasidir. Hata ¢ubuklar1 standart sapmalari
(0n-1) gostermektedir.

47



4.2.2. Yiiksek Havalandirmah Biiyiik Hacimli Kiiltiirler

FBR5, TS3 ve TS4 suslarinin pH degerleri, hiicre yogunluklar1 (ODggo), etanol
tiretimleri (% w/v; % v/v), VHb ekspresyonlari (nmol/g yas agirlik) ve besiyerinde
kalan seker miktarlar1 (% w/v) 1000 mI’lik erlenler i¢erisinde 200 ml olacak sekilde
hazirlanan, % 2 (w/v) glukoz, % 1 (w/v) ksiloz i¢ceren KB1 (pH 7.0) ile uygun
antibiyotikleri igeren yiiksek havalandirmali kosullar altinda, 180 rpm c¢alkalama
hizinda, 37°C sicaklikta, 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda incelendi.

Uygun antibiyotikleri igeren KB1'de, yiiksek havalandirmali kosulda biiyiitiilen
kiiltiirlerde, 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonundaki pH degerlerinde en fazla azalma
FBRS susunda goézlendi. Toplam hiicre sayisini belirlemek amaciyla OD 600 nm’de
yapilan 6l¢tim sonuglarinda, TS3 susunun en yiiksek degere sahip oldugu goriildii.

Etanol iiretiminin (% w/v), FBRS susuna gore TS3 susu ile % 22 (p = 0.01) ve
TS4 susu ile % 3 (p > 0.05) oraninda arttig1 goriildii (Sekil 4.12).

Her iinite hiicre biyokiitlesi basina etanol iiretiminin (g etanol x 100 ml™
besiyeri / OD) FBR5 susuna gore, TS3 susu ile % 15 (p > 0.05) ve TS4 susu ile % 3
(p > 0.05) oraninda arttig1 goriildii (Sekil 4.13).

Etanol verimi; FBR5 susu ile %57, TS3 susu ile % 69 ve TS4 susu ile % 59
olarak belirlendi (Tablo 4.7). Tablo 4.10'da, FBRS susuna goére TS3 ve TS4
suslarinin etanol verim artiglari (%) belirtildi.

VHD ekspresyonunun (nmol/g yas agirlik) ise en fazla TS4 susu ile 998 nmol/g
oldugu belirlendi (Sekil 4.18). Kiiltiir ortamlarinda bulunan toplam sekerin

tamaminin biitiin suglar ile tiremenin 48. saati sonunda tiikendigi belirlendi.
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Tablo 4.7: Yiiksek havalandirmali ve biiyiik hacimli kosullarda FBRS, TS3 ve TS4
suslarinin % 2 (w/v) glukoz, % 1 (w/v) ksiloz igeren KB1'de 48 saatlik inkiibasyon
sonunda pH, OD (600 nm), etanol (% w/v; % Vv/v), her tinite hiicre biyokiitlesi bagina
etanol iiretimi (g etanol x 100 m1™ besiyeri / OD) ve etanol verimi (%). Her deger iki
tekrarin ortalamasidir. Parantez igindeki degerler standart sapmalari (8,.1)

gostermektedir.
Suglar oH oD EtOH EtOH EtOH/OD Verim
(600nm) (g/100ml) (% vIv) (g/100ml/OD) (%)
FBR5 6.00(0.02) 9.68(0.59)  0.87(0.04)  1.10(0.05) 009 (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)
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Sekil 4.12: Yiiksek havalandirmali ve biiyiik hacimli kosullarda KB1'de tiretilen
etanol (g etanol x 100 ml™ besiyeri) artis1 (%). Her deger iki tekrarin ortalamasidur.
Hata ¢ubuklari standart sapmalari (6,.1) gostermektedir.
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Sekil 4.13: Yiiksek havalandirmali ve biiylik hacimli kosullarda KB1'de her {inite
hiicre biyokiitlesi basina iiretilen etanol miktarindaki (g etanol x 100 mI™ besiyeri /
OD) artis (%). Her deger iki tekrarin ortalamasidir. Hata cubuklar1 standart sapmalari
(0n-1) gostermektedir.

EtOH/ OD ARTIS
(o)
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4.2.3. Dusiik Havalandirmah Kii¢iik Hacimli Kiiltiirler

FBR5, TS3 ve TS4 suslarinin pH degerleri, hiicre yogunluklar1 (ODggo), etanol
tiretimleri (% w/v; % v/v), VHb ekspresyonlari (nmol/g yas agirlik) ve besiyerinde
kalan seker miktarlar1 (% w/v) 100 ml’lik erlenler igerisinde 80 ml olacak sekilde
hazirlanan, % 2 (w/v) glukoz, % 1 (w/v) ksiloz i¢ceren KB1 (pH 7.0) ile uygun
antibiyotikleri iceren diisiik havalandirmali kosullar altinda, 180 rpm ¢alkalama
hizinda, 37°C sicaklikta, 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda incelendi.

Uygun antibiyotikleri iceren KB1'de, diisilk havalandirmali kosulda biiyiitiilen
kiiltiirlerde, 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonundaki pH degerlerinde en fazla azalma
FBRS susunda gozlendi. Toplam hiicre sayisini belirlemek amaciyla OD 600 nm’de
yapilan 6l¢iim sonuglarinda, FBRS susunun en yiiksek degere sahip oldugu goriildii.

Etanol iretiminin (% w/v), FBRS susuna gore TS3 susu ile % 81 (p > 0.05) ve
TS4 susu ile % 66 (p = 0.03) oraninda arttig1 goriildii (Sekil 4.14).

Her iinite hiicre biyokiitlesi basma etanol iiretiminin (g etanol x 100 ml™*
besiyeri / OD) FBRS susuna gore, TS3 susu ile % 98 (p > 0.05) ve TS4 susu ile %
105 (p = 0.01) oraninda arttig1 gorildii (Sekil 4.15).

Etanol verimi; FBRS susu ile % 35, TS3 susu ile % 63 ve TS4 susu ile % 58
olarak belirlendi (Tablo 4.8). Tablo 4.10'da, FBR5 susuna gore TS3 ve TS4
suslarinin etanol verim artiglari (%) belirtildi.

VHD ekspresyonunun (nmol/g yas agirlik) ise en fazla TS4 susu ile 938 nmol/g
oldugu belirlendi (Sekil 4.18). Kiiltiir ortamlarinda bulunan toplam sekerin

tamaminin biitiin suslar ile tiremenin 48. saati sonunda tiikendigi belirlendi.
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Tablo 4.8: Diisiik havalandirmali ve kiigiik hacimli kosullarda FBRS, TS3 ve TS4
suslarinin % 2 (w/v) glukoz, % 1 (w/v) ksiloz igeren KB1'de 48 saatlik inkiibasyon
sonunda pH, OD (600 nm), etanol (% w/v; % v/v), her tinite hiicre biyokiitlesi bagina
etanol iiretimi (g etanol x 100 m1™ besiyeri / OD) ve etanol verimi (%). Her deger iki
tekrarin ortalamasidir. Parantez igindeki degerler standart sapmalari (8,.1)

gostermektedir.
Suglar oH oD EtOH EtOH EtOH/OD Verim
(600nm) (g/100ml) % vi)  (g/L00mI/OD) (%)
FBR5 6.07 (0.01) 9.42(0.34) 053 (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)
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Sekil 4.14: Diisiik havalandirmali ve kiiciik hacimli kosullarda KB1'de iiretilen
etanol (g etanol x 100 mI™ besiyeri) artis1 (%). Her deger iki tekrarin ortalamasidur.
Hata ¢ubuklari standart sapmalari (8,.1) gostermektedir.
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Sekil 4.15: Diislik havalandirmali ve kiigiik hacimli kosullarda KB1'de her iinite
hiicre biyokiitlesi basina iiretilen etanol miktarindaki (g etanol x 100 ml™ besiyeri /
OD) artis (%). Her deger iki tekrarin ortalamasidir. Hata ¢ubuklar standart sapmalari
(0n-1) gostermektedir.
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4.2.4. Yiiksek Havalandirmah Kiiciik Hacimli Kiiltiirler

FBRS5, TS3 ve TS4 suslarinin pH degerleri, hiicre yogunluklar: (ODgg), etanol
tiretimleri (% w/v; % v/v), VHb ekspresyonlari (nmol/g yas agirlik) ve besiyerinde
kalan seker miktarlar1 (% w/v) 100 ml’lik erlenler igerisinde 20 ml olacak sekilde
hazirlanan, % 2 (w/v) glukoz, % 1 (w/v) ksiloz i¢ceren KB1 (pH 7.0) ile uygun
antibiyotikleri igeren yiiksek havalandirmali kosullar altinda, 180 rpm ¢alkalama
hizinda, 37°C sicaklikta, 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda incelendi.

Uygun antibiyotikleri igeren KB1'de, yiiksek havalandirmali kosulda biiyiitiilen
kiiltirlerde, 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonundaki pH degerlerinde en fazla azalma
FBRS susunda gozlendi. Toplam hiicre sayisini belirlemek amaciyla OD 600 nm’de
yapilan 6l¢iim sonuglarinda, TS3 susunun en yiiksek degere sahip oldugu goriildii.

Etanol iiretiminin (% w/v), FBRS susuna gore TS3 susu ile % 47 (p = 0.02) ve
TS4 susu ile % 12 (p =0.04) oraninda arttig1 goriildii (Sekil 4.16).

. Her iinite hiicre biyokiitlesi basina etanol iretiminin (g etanol x 100 ml™
besiyeri / OD) FBRS susuna gore, TS3 susu ile % 43 (p > 0.05) ve TS4 susu ile % 17
(p = 0.03) oraninda arttig1 goriildi (Sekil 4.17).

Etanol verimi; FBRS susu ile % 22, TS3 susu ile % 33 ve TS4 susu ile % 25
olarak belirlendi (Tablo 4.9). Tablo 4.10'da, FBRS5 susuna goére TS3 ve TS4
suslarinin etanol verim artiglari (%) belirtildi.

