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OZET

Ananas atiklarmin seyreltilmis asitle (H,SO, veya HCI) hidrolizi sonucu
olusan hidrolizatlar kullanilarak on farkli besiyeri hazirlandi. Bu besiyerleri i¢inden
yiiksek miktarda seker ihtiva eden bes farkli besiyeri segilerek etanol iireticisi E. coli
FBR5 (vgb-), TS3 (vgh+) ve TS4 (vgb+) suslariyla 37 °C’de, 180 rpm hizda bir
calkalamal1 inkiibatorde 48 saat siireyle inkiibasyon yapildi.

En yiksek biyokiitle artis1 ve etanol {iiretiminin gorildigi hidrolizath
besiyerinin DHB (%1.82 fruktoz, %1.74 glukoz) oldugu belirlendi. DHB’nin
icerdigi oranlarda seker, maya Oziitii ve inhibitér madde ihtiva eden kontrol
besiyerleriyle yapilan fermentasyonlarda higbir susta biyokiitle artist ve etanol
tiretimi  goriilmedi. Ancak sadece ananas hidrolizati iceren veya hem ananas
hidrolizat1 hem de maya 0ziitii iceren besiyerlerinde tiim suslarda biyokiitle artis1 ve
etanol iiretimi tespit edildi.

Kiiciik olgekli ortamda (100 ml) DHB’de FBRS susuna gore TS3 ve TS4
suslariyla yapilan inkiibasyon sonucu liretilen etanoliin %29; biiyiik 6l¢ekli ortamda
(500 ml) ise FBRS susuna gore TS3 susuyla %14, TS4 susuyla %35 arttig1 belirlendi.

DHB ile biiylik 6l¢ekli fermentasyon ortaminda ise (500 ml) kiigiik 6lcekli
fermentasyon ortamina gore iretilen etanol miktarlarinda; FBRS susuyla yapilan
inkiibasyonda %38.5, TS3 susuyla yapilan inkiibasyonda %34.5 ve TS4 susuyla
yapilanda ise %14 artis belirlendi.

Elde edilen veriler meyve sanayi isleme atiklarindan etanol {iretiminin

artirilmasinda VHb nin yararli olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Ananas Atig1, Bakteriyel Hemoglobin, Escherichia coli,
Biyoetanol, Asit Hidrolizi



SUMMARY

In this study, ten diffrent growth media were prepared by using hydrolysates
containing pineapple waste hydrolyzed by dilute acid. Five of these media with high
sugar concentrations were choosen to carry out fermentation for 48 hours.by using
ethanologenic E. coli FBR5 (vgb-), TS3 (vgb+) and TS4 (vgb+) strains.

The best growth and the highest ethanol production values were obtained by
DHB (%1.82 fructose and %1.74 glucose). There were no growth and ethanol
production in the control media by containing only sugars, yeast extract and
inhibitors as in DHB. However, the growth and ethanol production by were observed
only in hydrolysates containing media or yeast extract containing hydrolysate media.

The experiments were refered both in small (100 ml) and large (500 ml) scale
incubation at 180 rpm and 37°C for 48 hours. In the small scale with DHB, it was
observed that 29% more ethanol was produced by using TS3 and TS4 strains. In the
large scale with DHB, TS3 and TS4 strains produced 14% and %35 more ethanol
than FBRS5, respectively.

According to experimental results, it was determined that more ethanol
production at the large scale than small scale fermentation. The rate of increase scale
up fermentations were 8.5% by FBR5, 34.5% by TS3 and 14% by TS4 strain.

In the direction of the obtained data, pineapple wastes are appropriate carbon
sources for ethanologenic E. coli strains FBR5, TS3 and TS4. So the fruit wastes can
be adapted at study of ethanol production.

The result showed that VHb could be useful for enhancement of bioethanol

production from fruit processing wastes.

Key Words: Pineapple Waste, Bacterial Hemoglobin, Escherichia coli,

Bioethanol, Acid Hydrolysis
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1. GIRIS

Son yillarda ciddi oranda artis gosteren kiiresel 1sinma iklim degisikliginin
temel nedeni olarak goriilmektedir. Kiiresel 1sinmaya katki yapan insan kaynakli
faaliyetlerin basinda ise petrol ve dogal gaz gibi fosil yakitlarin 6zellikle motorlu
araglarda, enerji Uretiminde ve 1sinmada her gegen giin daha fazla tiiketilmesi
gelmektedir. Zira yeryiiziinde petrol ve dogal gaz gibi enerji kaynaklarina gereksinim
duyan insan sayis1 gittik¢e artmaktadir.