VHb ekspresyonunun (nmol/g yas agirlik) ise en fazla TS4 susu ile 897 nmol/g
oldugu belirlendi (Sekil 4.18). Kiiltiir ortamlarinda bulunan toplam sekerin

tamaminin biitlin suglar ile liremenin 48. saati sonunda tiikkendigi belirlendi.
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Tablo 4.9: Yiiksek havalandirmali ve kii¢iik hacimli kosullarda FBR5, TS3 ve TS4
suslarinin % 2 (w/v) glukoz, % 1 (w/v) ksiloz igeren KB1'de 48 saatlik inkiibasyon
sonunda pH, OD (600 nm), etanol (% w/v; % v/v), her tinite hiicre biyokiitlesi bagina
etanol iiretimi (g etanol x 100 m1™ besiyeri / OD) ve etanol verimi (%). Her deger iki
tekrarin ortalamasidir. Parantez igindeki degerler standart sapmalari (8,.1)

gostermektedir.
Suglar oH oD EtOH EtOH EtOH/OD Verim
(600nm) (g/100ml) (% VIv) (g/100mI/OD) (%)
FBR5 6.71(0.03) 1099 (1.03)  0.34(00.6)  043(0.08)  0.03(0.01)  22.22 (4.16)
PTS3 6.81(0.11)  11.4(1.27)  050(0.08) 063 (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)
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Sekil 4.16: Yiiksek havalandirmali ve kiigiik hacimli kosullarda KB1'de iiretilen
etanol (g etanol x 100 mI™ besiyeri) artisi (%). Her deger iki tekrarin ortalamasidur.
Hata ¢ubuklar standart sapmalari (8.1) gostermektedir.
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Sekil 4.17: Yiiksek havalandirmali ve kiigiik hacimli kosullarda KB1'de her iinite
hiicre biyokiitlesi basina iiretilen etanol miktarindaki (g etanol x 100 mI™ besiyeri /
OD) artis (%). Her deger iki tekrarin ortalamasidir. Hata ¢ubuklar1 standart sapmalari
(0n-1) gostermektedir.
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Sekil 4.18: KBI1 igerisinde biiyiitiilen kiiltiirlerin VHb ekspresyon degerleri (nmol/g
yas agirlik) A) Diisiik havalandirmali ve biiyiik hacimli kosullarda, B) Yiiksek
havalandirmali ve biiyiik hacimli kosullarda, C) Diisiik havalandirmali ve kii¢iik
hacimli kosullarda, D) Yiiksek havalandirmali ve kii¢iik hacimli kosullarda. Her
deger iki tekrarin ortalamasidir. Hata gubuklar1 standart sapmalari (6-1)
gostermektedir.

Tablo 4.10: KB1'de etanol verim artis1 (%). Her deger iki tekrarin ortalamasidir.
Parantez i¢indeki degerler standart sapmalar1 (0p-1) gostermektedir.

Kosullar Etanol Verim Artis1 (%)
TS3 TS4

Diistik havalandirmali biiyiik 37 (7) 7(3)
hacimli

Yiiksek havalandirmali biyiik 22 (2) 32
hacimli

Diisiik havalandirmali kiigiik 81 (26) 66 (2)
hacimli

Yiiksek havalandirmali kiigiik 47 (5) 12 (0)
hacimli

54



4.3. Hidrolizat Besiyeri 2 (HB2)’de Etanol Uretimleri

4.3.1. Diisiik Havalandirmah Biiyiik Hacimli Kiiltiirler

FBRS5, TS3 ve TS4 suslarinin pH degerleri, hiicre yogunluklar: (ODgqo), etanol
tiretimleri (% w/v; % v/v), VHb ekspresyonlari (nmol/g yas agirlik) ve besiyerinde
kalan seker miktarlar1 (% w/v) 1000 mI’lik erlenler i¢erisinde 800 ml olacak sekilde
hazirlanan, % 1 (w/v) glukoz, % 0.5 (w/v) ksiloz igeren HB2 (pH 7.0) ile uygun
antibiyotikleri iceren diisiik havalandirmali kosullar altinda, 180 rpm c¢alkalama
hizinda, 37°C sicaklikta, 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda incelendi.

Uygun antibiyotikleri iceren HB2'de, diisiik havalandirmali kosulda biiyiitiilen
kiiltiirlerde, 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonundaki pH degerlerinde en fazla azalma
FBR5 susunda gozlendi. Toplam hiicre sayisini belirlemek amaciyla OD 600 nm’de
yapilan 6l¢iim sonuglarinda, FBRS susunun en yiiksek degere sahip oldugu goriildii.

Etanol iiretiminin (% w/v), FBRS susuna gore TS3 susu ile % 103 (p > 0.05) ve
TS4 susu ile % 74 (p > 0.05) oraninda arttig1 goriildi (Sekil 4.19).

Her iinite hiicre biyokiitlesi basina etanol iiretimi (g etanol x 100 ml™ besiyeri /
OD) FBRS5 susuna gore, TS3 susu ile % 145 (p > 0.05) ve TS4 susu ile % 138 (p =
0.01) oraninda arttig1 goriildi (Sekil 4.20).

Etanol verimi; FBR5 susu ile % 81, TS3 susu ile % 165 ve TS4 susu ile % 141
olarak belirlendi (Tablo 4.11). Tablo 4.15'te, FBRS susuna gore TS3 ve TS4
suslarinin etanol verim artiglari (%) belirtildi.

VHD ekspresyonunun (nmol/g yas agirlik) ise en fazla TS4 susu ile 698 nmol/g
oldugu belirlendi (Sekil 4.27). Kiiltir ortamlarinda bulunan toplam sekerin

tamaminin biitlin suglar ile liremenin 48. saati sonunda tiikkendigi belirlendi.
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Tablo 4.11: Diisiik havalandirmali ve biiyiik hacimli kosullarda FBR5, TS3 ve TS4
suslarinin % 1 (w/v) glukoz, % 0.5 (w/v) ksiloz iceren HB2'de 48 saatlik inkiibasyon
sonunda pH, OD (600 nm), etanol (% w/v; % Vv/v), her tinite hiicre biyokiitlesi bagina
etanol iiretimi (g etanol x 100 mI™ besiyeri / OD) ve etanol verimi (%). Her deger iki

tekrarin ortalamasidir. Parantez igindeki degerler standart sapmalari (8,.1)

gostermektedir.
Suglar oH oD EtOH EtOH EtOH/OD Verim
(600nm) (g/100ml) % vi)  (g/100ml/OD) (%)
FBR5 572(0.02) 6.97(0.04) 062(0.25) 0.77(0.32)  0.09 (0.04)  81.04 (17.56)
PTS3 594 (0.06) 5.82(1.75)  1.26(0.07)  158(0.08)  0.21(0.08)  164.70 (9.24)
PTS4 598 (0.05)  5.03(0.18)  1.08(0.08)  136(0.11)  0.21(0.03)  141.17(11.09)
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Sekil 4.19: Diisiik havalandirmali ve biiyiik hacimli kosullarda KB1'de tiretilen
etanol (g etanol x 100 mI™ besiyeri) artis1 (%). Her deger iki tekrarin ortalamasidur.
Hata ¢ubuklari standart sapmalari (6,.1) gostermektedir.

250
- 200
=
= 150
52
©< 100
5
i 50 A

0 -

Sekil 4.20: Diisiik havalandirmali ve biiylik hacimli kosullarda HB2'de her {inite
hiicre biyokiitlesi basina iiretilen etanol miktarindaki (g etanol x 100 mI™ besiyeri /
OD) artis (%). Her deger iki tekrarin ortalamasidir. Hata ¢ubuklar1 standart sapmalari
(0n-1) gostermektedir.
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4.3.2. Yiiksek Havalandirmah Biiyiik Hacimli Kiiltiirler

FBR5, TS3 ve TS4 suslarinin pH degerleri, hiicre yogunluklar1 (ODggo), etanol
tiretimleri (% w/v; % v/v), VHb ekspresyonlari (nmol/g yas agirlik) ve besiyerinde
kalan seker miktarlar1 (% w/v) 1000 mI’lik erlenler i¢erisinde 200 ml olacak sekilde
hazirlanan, % 1 (w/v) glukoz, % 0.5 (w/v) ksiloz igeren HB2 (pH 7.0) ile uygun
antibiyotikleri igeren yiiksek havalandirmali kosullar altinda, 180 rpm ¢alkalama
hizinda, 37°C sicaklikta, 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda incelendi.

Uygun antibiyotikleri igeren HB2'de, yiliksek havalandirmali kosulda biiyiitiilen
kiiltiirlerde, 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonundaki pH degerlerinde en fazla azalma
TS4 susunda gozlendi. Toplam hiicre sayisini belirlemek amaciyla OD 600 nm’de
yapilan 6l¢iim sonuglarinda, FBRS susunun en yiiksek degere sahip oldugu goriildii.

Etanol iiretiminin (% w/v), FBRS susuna gore TS3 susu ile % 77 (p > 0.05) ve
TS4 susu ile % 65 (p = 0.02) oraninda arttig1 goriildi (Sekil 4.21).

Her iinite hiicre biyokiitlesi basma etanol iiretiminin (g etanol x 100 ml™*
besiyeri / OD) FBRS susuna gore, TS3 susu ile % 150 (p > 0.05) ve TS4 susu ile %
72 (p > 0.05) oraninda arttig1 goriildi (Sekil 4.22).

Etanol verimi; FBRS susu ile % 85, TS3 susu ile % 150 ve TS4 susu ile % 140
olarak belirlendi (Tablo 4.12). Tablo 4.15'te, FBRS susuna gore TS3 ve TS4
suslarinin etanol verim artiglari (%) belirtildi.

VHb ekspresyonunun (nmol/g yas agirlik) ise en fazla TS4 susu 404 nmol/g
oldugu belirlendi (Sekil 4.27). Kiiltiir ortamlarinda bulunan toplam sekerin

tamaminin biitiin suglar ile tiremenin 48. saati sonunda tiikendigi belirlendi.
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Tablo 4.12:Yiiksek havalandirmali ve biiyiik hacimli kosullarda FBR5, TS3 ve TS4
suslarinin % 1 (w/v) glukoz, % 0.5 (w/v) ksiloz iceren HB2'de 48 saatlik inkiibasyon
sonunda pH, OD (600 nm), etanol (% w/v; % Vv/v), her tinite hiicre biyokiitlesi bagina
etanol iiretimi (g etanol x 100 ml™ besiyeri / OD) ve etanol verimi (%). Her deger iki

tekrarin ortalamasidir. Parantez igindeki degerler standart sapmalari (8,-1)

gostermektedir.
Suglar oH oD EtOH EtOH EtOH/OD Verim
(600nm) (g/100ml) %% vi)  (g/100mI/OD) (%)
FBR5 6.05(0.06) 845(252) 065(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) 0.9 (0.02)  150.32(41.60)
PTS4 572(0.00) 812(223)  1.07(0.13) 1.35(0.71)  0.13(0.02)  139.86(17.56)
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Sekil 4.21: Yiiksek havalandirmali ve biiyiik hacimli kosullarda HB2'de iiretilen
etanol(g etanol x 100 ml™ besiyeri) artis1 (%). Her deger iki tekrarin ortalamasidir.
Hata ¢ubuklari standart sapmalari (8,.1) gostermektedir.
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Sekil 4.22: Yiiksek havalandirmali ve biiyiik hacimli kosullarda HB2'de her iinite
hiicre biyokiitlesi basina iiretilen etanol miktarindaki (g etanol x 100 ml™ besiyeri /
OD) artis (%). Her deger iki tekrarin ortalamasidir. Hata cubuklar standart sapmalari
(0n-1) gostermektedir.

EtOH /OD ARTIS
(%0)
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4.3.3. Disiik Havalandirmah Kii¢iik Hacimli Kiiltiirler

FBR5, TS3 ve TS4 suslarinin pH degerleri, hiicre yogunluklar1 (ODggo), etanol
tiretimleri (% w/v; % v/v), VHb ekspresyonlari (nmol/g yas agirlik) ve besiyerinde
kalan seker miktarlar1 (% w/v) 100 ml’lik erlenler igerisinde 80 ml olacak sekilde
hazirlanan, % 1 (w/v) glukoz, % 0.5 (w/v) ksiloz igeren HB2 (pH 7.0) ile uygun
antibiyotikleri iceren diisiik havalandirmali kosullar altinda, 180 rpm ¢alkalama
hizinda, 37°C sicaklikta, 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda incelendi.

Uygun antibiyotikleri iceren HB2'de, diisiikk havalandirmali kosulda biiyiitiilen
kiiltiirlerde, 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonundaki pH degerlerinde en fazla azalma
FBR5 susunda gozlendi. Toplam hiicre sayisini belirlemek amaciyla OD 600 nm’de
yapilan 6l¢iim sonuglarinda, FBRS susunun en yiiksek degere sahip oldugu goriildii.

Etanol tiretiminin (% w/v), FBRS susuna gore TS3 susu ile % 148 (p =0.01) ve
TS4 susu ile % 107 (p = 0.01) oraninda artt1g1 goriildii (Sekil 4.23).

Her iinite hiicre biyokiitlesi basina etanol iiretiminin (g etanol x 100 ml™
besiyeri / OD) FBRS susuna gore, TS3 susu ile % 255 (p = 0.00) ve TS4 susu ile %
145 (p = 0.03) oraninda arttig1 goriildi (Sekil 4.24).

Etanol verimi; FBRS susu ile % 35, TS3 susu ile % 84 ve TS4 susu ile % 73
olarak belirlendi (Tablo 4.13). Tablo 4.15'te, FBRS susuna gore TS3 ve TS4
suslarinin etanol verim artiglari (%) belirtildi.

VHb ekspresyonunun (nmol/g yas agirlik) ise en fazla TS4 susu 695 nmol/g
oldugu belirlendi (Sekil 4.27). Kiiltir ortamlarinda bulunan toplam sekerin

tamaminin biitiin suglar ile tiremenin 48. saati sonunda tiikendigi belirlendi.
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Tablo 4.13:Diisiik havalandirmal1 ve kii¢iik hacimli kosullarda FBRS, TS3 ve TS4
suslarinin % 1 (w/v) glukoz, % 0.5 (w/v) ksiloz iceren HB2'de 48 saatlik inkiibasyon
sonunda pH, OD (600 nm), etanol (% w/v; % v/v), her tinite hiicre biyokiitlesi basina
etanol iiretimi (g etanol x 100 ml™ besiyeri / OD) ve etanol verimi (%). Her deger iki

tekrarin ortalamasidir. Parantez igindeki degerler standart sapmalari (8,.1)

gostermektedir.
Suglar oH oD EtOH EtOH EtOH/OD Verim
(600nm) (g/100ml) (% vIv) (g/100ml/OD) (%)
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)  056(0.03)  0.71(0.04) 0.10(0.01)  73.20(3.70)
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Sekil 4.23: Diisiik havalandirmali ve kiiglik hacimli kosullarda HB2'de iiretilen
etanol (g etanol x 100 mI™ besiyeri) artis1 (%). Her deger iki tekrarin ortalamasidur.
Hata ¢ubuklari standart sapmalari (6,.1) gostermektedir.
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Sekil 4.24: Diislik havalandirmali ve kii¢iik hacimli kosullarda HB2'de her iinite
hiicre biyokiitlesi basina iiretilen etanol miktarindaki (g etanol x 100 m1™ besiyeri /
OD) artis (%). Her deger iki tekrarin ortalamasidir. Hata ¢ubuklar1 standart sapmalari
(On-1) gostermektedir.
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4.3.4. Yiksek Havalandirmah Kii¢iik Hacimli Kiiltiirler

FBR5, TS3 ve TS4 suslarinin pH degerleri, hiicre yogunluklar1 (ODggo), etanol
tiretimleri (% w/v; % v/v), VHb ekspresyonlari (nmol/g yas agirlik) ve besiyerinde
kalan seker miktarlar1 (% w/v) 100 ml’lik erlenler igerisinde 20 ml olacak sekilde
hazirlanan, % 1 (w/v) glukoz, % 0.5 (w/v) ksiloz igeren HB2 (pH 7.0) ile uygun
antibiyotikleri igeren yiiksek havalandirmali kosullar altinda, 180 rpm ¢alkalama
hizinda, 37°C sicaklikta, 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda incelendi.

Uygun antibiyotikleri igeren HB2'de, yiliksek havalandirmali kosulda biiyiitiilen
kiiltiirlerde, 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonundaki pH degerlerinde en fazla azalma
TS4 susunda gozlendi. Toplam hiicre sayisini belirlemek amaciyla OD 600 nm’de
yapilan 6l¢iim sonuglarinda, FBRS susunun en yiiksek degere sahip oldugu goriildii.

Etanol iiretiminin (% w/v), FBRS susuna gore TS3 susu ile % 54 (p = 0.01) ve
TS4 susu ile % 15 (p = 0.00) oraninda arttig1 goriildii (Sekil 4.25).

Her iinite hiicre biyokiitlesi bagina etanol iiretiminin (g etanol x 100 ml™
besiyeri / OD) FBRS5 susuna gore, TS3 susu ile % 93 (p = 0.05) ve TS4 susu ile % 34
(p > 0.05) oraninda arttig1 goriildii (Sekil 4.26).

Etanol verimi; FBRS susu ile % 51, TS3 susu ile % 78 ve TS4 susu ile % 59
olarak belirlendi (Tablo 4.14). Tablo 4.15'te, FBRS susuna gore TS3 ve TS4
suslarinin etanol verim artiglari (%) belirtildi.

VHD ekspresyonunun (nmol/g yas agirlik) ise en fazla TS4 susu 1099 nmol/g
oldugu belirlendi (Sekil 4.27). Kiiltiir ortamlarinda bulunan toplam sekerin

tamaminin biitiin suglar ile tiremenin 48. saati sonunda tiikendigi belirlendi.
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Tablo 4.14:Yiiksek havalandirmali ve kii¢iik hacimli kosullarda FBR5, TS3 ve TS4
suslarinin % 1 (w/v) glukoz, % 0.5 (w/v) ksiloz iceren HB2'de 48 saatlik inkiibasyon
sonunda pH, OD (600 nm), etanol (% w/v; % Vv/v), her tinite hiicre biyokiitlesi bagina
etanol iiretimi (g etanol x 100 ml™ besiyeri / OD) ve etanol verimi (%). Her deger iki

tekrarin ortalamasidir. Parantez igindeki degerler standart sapmalari (8,-1)

gostermektedir.
Suglar oH oD EtOH EtOH EtOH/OD Verim
(600nm) (g/100ml) (% VIv) (g/100mI/OD) (%)
FBR5 6.71(0.02)  9.44(1L56)  0.39(0.06)  050(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) 045(0.06)  0.62(0.01)  0.06(0.00)  58.82(7.40)
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Sekil 4.25: Yiiksek havalandirmali ve kii¢iik hacimli kosullarda HB2'de tiretilen
etanol (g etanol x 100 ml™ besiyeri) artisi(%). Her deger iki tekrarin ortalamasidir.
Hata ¢ubuklari standart sapmalari (6,.1) gostermektedir.
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Sekil 4.26: Yiiksek havalandirmali ve kiigiik hacimli kosullarda HB2'de her iinite
hiicre biyokiitlesi basina iiretilen etanol miktarindaki (g etanol x 100 ml™ besiyeri /
OD) artis (%). Her deger iki tekrarin ortalamasidir. Hata cubuklari standart sapmalari
(0n-1) gostermektedir.

EtOH/ OD ARTIS
(o)
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Sekil 4.27: HB2 igerisinde biiyiitiilen kiiltiirlerin VHb ekspresyon degerleri (nmol/g
yas agirlik) A) Diisiik havalandirmali ve biiyiik hacimli kosullarda, B) Yiiksek
havalandirmali ve biiyiik hacimli kosullarda, C) Diisiik havalandirmali ve kii¢iik
hacimli kosullarda, D) Yiiksek havalandirmali ve kii¢iik hacimli kosullarda. Her
deger iki tekrarin ortalamasidir. Hata gubuklar1 standart sapmalari (6-1)
gostermektedir.