Diinya niifusunda goézlenen artis ve bu baglamda enerji ihtiyacinin artmasi,
geleneksel enerji kaynaklarinin azalmasi tehlikesini beraberinde getirmektedir. S6z
konusu enerji kaynaklarinin azalmasinin yani sira bunlarin kullaniminin bir sonucu
olarak ortaya c¢ikan ve kimi iilkelerde ciddi tehdit boyutlarina ulasan ¢evre kirliligi ile
sera gazi etkisini azaltmak amaciyla fosil yakitlara alternatif olabilecek yakitlar
aragtirtlmaya baglanmigtir. Biyogaz, biyodizel, biyoetanol olarak adlandirilan ve
cevre dostu bu alternatif yakitlar ¢esitli mikroorganizmalarca iiretilebilen, temiz ve
biyolojik olarak bozunabilen bitkisel kdkenli kaynaklardir.

Geleneksel enerji kaynaklarinin biiyiik bir kism1 ulasim ve tagima ihtiyacinin
kargilanmas1 amaciyla kullanilmaktadir. Bu kaynaklara alternatif olabilecek
biyoyakitlarin kimi iilkelerde ulasim araglarinda degerlendirilmesi {imit verici
sonuclar ortaya ¢ikarmaya baslamistir. Ulasim araglarinda alternatif yakit olarak
biyoetanol kullanimi ekonomik sonuglar dogurmasinin yani sira bahse konu yakitin
yiiksek oktan sayist sayesinde zararli gazlarin emisyonunu azaltmasi ile dikkati
cekmektedir.

Biyoetanol fretiminde tercih edilen ham madde kaynaklarmnin genis bir
yelpazeye yayildig goriilmektedir. Bu ham maddeler; seker kamisi, seker pancari,
cesitli meyveler, seker igeren materyaller olabilece§i gibi odun, saman, meyve
atiklar1 gibi lignoseliillozik materyaller de olabilir. Ayrica nisasta igeren bugday,
misir, arpa ve pirincin yani sira kirlilik olusturan diger gida endiistrisi atiklar1 (peynir
alt1 suyu, peynir alt1 suyu tozu, meyve ve sebze atiklar1 vb.) da biyoetanol iiretiminde
kullanilabilen ham maddeler arasinda yer almaktadir.

Tropikal bolgelerde yaygin olarak yetistirilen ananas meyvesi de biyoetanol
iiretiminde kullanilan ham maddelerden biridir. Ozellikle taze olarak tiiketildiginde

ya da endiistriyel kullaniminda biiylik oranda atik olusturan bir meyvedir. Ananas
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yiiksek miktarlarda seker (fruktoz, ksiloz, glukoz vb.), protein ve inorganik maddeler
ihtiva etmektedir. Lignoselillozik ham maddelerden olan ananasin atiklarinin
mikroorganizmalarca fermente edilebilecek hale getirilmesiyle biyoetanol iiretimi
saglanabilmektedir. Bu sayede cliriimiis ananas atiklarinin olusturacagi ¢evre kirliligi
onlendigi gibi, ¢ok diisiikk maliyetlerde alternatif enerji kaynaklarindan biyoetanol

tiretimi saglanmis olmaktadir.
1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve I¢erigi

Diinya niifusunun hizla artmasi ve enerji rezervlerinin azalmasina yol agmuistir.
Enerji kaynaklarinin azalmasinin yani sira fosil yakitlarin kullanimiyla artan g¢evre
kirliligi ve sera gazi etkisi Ozellikle insan sagligin1 olumsuz etkilemektedir. Bu
olumsuz etkilerden miimkiin oldugunca az zarar gérmek icin alternatif enerji
kaynaklar1 aranmaya baglanmistir.

Alternatif enerji kaynaklarindan olan biyoetanol (etil alkol, C;HsOH, CH3-
CH2-OH, ETOH) ¢esitli mikroorganizmalarin bir¢ok kati ham madde ve gida isleme
atiklarin1 fermente etmesi sonucu iiretilen ¢evre dostu bir yakittir [Akbas vd., 2013].

Biyoetanol iiretiminde seker kamisi ve seker pancari gibi seker igeren
materyaller oldugu gibi; odun, saman, meyve atiklar1 gibi lignoseliilozik materyaller
de ham madde olarak kullanilabilir. Ayrica nigasta i¢eren bugday, musir, arpa ve
piring; bunun yan sira kirlilik olusturan diger gida sanayi isleme atiklar1 (peynir alt1
suyu, peynir alt1 suyu tozu, meyve ve sebze atiklar1 vb.) da biyoetanol iiretiminde
kullanilabilen ham maddeler arasindadir.