Tablo 4.15: HB2'de etanol verim artis1 (%). Her deger iki tekrarin ortalamasidir.
Parantez i¢indeki degerler standart sapmalar1 (8p-1) gostermektedir.

Kosullar

Etanol Verim Artis1 (%)

Diisiik havalandirmali biiyiik
hacimli

Yiiksek havalandirmali biiyiik
hacimli

Diisiik havalandirmali kiigiik
hacimli

Yiiksek havalandirmali kiigiik

hacimli

TS3 TS4
103 (50) 74 (38)
77 (20) 65 (6)
137 (17) 107 (6)
54 (10) 15 (2)
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4.4. Kontrol Besiyeri 2 (KB2)’de Etanol Uretimleri

4.4.1. Diisiik Havalandirmah Biiyiik Hacimli Kiiltiirler

FBRS5, TS3 ve TS4 suslarinin pH degerleri, hiicre yogunluklar: (ODgqo), etanol
tiretimleri (% w/v; % v/v), VHb ekspresyonlari (nmol/g yas agirlik) ve besiyerinde
kalan seker miktarlar1 (% w/v) 1000 mI’lik erlenler i¢erisinde 800 ml olacak sekilde
hazirlanan, % 1 (w/v) glukoz, % 0.5 (w/v) ksiloz igeren KB2 (pH 7.0) ile uygun
antibiyotikleri iceren diisiik havalandirmali kosullar altinda, 180 rpm ¢alkalama
hizinda, 37°C sicaklikta, 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda incelendi.

Uygun antibiyotikleri igeren KB2'de, diisiikk havalandirmali kosulda biiyiitiilen
kiiltiirlerde, 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonundaki pH degerlerinde en fazla azalma
TS3 susunda gozlendi. Toplam hiicre sayisini belirlemek amaciyla OD 600 nm’de
yapilan 6l¢tim sonuglarinda, TS4 susunun en yiiksek degere sahip oldugu goriildii.

Etanol iiretiminin (% w/v), FBRS5 susuna gore TS3 susu ile % 112 (p = 0.04) ve
TS4 susu ile % 78 (p = 0.02) oraninda arttig1 goriildii (Sekil 4.28)

Her iinite hiicre biyokiitlesi basina etanol iiretimi (g etanol x 100 ml™ besiyeri /
OD) FBRS5 susuna gore, TS3 susu % 217 (p = 0.04) ve TS4 susu % 83 (p > 0.05)
oraninda arttig1 goriildii (Sekil 4.29)

Etanol verimi; FBRS susu ile % 67, TS3 susu ile % 141 ve TS4 susu ile % 119
olarak belirlendi (Tablo 4.16). Tablo 4.20'de, FBRS susuna goére TS3 ve TS4
suslarinin etanol verim artiglari (%) belirtildi.

VHD ekspresyonunun (nmol/g yas agirlik) ise en fazla TS4 susu ile 743 nmol/g
oldugu belirlendi (Sekil 4.36). Kiiltiir ortamlarinda bulunan toplam sekerin

tamaminin biitlin suglar ile liremenin 48. saati sonunda tiilkendigi belirlendi.
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Tablo 4.16: Diisiik havalandirmali ve biiyiik hacimli kosullarda FBR5, TS3 ve TS4
suslarinin % 1 (w/v) glukoz, % 0.5 (w/v) ksiloz iceren KB2'de 48 saatlik inkiibasyon
sonunda pH, OD (600 nm), etanol (% w/v; % v/Vv), her tinite hiicre biyokiitlesi basina
etanol iiretimi (g etanol x 100 ml™ besiyeri / OD) ve etanol verimi (%). Her deger iki

tekrarin ortalamasidir. Parantez igindeki degerler standart sapmalari (8,.1)

gostermektedir.
Suglar oH oD EtOH EtOH EtOH/OD Verim
(600nm) (g/100ml) (% vIv) (g/100ml/OD) (%)
FBR5 6.48 (0.06)  7.73 (0.58) 051(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)
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Sekil 4.28: Diisiik havalandirmali ve biiyiik hacimli kosullarda KB2'de {iretilen
etanol (g etanol x 100 mI™ besiyeri) artis1 (%). Her deger iki tekrarin ortalamasidur.
Hata gubuklari standart sapmalari (8,.1) gostermektedir.
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Sekil 4.29: Diisiik havalandirmali ve biiyiik hacimli kosullarda KB2'de her tinite
hiicre biyokiitlesi basina iiretilen etanol miktarindaki (g etanol x 100 ml™ besiyeri /
OD) artis (%). Her deger iki tekrarin ortalamasidir. Hata cubuklar standart sapmalari
(0n-1) gostermektedir.

EtOH/ OD ARTIS
(%0)
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4.4.2. Yiiksek Havalandirmah Biiyiik Hacimli Kiiltiirler

FBR5, TS3 ve TS4 suslarinin pH degerleri, hiicre yogunluklar1 (ODggo), etanol
tiretimleri (% w/v; % v/v), VHb ekspresyonlari (nmol/g yas agirlik) ve besiyerinde
kalan seker miktarlar1 (% w/v) 1000 mI’lik erlenler i¢erisinde 200 ml olacak sekilde
hazirlanan, % 1 (w/v) glukoz, % 0.5 (w/v) ksiloz igeren KB2 (pH 7.0) ile uygun
antibiyotikleri igeren yiiksek havalandirmali kosullar altinda, 180 rpm ¢alkalama
hizinda, 37°C sicaklikta, 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda incelendi.

Uygun antibiyotikleri igeren KB2'de, yiiksek havalandirmali kosulda biiyiitiilen
kiiltiirlerde, 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonundaki pH degerlerinde en fazla azalma
FBRS susunda gozlendi. Toplam hiicre sayisini belirlemek amaciyla OD 600 nm’de
yapilan 6l¢iim sonuglarinda, FBRS susunun en yiiksek degere sahip oldugu goriildii.

Etanol iretiminin (% w/v), FBRS susuna gore TS3 susu ile % 55 (p = 0.02) ve
TS4 susu ile % 47 (p = 0.04) oraninda arttig1 goriildii (Sekil 4.30).

Her iinite hiicre biyokiitlesi basina etanol iiretiminin (g etanol x 100 ml™
besiyeri / OD) FBRS5 susuna gore, TS3 susu ile % 83 (p > 0.05) ve TS4 susu ile % 50
(p > 0.05) oraninda arttig1 goriildii (Sekil 4.31).

Etanol verimi; FBRS susu ile %78, TS3 susu ile % 122 ve TS4 susunda % 115
olarak belirlendi (Tablo4.17). Tablo 4.20'de, FBRS5 susuna gore TS3 ve TS4
suslarinin etanol verim artiglari (%) belirtildi.

VHb ekspresyonunun (nmol/g yas agirlik) ise en fazla TS4 susu ile 1633
nmol/g oldugu belirlendi (Sekil 4.36). Kiiltiir ortamlarinda bulunan toplam sekerin

tamaminin biitiin suglar ile tiremenin 48. saati sonunda tiikendigi belirlendi.
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Tablo 4.17: Yiiksek havalandirmali ve biiyiik hacimli kosullarda FBRS5, TS3 ve TS4
suslarinin % 1 (w/v) glukoz, % 0.5 (w/v) ksiloz iceren KB2'de 48 saatlik inkiibasyon
sonunda pH, OD (600 nm), etanol (% w/v; % Vv/v), her tinite hiicre biyokiitlesi bagina
etanol iiretimi (g etanol x 100 ml™ besiyeri / OD) ve etanol verimi (%). Her deger iki
tekrarin ortalamasidir. Parantez igindeki degerler standart sapmalari (8,.1)

gostermektedir.
Suglar oH oD EtOH EtOH EtOH/OD Verim
(600nm) (9/100ml) (% viv) (g/100ml/OD) (%)
FBR5 6.41(0.02)  9.09(0.04)  0.60(0.08) 076(0.11)  0.06(0.01)  78.43(10.17)
PTS3 6.65(0.02)  8.26(0.08)  093(0.05)  1.18(0.06)  0.11(0.01)  121.56(6.48)
PTS4 6.48 (0.04) 899 (0.13)  0.88(0.03)  1.12(0.04)  009(0.00)  115.03(3.70)
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Sekil 4.30: Yiiksek havalandirmali ve biiyiik hacimli kosullarda KB2'de iiretilen
etanol (g etanol x 100 mI™ besiyeri) artis1 (%). Her deger iki tekrarin ortalamasidur.
Hata ¢ubuklari standart sapmalari (6,.1) gostermektedir.
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Sekil 4.31: Yiiksek havalandirmali ve biiyiik hacimli kosullarda KB2'de her {inite
hiicre biyokiitlesi basina iiretilen etanol miktarindaki (g etanol x 100 mI™ besiyeri /
OD) artis (%). Her deger iki tekrarin ortalamasidir. Hata ¢ubuklar1 standart sapmalari
(0n-1) gostermektedir.
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4.4.3. Dusiik Havalandirmah Kii¢iik Hacimli Kiiltiirler

FBR5, TS3 ve TS4 suslarinin pH degerleri, hiicre yogunluklar1 (ODggo), etanol
tiretimleri (% w/v; % v/v), VHb ekspresyonlari (nmol/g yas agirlik) ve besiyerinde
kalan seker miktarlar1 (% w/v) 100 ml’lik erlenler igerisinde 80 ml olacak sekilde
hazirlanan, % 1 (w/v) glukoz, % 0.5 (w/v) ksiloz igeren KB2 (pH 7.0) ile uygun
antibiyotikleri iceren diisiik havalandirmali kosullar altinda, 180 rpm ¢alkalama
hizinda, 37°C sicaklikta, 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda incelendi.

Uygun antibiyotikleri iceren KB2'de, diisiikk havalandirmali kosulda biiyiitiilen
kiiltiirlerde, 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonundaki pH degerlerinde en fazla azalma
FBRS susunda gozlendi. Toplam hiicre sayisini belirlemek amaciyla OD 600 nm’de
yapilan 6l¢tim sonuglarinda, TS3 susunun en yiiksek degere sahip oldugu goriildii.

Etanol iiretiminin (% w/v), FBRS susuna gore TS3 susu ile % 33 (p = 0.02) ve
TS4 susu ile % 15 (p = 0.04) oraninda arttig1 goriildii (Sekil 4.32).

Her iinite hiicre biyokiitlesi basina etanol iiretimi (g etanol x 100 ml™ besiyeri /
OD) FBRS5 susuna gore, TS3 susu ile % 10 (p = 0.03) ve TS4 susu ile % 8 (p > 0.05)
oraninda arttig1 goriildi (Sekil4.33)

Etanol verimi; FBRS susu ile % 35, TS3 susu ile % 47 ve TS4 susu ile % 41
olarak belirlendi (Tablo 4.18). Tablo 4.20'de, FBR5 susuna gore TS3 ve TS4
suslarinin etanol verim artiglari (%) belirtildi.

VHb ekspresyonunun (nmol/g yas agirlik) ise en fazla TS4 susu ile 1018
nmol/g oldugu belirlendi (Sekil 4.36). Kiiltiir ortamlarinda bulunan toplam sekerin

tamaminin biitiin suglar ile tiremenin 48. saati sonunda tiikendigi belirlendi.
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Tablo 4.18: Diisiik havalandirmal1 ve kii¢iik hacimli kosullarda FBRS5, TS3 ve TS4
suslarinin % 1 (w/v) glukoz, % 0.5 (w/v) ksiloz iceren KB2'de 48 saatlik inkiibasyon
sonunda pH, OD (600 nm), etanol (% w/v; % Vv/v), her tinite hiicre biyokiitlesi bagina
etanol iiretimi (g etanol x 100 ml™ besiyeri / OD) ve etanol verimi (%). Her deger iki

tekrarin ortalamasidir. Parantez igindeki degerler standart sapmalari (8,.1)

gostermektedir.
Suglar oH oD EtOH EtOH EtOH/OD Verim
(600nm) (g/100ml) (% VIv) (g/100mI/OD) (%)
FBR5 641(0.13)  559(0.07)  0.27(0.02)  034(0.03)  0.05(0.00) 3529 (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)
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Sekil 4.32: Diisiik havalandirmal, kii¢iik hacimli, antibiyotikli kosullarda KB2'de
iiretilen etanol (g etanol x 100 ml™ besiyeri) artis1 (%). Her deger iki tekrarin
ortalamasidir. Hata ¢ubuklar1 standart sapmalari (8,.1) gostermektedir.
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Sekil 4.33: Diislik havalandirmali ve kiigiik hacimli kosullarda KB2'de her iinite
hiicre biyokiitlesi basina iiretilen etanol miktarindaki (g etanol x 100 ml™ besiyeri /
OD) artis (%). Her deger iki tekrarin ortalamasidir. Hata cubuklar standart sapmalari
(0n-1) gostermektedir.
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4.4.4. Yiksek Havalandirmah Kii¢iik Hacimli Kiiltiirler

FBR5, TS3 ve TS4 suslarinin pH degerleri, hiicre yogunluklar1 (ODggo), etanol
tiretimleri (% w/v; % v/v), VHb ekspresyonlari (nmol/g yas agirlik) ve besiyerinde
kalan seker miktarlar1 (% w/v) 100 ml’lik erlenler igerisinde 20 ml olacak sekilde
hazirlanan, % 1 (w/v) glukoz, % 0.5 (w/v) ksiloz igeren KB2 (pH 7.0) ile uygun
antibiyotikleri igeren yiiksek havalandirmali kosullar altinda, 180 rpm ¢alkalama
hizinda, 37°C sicaklikta, 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda incelendi.

Uygun antibiyotikleri igeren KB2'de, yiiksek havalandirmali kosulda biiyiitiilen
kiiltiirlerde, 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonundaki pH degerlerinde en fazla azalma
TS4 susunda gozlendi. Toplam hiicre sayisin1 belirlemek amaciyla OD 600 nm’de
yapilan 6l¢iim sonuglarinda, TS4 susunun en yiiksek degere sahip oldugu goriildii.

Etanol iretiminin (% w/v), FBRS susuna gore TS3 susu ile % 69 (p = 0.04) ve
TS4 susu ile % 62 (p > 0.05) oraninda arttig1 goriildii (Sekil 4.34).

Her iinite hiicre biyokiitlesi basina etanol iiretiminin (g etanol x 100 ml™
besiyeri / OD) FBRS5 susuna gore, TS3 susu ile % 69 (p = 0.04) ve TS4 susu ile % 38
(p > 0.05) oraninda arttig1 goriildi (Sekil4.35).

Etanol verimi; FBRS susu ile % 17, TS3 susu ile % 29 ve TS4 susu ile % 27
olarak belirlendi (Tablo 4.19). Tablo 4.20'de, FBR5 susuna goére TS3 ve TS4
suslarinin etanol verim artiglari (%) belirtildi.

VHb ekspresyonunun (nmol/g yas agirlik) ise en fazla TS4 susu ile 760 nmol/g
oldugu belirlendi (Sekil 4.36). Kiiltir ortamlarinda bulunan toplam sekerin

tamaminin biitiin suglar ile tiremenin 48. saati sonunda tiikendigi belirlendi.
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Tablo 4.19: Yiiksek havalandirmali ve kii¢iik hacimli kosullarda FBR5, TS3 ve TS4
suslarinin % 1 (w/v) glukoz, % 0.5 (w/v) ksiloz iceren KB2'de 48 saatlik inkiibasyon
sonunda pH, OD (600 nm), etanol (% w/v; % Vv/v), her tinite hiicre biyokiitlesi bagina
etanol iiretimi (g etanol x 100 ml™ besiyeri / OD) ve etanol verimi (%). Her deger iki
tekrarin ortalamasidir. Parantez igindeki degerler standart sapmalari (8,.1)

gostermektedir.
Suglar oH oD EtOH EtOH EtOH/OD Verim
(600nm) (g/100ml) (% vIv) (g/100mI/OD) (%)
FBR5 6.34(0.01)  9.99(027)  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)
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Sekil 4.34: Yiiksek havalandirmali ve kiiclik hacimli kosullarda KB2'de iiretilen
etanol (g etanol x 100 mI™ besiyeri) artis1 (%). Her deger iki tekrarin ortalamasidur.
Hata ¢ubuklari standart sapmalari (8,.1) gostermektedir.
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Sekil 4.35: Yiiksek havalandirmali ve kii¢lik hacimli kosullarda KB2'de her iinite
hiicre biyokiitlesi basina iiretilen etanol miktarindaki (g etanol x 100 ml™ besiyeri /
OD) artis (%). Her deger iki tekrarin ortalamasidir. Hata cubuklar standart sapmalari
(0n-1) gostermektedir.
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Sekil 4.36: KB2 igerisinde biiyiitiilen kiiltiirlerin VHb ekspresyon degerleri (nmol/g
yas agirlik) A) Diisiik havalandirmali ve biiyiik hacimli kosullarda, B) Yiiksek
havalandirmali ve biiyiik hacimli kosullarda, C) Diisiik havalandirmali ve kii¢iik
hacimli kosullarda, D) Yiiksek havalandirmali ve kii¢iik hacimli kosullarda. Her
deger iki tekrarin ortalamasidir. Hata gubuklar1 standart sapmalari (6-1)
gostermektedir.

Tablo 4.20: KB2'de etanol verim artis1 (%). Her deger iki tekrarin ortalamasidir.
Parantez i¢indeki degerler standart sapmalari (3p.1) gostermektedir.

Kosullar Etanol Verim Artist (%)
TS3 TS4

Diisiik havalandirmali biiyiik 112 (15) 78 (19)
hacimli

Yiiksek havalandirmali biiyiik 55 (12) 47 (15)
hacimli

Diistik havalandirmali kiigiik 33 (0) 15 (4)
hacimli

Yiiksek havalandirmali kiigiik 69 (3) 62 (23)
hacimli
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5. SONUCLAR ve YORUMLAR

Bu tez kapsaminda, E. coli suslari (NZN111 ve FBRS5) ve bu suslardan pdc,
adhb ve vgb igerecek sekilde gelistirilen TS3 ve TS4 suslarinin; hidrolizat besiyeri 1
(HB1), kontrol besiyeri 1 (KB1), hidrolizat besiyeri 2 (HB2) ve kontrol besiyeri 2
(KB2) igerisinde uygun antibiyotiklerin bulundugu farkli havalandirma ve hacim
kosullarinda biyoetanol {iretimi ve hemoglobin ekspresyonu ile biyoetanol iiretiminin
iliskisi incelenmistir.

Asit hidrolizi ile gida isleme atiklarindan elde edilen indirgen sekerlerin etanol
tiretiminde kullanim1 sonucu atiklarin geri kazanimi ve etanol {liretimine hammadde
kaynagi temin edilmistir. Etanol {iretiminde maliyetin en aza indirilmesini
amaglayarak gerceklestirilen bu calismanin sonucunda endiistride kullanilmak iizere
gelistirilebilir veriler elde edilmistir. Bununla birlikte VHb'nin gida isleme
atiklarindan biyoetanol iiretimindeki etkileri tam olarak aydinlatilamamistir. Bu tez
calismasinda, VHb ekspresyonunun farkli havalandirma kosullarinda misir isleme
at1g1 ve patates isleme atik suyu hidrolizati iceren besiyerlerinde biyoetanol tiretimini
arttirdig gorillmiistiir.