Yapilan bu tez calismasinda cevre kirliligine neden olan gida atiklarindan,
ananas atiklart asit hidrolizi 6n uygulamasi sonrasinda ham madde olarak
kullanilarak E. coli FBRS, TS3 ve TS4 suslari ile biyoetanol tiretilmistir. Calismada
gida atiklarmin ¢evreye ve insan saghigma yaptigi negatif etkilerin ortadan
kaldirilmas:1 ve bu atiklarin ihtiva ettigi yiliksek orandaki inorganik maddelerden
yararlanilarak etanol iiretiminin artirilmasi amacglanmistir. Bu ¢alismada segilen ham
maddeler iginde bulunan glukoz ve fruktoz sekerlerini fermente ederek etanol {ireten
E. coli FBR5 ve vgb geni tasiyan E. coli TS3 ile TS4 suslar1 kullanilarak etanol
tiretim potansiyellerinin belirlenmesi amaglanmistir potansiyellerinin belirlenmesi

amaclanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Biyoetanol

Diinya iizerinde niifusun hizli artmasiyla fosil yakit kaynaklarmin azalmasi, bu
kaynaklarin c¢evre kirliligini ve sera gazi etkisini; CO;, SO, ve NOy’nin
oksidasyonuna neden olarak arttirmistir [Lin and Tanaka, 2006]. Bu durum o6zellikle
insan saghgm etkilemektedir. Ornegin; CO’nun yiiksek dozlarda salinmasi kalp
hastaliklarina ve sinir sisteminde 6liimciil arazlara neden olmaktadir. World Watch
Institute’e gore; 1850-1970 yillar1 arasinda insan popiilasyonu ii¢ katina ¢ikmis ve
enerji tiketimi %12’den fazla artmustir. Ayrica 2002-2015 yillar1 arasinda
popiilasyon %68, enerji tiiketimi ise %73 artmistir. 1970 yilindaki enerji krizi ve tim
diger nedenlerden 6tiirii yeni alternatif enerji kaynaklarina yonelinmistir.

Kyoto protokolii, fosil kaynakli yakitlarin kullanim1 gibi nedenlerden artan sera
gazi etkisini ve kiiresel 1sinmayi1 kontrol altinda tutmay1 amaglayan bir protokoldiir.
Bu protokolii imzalayan iilkelere verilmis bazi yiikiimliiliikler sayesinde atmosfere
salman karbon miktarlarinin 1990 yili seviyesinde tutulmasi amaglanmistir.
Giiniimiizde 160 iilkenin onayladig1 protokol, 2004 yilinda yiiriirliige girmistir. Ulke
bazli yapilan karbon salinimi kisitlamalartyla, aksi durumlarda vergi artiglariyla
yaptirimi biiyiik bir protokoldiir. Ayrica yenilenebilir enerji kaynaklaria yonelimini
de tesvik etmektedir. Ulkemiz de bu protokol 2002 yilinda yiiriirliiliige girmistir;
ancak gelismekte olan iilke statiisiinde oldugundan dolayi, karbon salinimini
azaltmak ile ilgili bir yiikiimliilik bulunmamaktadir [Cinar vd., 2012; Sar, 2013].

Biyodizel, biyogaz ve biyoetanol dogaya dost ve fosil yakitlara alternatif
kaynaklardir.

Biyoetanol (etil alkol, C,HsOH, CH3-CH,-OH, EtOH) en yaygin kullanilan
alternatif s1v1 yakit olup cesitli mikroorganizmalarin bir¢ok katt ham madde ve gida
isleme atiklarmi fermente etmesi sonucu iiretilmektedir [Akbas vd., 2013]. Renksiz
bir s1v1 olan biyoetanol kimyasal bilesiminin agirlik¢a %35°1 oksijenden olusur ve
oktan derecesi 113, donma derecesi ise —114°C’dir. Biyoetanol petrol tiirevi olan
benzinler ile homojen olarak karisir. Biyoetanol benzin ile harmanlanarak arag¢ yakiti
olarak kullanildiginda karbonmonoksit (CO) ve azot oksit (NOyx) gibi zehirli

maddelerin saliniminin azalmasini saglar. Petrole kiyasla daha yiiksek sikistirma
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oranina sahiptir. Bu ozellikler oktan sayisi, daha genis yanma sinir1 ve buharlagsma

hizinin daha iyi olmasindan ileri gelir. Biyoetanol temiz ve yenilenebilir bir enerji

kaynagi olmasmin yaninda, benzinle karistirildiginda donmayi 6nlemesi ve motor

1sinin artmasi, enjektorlerin kirlenmesini engellemesi gibi 6zellikleriyle de tercih

edilebilirligini artirmistir [Sar, 2013].

Yakit olarak biyoetanol kullaniminda en yaygin karisim; %85 biyoetanol ve

%15 benzin iceren ve E85 olarak adlandirilan uygulamadir. Ancak bu karigtminin

kullanilabilmesi i¢in uygun olarak gelistirilmis araglar kullanilmaktadir. ABD ve

farkli bir¢ok tiilke %90 benzin ve %10 biyoetanol igeren E10 kodlu karigimi

kullanmakta, bunun yam sira Brezilya’da ise %76 benzin ve %24 oraninda etanol

iceren karisim da kullanilmaktadir [Balat vd., 2008].