HB1'de, uygun antibiyotikleri iceren biiyilk hacimli kosullarda, 48 saatlik
inkiibasyon sonucunda, en yiiksek etanol {iretimi artisinin, diisiik havalandirmali
kosullarda TS3 susu (1.77 g/100 ml) ile FBRS susuna gore % 119 daha fazla oldugu
belirlenmigtir. Her {inite hiicre biyokiitlesi basina etanol iiretimlerinin en fazla,
yiiksek havalandirmali kosullarda TS3 susu ile FBRS susuna gore % 165 daha fazla
oldugu belirlenmistir. En yiiksek etanol verim artisinin ise diisiik havalandirmali
kosullarda TS3 susu ile FBRS susuna gore % 119 oldugu belirlenmistir.

HB1'de, uygun antibiyotikleri iceren kii¢iikk hacimli kosullarda, 48 saatlik
inkiibasyon sonucunda, en yiiksek etanol {iretimi artisinin, yliksek havalandirmali
kosullarda TS3 susu (0.66 g/100 ml) ile FBRS susuna gore % 144 daha fazla oldugu
belirlenmistir. Her iinite hiicre biyokiitlesi basina etanol {iretimlerinin en fazla, diisiik
havalandirmali kosullarda TS3 susu ile FBRS susuna gore % 91 daha fazla oldugu
belirlenmistir. En yiiksek etanol verim artisinin ise yiiksek havalandirmali kosullarda
TS3 susu ile FBRS susuna gore % 145 oldugu belirlenmistir.

KB1'de, uygun antibiyotikleri igeren biiyiikk hacimli kosullarda, 48 saatlik

inkiibasyon sonucunda, en yiiksek etanol lretimi artiginin, diisiik havalandirmali
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kosullarda TS3 susu (1.15 g/100 ml) ile FBRS susuna gore % 37 daha fazla oldugu
belirlenmistir. Her iinite hiicre biyokiitlesi bagina etanol iiretimlerinin en fazla, diisiik
havalandirmali kosullarda TS3 susu ile FBRS susuna gore % 43 daha fazla oldugu
belirlenmistir. En yiiksek etanol verim artiginin ise diisiik havalandirmali kosullarda
TS3 susu ile FBRS susuna gore % 37 oldugu belirlenmistir.

KBl1'de, uygun antibiyotikleri igeren kiiciik hacimli kosullarda, 48 saatlik
inkiibasyon sonucunda, en yiiksek etanol iiretimi artisinin diisiik havalandirmali
kosullarda TS3 susu (0.96 g/100 ml) ile FBRS susuna gore % 81 daha fazla oldugu
belirlenmistir. Her iinite hiicre biyokiitlesi basina etanol iiretimlerinin en fazla, diisiik
havalandirmali kosullarda TS4 susu ile FBRS susuna gore % 105 daha fazla oldugu
belirlenmigtir. En yiliksek etanol verim artisinin ise diisiikk havalandirmali kosullarda
TS3 susu ile FBRS susuna gore % 81 oldugu belirlenmistir.

HB2'de, uygun antibiyotikleri iceren biiyilk hacimli kosullarda, 48 saatlik
inkiibasyon sonucunda, en yiliksek etanol iiretimi artisinin, diisik havalandirmali
kosullarda TS3 susu (1.26 g/100 ml) ile FBRS susuna gore % 103 daha fazla oldugu
belirlenmistir. Her {nite hiicre biyokiitlesi basina etanol iiretimlerinin en fazla,
yiiksek havalandirmali kosullarda TS3 susu ile FBRS susuna gore % 150 daha fazla
oldugu belirlenmistir. En yiiksek etanol verim artisinin ise diisiik havalandirmali
kosullarda TS3 susu ile FBRS susuna gore % 103 oldugu belirlenmistir.

HB2'de, uygun antibiyotikleri igeren kiiciik hacimli kosullarda, 48 saatlik
inkiibasyon sonucunda, en yiiksek etanol Uretimi artiginin, diisiik havalandirmali
kosullarda TS3 susu (0.64 g/100 ml) ile FBRS susuna gore % 148 daha fazla oldugu
belirlenmigtir. Her {inite hiicre biyokiitlesi basina etanol iiretimlerinin, diisiik
havalandirmali kosullarda TS3 susu ile FBRS susuna gore % 255 daha fazla oldugu
belirlenmigtir. En yliksek etanol verim artiginin ise diisilk havalandirmali kosullarda
TS3 susu ile FBRS susuna gore % 137 oldugu belirlenmistir.

KB2'de, uygun antibiyotikleri iceren biiyiilk hacimli kosullarda, 48 saatlik
inkiibasyon sonucunda, en yiiksek etanol iiretimi artisinin, diisiik havalandirmali
kosullarda TS3 susu (1.08 g/100 ml) ile FBRS susuna gore % 112 daha fazla oldugu
belirlenmistir. Her {inite hiicre biyokiitlesi basina etanol {iretimlerinin en fazla, diisiik
havalandirmali kosullarda TS3 susu ile FBRS susuna gore % 217 daha fazla oldugu
belirlenmistir. En yiiksek etanol verim artiginin ise diisiik havalandirmali kosullarda

TS3 susu ile FBRS susuna gore % 112 oldugu belirlenmistir.
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KB2'de, uygun antibiyotikleri igeren kiiclik hacimli kosullarda, 48 saatlik
inkiibasyon sonucunda, en yliksek etanol tliretimi artiginin, yiikksek havalandirmali
kosullarda TS3 susu (0.22 g/100 ml) ile FBRS susuna gore % 69 daha fazla oldugu
belirlenmistir. Her {inite hiicre biyokiitlesi basina etanol iiretimlerinin en fazla,
yiiksek havalandirmali kosullarda TS3 susu ile FBR5 susuna gore % 69 daha fazla
oldugu belirlenmistir. En yiiksek etanol verim artiginin ise yiiksek havalandirmali
kosullarda TS3 susu ile FBRS susuna gore % 69 oldugu belirlenmistir.

Martin ve arkadaglar1 (2007) tarafindan gerceklestirilen bir ¢alismada; tarim
sanayinden elde edilen baz1 hammadde kaynaklarinin asit hidrolizi ile pargalanmasi,
aci8a c¢ikan fermantasyon inhibitorleri ve etanol {iretim potansiyelleri aragtirilmistir.
Calismada, seker kamig1 kiispesi, piring kabugu, yerfistigi kabugu ve manyok sap1
kullanilarak; %2’lik HySOy, ile 120°C sicaklikta 20, 40 ve 60 dakika siirelerle olmak
tizere her hammadde i¢in ayr1 ayri uygulanmistir. Asit hidroliz yontemiyle elde
edilen ve besiyeri olarak kullanilacak ortamin igerisine; maya o6ziitii (1 g/L), (NH,)
»HPO,4 (0.5 g/L), MgSO, 7H,0 (0.025 g/L), NaH,PO, 7H,0 (1.38 g/L) ve glukoz (20
g/L) ilave edilmistir. Caligmada etanolojenik organizma olarak S.cerevisiae (1 g/L)
kullanilmistir. Yapilan ¢alismada elde edilen en yiiksek seker miktarlari; seker
kamusi kiispesi (60") ile 19.1 g/L ksiloz ve piring kabugu (60') ile 33.5 g/L glukozdur.
Fermantasyon inhibitorleri degerlendirildiginde tiim hammadde kaynaklarindan elde
edilen fermantasyon inhibitorlerinin 60. dakikada en yiiksek seviyeye ulastigi
gorilmiistiir. Olusan toplam fermantasyon inhibitorlerinin miktari; kamisi kiispesi ile
3.71 g/L, piring kabugu ile 1.86 g/L, yerfistig1 kabugu ile 2.53 g/L. ve manyok sap1
ile 2.4 g/L olarak belirtilmistir. Asit hidrolizi ile elde edilen hidrolizatlardan; seker
kamisi kiispesi ve piring kabugunda bulunan hemiseliilozun pargalanmasi ile elde
edilen sekerlerin olduk¢a verimli oldugu belirtilmistir.

Onsoy ve arkadaslar1 (2007), yer elmasinin asit hidrolizi (H2SO,) ile
parcalanmasini ve bundan etanol liretim potansiyelini arastirmislardir. Calismada, 60,
80 ve 100°C olmak tlizere 3 farkli sicaklikta gerceklestirilen asit hidrolizi ile elde
edilen en yiliksek seker miktar 80°C sicaklikta 139.38 g/L olarak belirtilmistir.
Aragtiricilar baglangi¢ pH'st 5 olan hidrolizat besiyerinde, inokiilant miktar1 % 10
olan Zymomonas mobilis ile gergeklestirilen kesikli fermantasyon sonucu en yiiksek
etanol verimi % 92.75 olarak belirtilmislerdir.

llgili diger bir calismada, Bondenson ve arkadaslar1 (2013), lignoseliilozik

hammadde kaynagi olan kurutulmus misir yapraklarinin, asit hidrolizi ve ardindan
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enzimatik hidroliz ile pargalanmasi sonucu olusturulan hidrolizat kullanilarak
S.cerevisiae'nin etanol {iretim potansiyelini arastirmislardir. Calismada, 200°C
sicaklikta 10 dakika H»SO, ile asit hidrolizi ardindan enzimatik hidrolizin
gerceklestirilmesi sonucu en yliksek etanol veriminin %78 oldugu belirtilmistir. Bu
calismada asit hidrolizinin tek basma yeterli olmamasi ve enzimatik hidroliz ile
birlikte uygulanmasi hammaddenin hemiseliilozik yapisindan kaynaklanmistir.

Asit hidrolizi ile indirgen sekerlerin elde edilmesi sicaklik, pH, inkiibasyon
siiresi, basing, kullanilan hammadde c¢esidine, asit ¢esidi ve miktarina gore spesifik
olarak optimize edilmelidir. Bu tez c¢alismasinda patates isleme atik suyu ve misir
isleme atig1 esit oranlarda bir araya getirilerek, farkli kosullarda asit hidrolizi
metodlar1 denenmistir. Bunlar arasindan, besiyeri hazirlanirken, en yiiksek seker
miktarmin elde edildigi 2 basamakli asit hidroliz metodu tercih edilmistir.

Sanny ve arkadaslarinin (2010) yaptiklari bir ¢alismada E. coli FBR5, TS3 ve
TS4 suslar1 kullanilmis ve diisitk havalandirmali kosullarda, % 8 (w/v) glukoz, % 8
(w/v) ksiloz, % 8 (w/v) arabinoz ve % 20 musir hidrolizati igeren Luria Bertani (LB)
besiyerinde antibiyotikli ve antibiyotiksiz kosullarda etanol {iretim potansiyelleri ve
buna bagli olarak VHb iiretiminde gozlenen degisimler incelenmistir. TS4 susu ile
kiyaslandiginda diisiik seviyede VHb ekspresyonu yapan TS3 susu tarafindan,
glukoz, ksiloz ve misir hidrolizati igeren kiiltiir ortamlarinda FBRS susuna gore daha
fazla etanol iiretilebildigi belirtilmistir. Arabinoz iceren kiiltiir ortaminda ise TS3
susu ile FBRS susuna goOre etanol iiretiminde artis olmadigi belirtilmistir.
Aragtirmacilar, diisiik havalandirmali kosullarda, (% 8, w/v) glukoz igeren
antibiyotikli LB besiyerinde TS3 susu ile FBRS susuna gore en yiiksek artis
miktarmi % 30, (% 8, w/v) ksiloz igeren antibiyotiksiz LB besiyerinde TS3 susu ile
FBRS susuna gore en yiiksek artis miktarin1 % 119 ve misir hidrolizati (% 20, w/v)
igeren antibiyotiksiz LB besiyerinde TS3 susu ile FBRS susuna gore en yiiksek artis
miktarmi % 59 olarak belirlemislerdir. Calismanin  devaminda 2 litrelik
fermentdrlerde, TS3 susu ile FBRS susundan glukoz ve ksiloz iceren ortamlarda
siras1 ile % 10 ve % 15 oraninda etanol iiretiminin arttirildigi belirtilmistir. VHb
ekspresyonuna sahip rekombinant suglarin, etanol iiretimini en fazla ksiloz varliginda
arttirdigi, ksilozdan daha az miktarda, glukoz varliginda da arttirdigi belirtilmistir.

llgili diger bir ¢alismada, Arnaldos ve arkadaslar1 (2012), % 8 (w/v) ksiloz
iceren ve Luria Bertani (LB) besiyeri bilesenlerinin farkli konsantrasyonlarda
bulundugu ortamlarda (2X LB. 1X LB, 0.5X LB, 0.25X LB), FBRS susu ve
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Vitreoscilla hemoglobininin eksprese edildigi TS3 susu’nun, misir hidrolizati ile
karsilastirmali olarak etanol tiretim kapasitelerini aragtirmistir. % 8 ksiloz igeren LB
besiyeri konsantrasyonlar1 icerisinde, en yliksek etanol verimi 2X LB (30 g/L) ile
elde edilmistir. Bu veriler dogrultusunda, 2X LB ile farkli oranlarda misir hidrolizati
(% 20, % 40, % 80) bir araya getirilerek olusturulan besiyeri ile etanol iiretimi
incelenmistir. En yiiksek etanol iiretimi % 80 misir hidrolizati igeren 2X LB
besiyerinde (6.5 g/L) gergeklesmistir. En yiiksek etanol verimi ise % 20 musir
hidrolizati iceren 2X LB besiyerinde (% 70) elde edilmistir.

Abanoz ve arkadaglarinin (2012) yaptigi baska bir ¢alisma da ise % 8 (w/v)
glukoz iceren kiigiik hacimli ve biiyiikk hacimli Luria Bertani (LB) besiyerinde etanol
tiretiminin genellikle TS3 susu ile FBR susuna gore %13 daha fazla oldugunu
belirlemislerdir. Ancak patates isleme atik suyu hidrolizat1 igeren besiyeri ile kiiciik
hacimli ve diisiik havalandirmali denemelerde, VHb ekspresyonunun, TS3 ve TS4
suslart ile yaklagik % 16 etanol {iretimini arttirdigini; her {inite hiicre biyokiitlesi
basina etanol {iretiminin ise en fazla TS4 susu ile yaklasik % 36 oraninda arttigini
saptamiglardir. Caligmada, patates isleme atik suyu hidrolizat1 besiyeri ile biiytlik
Olgekli diisiik ve yiiksek havalandirmali denemelerde, yine FBR5 susuna gore, TS3
ve TS4 suslar ile yaklasik % 18 oraninda etanol iiretimini arttirdigini ancak her iinite
hiicre biyokiitlesi basina etanol {liretiminin en fazla, yine TS4 susu ile % 48 oraninda
arttirdigt belirlenmigtir.

Bu tez calismasinda ise en fazla etanol iiretiminin, diisiik havalandirmali kii¢iik
hacimli HB2'de, TS3 susu ile FBRS susuna gore % 148 ve disiik havalandirmali
biiyiikk hacimli HB1'de, TS3 susu ile FBRS susuna gore % 119 oraninda arttirildigi
goriilmiistiir. Bu tez calismasinda elde edilen etanol artislarinin Abanoz ve ark.
(2012) tarafindan yapilan ¢aligmada oldugu gibi daha yiiksek seviyede VHb eksprese
eden TS3 susu ile oldugu belirlenmistir. Ayrica bu tez calismasinda kullanilan
besiyerlerinin (HB1, KB1, HB2 ve KB2) seker igerigi cok daha az olmasina ragmen
(HB1 i¢in % 3, HB2 icin % 1.5) artiglarinin ¢ok daha fazla olmasinin nedeninin,
besiyeri iceriginde bulunan farkli besleyici bilesenlerin (mineral ve vitamin) veya az
miktarda da olsa ksilozun varlig1 olabilecegi diisiintilmektedir.

Bununla birlikte, Sar (2013) tarafindan; % 2.4 (w/v) indirgen seker igeren
melas hidrolizati ve % 5.5 laktoz igeren peynir alti tozu ile antibiyotikli ve
antibiyotiksiz, diisiik havalandirmali kosullarda gerceklestirilen caligmada, melas

hidrolizat1 ile antibiyotik iceren ortamlarda en yiiksek etanol liretiminin FBRS susuna
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gore TS4 susu ile % 90, TS3 susu ile % 48 ve peynir alt1 tozu ile antibiyotik iceren
ortamlarda en yiiksek etanol iiretiminin TS3 susu ile ise FBRS susuna gore % 360
daha fazla oldugu belirtilmistir.

Ozgelik (2013) tarafindan; % 4 (w/v) laktoz igeren peynir alti suyu ile
hazirlanan besiyerinde, VHb ekspresyonuna sahip olan TS3 ve TS4 suslar ile etanol
tiretiminin FBRS susuna gore, kiigiik hacimli ve biiylik hacimli antibiyotikli
kosullarda gozlenen artis miktarlar1 ¢alisilmistir. Calismada en fazla etanol {iretimi,
bliyiik 6lcekli peynir alti suyu igeren antibiyotikli ortamlarda, 48 saat siiren diisiik
havalandirmali kosullarda inkiibasyonu sonunda, FBRS susu ile elde edilenden, TS3
susu ile % 174 (2.22 ¢/100ml) ve TS4 susu ile % 39 (1.13 ¢g/100ml) daha fazla
olacak sekilde saglanmistir. Benzer sekilde biiylik 6l¢ekli peynir alti suyu igeren
antibiyotikli ortamlarda, 48 saat siiren yiiksek havalandirmali kosullarda inkiibasyon
sonunda, FBRS5 susu ile elde edilenden, TS3 susu ile % 419 (2.18 g/100ml) daha
fazla olacak sekilde saglanmistir. Her iinite hiicre biyokiitlesi bagina etanol iiretimi
icin ise en yiiksek degerler, biiyiikk Olgekli peynir alti suyu iceren antibiyotikli
ortamlarda, 48 saat siiren yiikksek havalandirmali kosullarda inkiibasyonun sonunda,
yine FBRS susu ile elde edilenden, TS3 susu ile % 160 ve TS4 susu ile % 27 daha
fazla olarak belirlenmistir. Kiiciik hacimli kiiltiirler ile biiyiikk hacimli kiiltiirlerin
etanol tretimleri (w/v) karsilastirildiginda, kiiciikten biiyiikk hacime gegiste etanol
tiretimlerinde artis gozlenmektedir. Bu tez ¢alismasinda da; kii¢iik hacimli kosullar
bliylik hacimli kosullar ile karsilastirildiginda, kiiltiir ortamlarinda gerceklestirilen
hacimsel bliylimenin etanol iiretiminin arttirilmasina katki sagladigi goriilmiistiir.

Gergeklestirilen baska bir ¢alismada ise, Z. mobilis’e ait etanol iiretimi i¢in
gerekli olan, pdc (piruvat dekarboksilaz) ve adhb (alkol dehidrogenaz 11) genlerinin,
bu genleri tasiyan bir plazmit ile E. coli’ye aktarimi saglanmistir [Ingram et al.,
1988]. Bu genlerin E. coli’ye transfer edilmesiyle gelistirilen, etanolojenik bir
mikroorganizma olan Escherichia coli KO11 susu ile glukoz, laktoz ve ksiloz
sekerlerinden etanol tiretiminin gergeklestirilebilecegi belirtilmistir [Alterthum et al.,
1989]. Leite ve arkadaslari (2000) rekombinant Escherichia coli K011 susunun
blyiitildiigli peynir alti suyu ortamina etanol iiretiminin arttirilmasi amaciyla
nitrojen kaynagi olan maya 0ziitii ve iz elementler ilave ederek etanol iiretim
potansiyelinde gozlenen degisimleri incelemislerdir. Besiyerine litreye % 0.05’den %

0.5’e kadar dort farkli konsantrasyonlarda maya 6ziitii eklenmis ve en verimli sonug
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% 0.5 oraninda maya 0ziitii ilave edilmesiyle, 36 saatlik fermentasyon sonucunda
alimustir.

Guimaraes ve arkadaglar1 (1992) ise, KO11 susu ile peynir alt1 suyu igeren LB
besiyerinde, iz elementlerin ve tiaminin etanol iretimine arttici etkisi oldugunu
bildirmislerdir. ~Arastirmacilar, en yiiksek alkol iretimini besiyerine, iz
elementlerden Zn™, Ca™, Mn™" ve tiamin ilavesiyle elde etmislerdir.

Literatiirde yer alan ¢alismalara gore, bu tez ¢alismasinda HB1, KB1, HB2 ve
KB?2 igerisine; maya 0ziitii (5 g/L), iz element soliisyonu (4.16 g/L) ve tiamin (0.83
g/L) ilave edilmistir.

Onceki ¢alismalarda, VHb nin oksijeni terminal oksidazlara transfer eden bir
ara¢ olarak is gordiigii belirlenmistir. VHb sitokrom 0 ubikinol oksidazin 1 nolu alt
initesine baglanir, oksijeni transfer eder ve oksidatif fosforilasyonla ATP iiretimini
Ozellikle diisiik oksijenli kosullarda saglar. [Park et al., 2002]. E. coli’de VHb
eksprese eden suslar VHb eksprese etmeyen yabanil suslara gore daha yiiksek
biiylime orani ve daha az glukoz tiiketim oran1 gostermislerdir ki bu da glikolizisten
daha etkin ATP ve NADH olusumu ile iliskilidir [Tsai et al., 1995]. VHb’ nin,
NADH/NAD" ve ATP/ADP oranlarindaki degisiklikleri indiikleyici bir rol oynadig
sanilmaktadir. VHb’nin hiicre igerigini daha oksidize bir hale getirdigi ve boylece
metabolik yollarda karbon akis semasini degistirdigi diistiniilmektedir [Dikshit et al.,
1992]. VHb ekspresyonunun, E. coli’de, diisiik havalandirmali kosulda NADH
miktarinin azalmasina ve de ATP miktarinin artmasina neden oldugu belirlenmistir
[Dikshit et al., 1992]. Arnaldos ve arkadaslarinin (2012) TS3 ve FBRS suslan ile
yapmis oldugu bir ¢alismada, NAD*, NADH ve ATP seviyeleri, VHb’nin etanol
iiretimi iizerindeki biyokimyasal etkilerinin anlasilmasi agisindan incelenmistir.
Fermentasyonun erken evrelerinde NADH/NAD" oran1 TS3 susu i¢in FBRS susuna
gore daha az iken, biliylimenin ge¢ evrelerinde bu oranmin arttig1 goriilmiistiir
[Arnaldos et al.,, 2012]. Hiicreler, diisiik havalandirmali kosullarda, anaerobik
metabolizmalarindan ¢ok aerobik metabolizmalarini kullanarak sahip olduklar
karbon kaynaklarindan maksimum diizeyde fayda saglayarak, daha az karbon
kaynagindan daha ¢ok enerji iiretebilmektedirler [Tsai et al., 1996]. Bu sistem ile vgb
tasiyan rekombinant organizmalarin gelistirilmesi, enerji kullaniminin verimli ve
maksimum seviyeye cikarilmasi sayesinde, ¢esitli karbon kaynaklar1 kullanilarak

yiiksek miktarlarda metabolit liretimini saglayabilir.
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Sanny ve arkadaglarinin (2010) yaptig1 ¢alismada, % 20 (v/v) misir hidrolizati
iceren LB besiyerinde yiiksek seviyede eksprese olan VHb ile etanol iiretimi arasinda
ters bir oranti oldugu belirlenmistir. Onceki ¢alismalarda E.coli’de VHb
ekpresyonunun mikroaerobik kosullarda etanol iiretimini azalttig1 belirlenmistir [ Tsai
et al., 1996]. Genel olarak olusan tabloya bakildiginda; hem yiiksek havalandirmali
hem disiik havalandirmali kosullarda, TS3 suslarindaki VHb ekspresyon seviyeleri
ile TS4 suslarindaki VHb ekspresyon seviyeleri karsilastirildiginda TS3 suslarimin
VHb ekspresyon seviyeleri TS4 suslarina gore oldukca distiktiir. TS3 susunda
bulunan pTS3 plazmidi, TS4 susunda bulunan pTS4 plazmidinden daha diisiik kopya
sayisina sahip oldugundan, VHb ekpresyonlar1 arasindaki bu farkin nedeninin gen
doz etkisi olabilecegi diistinlilmiistir.

Bu tez caligmasinda, tiim kiiltiir kosullarinda, TS4 suglarinin TS3 suslarina
gore daha yliksek VHb ekspresyonuna sahip oldugu bildirilmektedir. Biiyiik hacimli
kiltiirlerden elde edilen etanol miktarlari, kiigiik hacimli kiiltiirlere oranla daha fazla
iken VHb ekspresyon miktarlari, kiigiik hacimli kiiltiirlerde biiylik hacimli kiiltiirlere
oranla daha fazladir. Boylelikle belirli bir diizeyde VHb ekspresyonunun etanol
tiretiminin arttirilmasinda  biiylik Oneme sahip oldugu goriilmektedir. Kiiltiir
ortamlarinda; VHD ekspresyonu ile birlikte, TS3 susunda, hem etanol miktarinin hem
de her iinite hiicre biyokiitlesi bagina etanol liretiminin arttig1 ve ortamdaki indirgen
sekerlerin 48 saatlik fermantasyon siiresi sonunda tamamen tiikendigi belirlenmistir.

HB1 ve HB2, sirasiyla KB1 ve KB2 ile igerdikleri seker oranlarinin, esit
olmasma ragmen patates isleme atik suyu ve misir isleme atig1 icerisinde var
olabilecek mineral, vitamin ve besleyici bilesenlerden dolay1 toplam hiicre sayisi,
tiretilen etanol miktar1 ve VHb ekspresyonunun HB1 ve HB2 kiiltiirlerinde sirasiyla
KBI1 ve KB2 kiiltiirlerine gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Etanol olusumu her ne kadar fermentatif bir olay ise de, optimum sentezi belli
kritik seviyede oksijene gereksinim duymaktadir. Bununla birlikte, VHb ile
arttirillmig  etanol {retim etkinligi E.coli hiicrelerinin arttirilmis biyosentetik
kapasitesi ile ilgili olabilir. Daha fazla enerji, etkin hiicre biiylimesi ve diger
metabolik islemlerin (6rnegin metabolik enzimlerin biyosentezi) ¢ogalmasina neden
olarak hiicrelerin biyosentetik kapasitelerinin artmasina yol agmaktadir. Wu ve
arkadaglar1 (2011), VHbD ile B-galaktosidazin Pichia pastoris’in sitoplazmasinda
birlikte ekspresyonun hiicrelerin iiremesini, canliligini, solunumunu - galaktosidaz

tretimini arttirdigini gostermislerdir. Bu tez ¢alismasinda da, VHb ekspresyonunun
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etanol sentez yol izindeki enzimlerin aktivitesini arttirmig olabilecegi
diistiniilmektedir. Ayrica E.coli"de VHb ekspresyonunun ribozom ve tRNA
seviyelerini yiikselttigi ve bdylece hiicrelerin biyosentetik kapasitelerini arttirdigi
tahmin edilmektedir. E.coli’de VHb’nin 308 genin transkripsiyonunu etkiledigi
belirlenmistir [Roos et al., 2004]. Boylece VHb hiicrenin diisiik oksijenli ortamlara
uymasint bu kosullarda biyokiitle artis1 ve artmig VHb diizeyi ile sagladig tespit
edilmistir [Tsai et al., 1996].

Biitiin kiiltiir ortamlarinda pH degerlerinde azalmalar belirlenmistir. Bu
azalmalar fermantsyon sirasinda CO; olusumundan ileri gelebilir. Ancak daha diisiik
pH degerleri ile daha yiiksek etanol degerleri arasinda bir iligski bulunamamustir.

VHb ekspresyonu diisiik oksijenli kosullarda artmaktadir [Webster, 1987]. Bu
tez caligmasinda da diger caligmalara benzer sekilde [Abanoz et al., 2012], [Sar,
2013], [Ozgelik, 2013] VHb ekspresyonlar1 diisiik havalandirmali kosullarda gok
daha fazla olmustur. VHb ekspresyonunun oksijen difiizyonunu kolaylastirdigi ve
aerobik metabolizmay1 gelistirdigi 6ne siiriilmustiir [Khosla et al., 1990].

Calismada 48 saatlik fermantasyon sonucu, tiim kiiltiirlerde bulunan glukoz ve
ksilozun tamaminin tikendigi goriilmistir. Bu c¢aligmada kullanilan besiyeri ve
bakteri soylar1 ile 48 saatlik fermantasyonun etkili ve ekonomik olacagini
gostermistir.

HBI1 ve KB1 besiyerlerinin seker igerigi, HB2 ve KB2 besiyerlerinin seker
igeriginin 2 kat1 oldugundan etanol {iretiminin de daha fazla oldugu bulunmustur. En
fazla verimin TS3 ve TS4 susu ile % 165 ve % 141 olarak biiyiikk hacimli diisiik
havalandirmali kosullarda HB2 besiyeri ile elde edildigi goriilmistiir. Verim
artiglarinin maksimum teorik verimden (0.519) fazla olmasinin nedeninin, besiyeri
icerisinde bulunan pepton ve maya 6ziitii olabilecegi diisiiniilmektedir.

Daha onceki calismalarda [Abanoz et al., 2012], [Sar, 2013], [Ozcelik, 2013]
etanol artisinin, hem etanol/biyokiitle hemde sadece biyokiitlenin artisindan dolay1
gerceklestigi goriilmiistiir. Bu ¢alismada da benzer artiglar goriilmesine ragmen
etanol artisinin tamamen her iinite hiicre biyokiitlesinin (etanol/biyokiitle) iirettigi
etanol artigindan ileri geldigi goriilmiistiir.

Yapilan bu tez ¢alismasinda elde edilen veriler, vgb/VHb sisteminin ucuz
karbon kaynagi olarak patates ve misir isleme atigi hidrolizatinin, biyoetanol

tiretiminde verimli olarak kullanabilecegini gostermektedir.
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