Biyoetanol iiretim nedenleri genel olarak su sekildedir :[Web 1, 2017]

e Fosil yakitlarin neden oldugu cevresel etkilerin azaltilmasi,
¢ Enerji konusunda yurtdisina bagimliligi azaltacak olmasi,

e CO, emisyon degerlerinin diislik olmasi.

1 litre biyoetanol iiretimi, seker pancarmin yetismesinden enerji olarak

kullanimina kadar olan siirecte 2.9 kg CO, salinimini engellemektedir. Seker pancari,

ayn1 alandaki ¢cam ormanindan {i¢ kat daha fazla oksijen tiretmektedir [Web 1, 2017].

e Fosil yakit kaynaklarin tiikenme siirecine girmesi,

e Seker pancarindan {iretildigi i¢in tarimsal kalkinmay1 gelistiriyor olmast,

e Tarimsal {iriin fazlalik riskini enerji tarimina yonlendirerek

stirdiiriilebilir tarim1 desteklemesi seklindedir.
2.1.1. Biyoetanol Uretim Basamaklar1

Biyoetanol {iretimi,
e Mikroorganizmalarca fermente edilebilir sekerleri igeren
hazirlanmasi,
e Basit sekerlerin fermentasyonu ile biyoetanol iiretimi,

e Uretilen biyoetanoliin saflagtirilmast,

besiyerinin



basamaklarindan olusur [Sileveria vd., 2005].
Ollson ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada (1996) bu basamaklar sekildeki
gibi smiflandirilmstir (Sekil 2.1).

Hidraoliz
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Sekil 2.1: Lignoseliilozik materyallerden etanol iiretim basamaklari.
2.1.2. Biyoetanol Uretiminde Ham Madde Kaynaklar:

Biyoetanol iiretiminde kullanilan ham maddeler: misir, seker kamisi, seker
pancari, odun, patates, bugday, piring ve ¢esitli meyveler gibi materyallerin yani sira,
bu materyallerin kullanimiyla olusan gida, tarim ve kagit sanayi atik {irtinleridir.

Biyoetanol iiretiminde direkt olarak besinlerin kullanilmas1 bu besinlerin niifusa
dagilimmi etkiler. Ayrica besin maddelerinin yiyecek olarak tiiketilmesi ve
biyoetanol iiretiminde ham madde olarak kullanilmasi iki secenek arasinda rekabete
neden olur [Hahn-Hégerdal et al., Zacchi, 2006; Field et al., 2008]. Biyoetanol
tiretimi i¢in ham madde kaynagi olusturmak amaciyla olusturulan ormanlar ve otlak
alanlarin diizensiz artig1, bitki ortiisii yayiliminda degisiklige neden olacagindan
dolay1 sera gazi etkisinde artis meydana gelir [Farrell et al., 2006; Searchinger et al.,
2008]. Tim bu sebeplerden dolayr biyoetanol {iretiminde kullanilacak ham
maddelerin gida, tarim ve yan sanayi isleme atiklarindan secilmesi oldukca
onemlidir. Ayrica atik Uriinlerin kullanimi ¢evre temizligi ve geri doniisiim adina da
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biiyiikk bir yatirnmdir. Atiklardan etanol tiiretimi “ikinci jenerasyon” biyoetanol
tiretimidir [Galbe and Zacchi, 2007; Merino and Cherry, 2007; Sakai et al., 2007,
Hu et al., 2008; Goh et al., 2010].

Diinyadaki biyoetanol {iretiminin %951 tarimsal iriinlerdendir [Rosillo-Calle
et al., 2006]. Kullanilan tarimsal iriinlerin %60°1 patates gibi nisasta igeren ham
maddeler, %40°1 ise seker kamisi, seker pancari gibi seker iceren ham maddelerdir.
Bunlar kendi aralarinda; seker igeren biyokiitle, lignoseliilozik biyokiitle ve nisasta
iceren biyokiitle olarak adlandirilabilir. Seker igeren biyokiitleler herhangi bir
kimyasal veya biyolojik 6n uygulamaya gerek duyulmaksizin kullanilabilir. Nisastali
biyokiitleler mikrobiyal fermentasyon Oncesi On uygulamalarla pargalanir ve
mikroorganizmanin fermente edebilecegi seker haline dontstiriiliir. Meyve-sebze
isleme atiklar1 ve kagit endiistrisi isleme atiklari gibi lignoseliilozik biyokiitleler ise
hemiseliiloz, seliiloz ve lignin ihtiva ettiginden pargalanmasi en zor biyokiitlelerdir
[Antonio et al., 2015]. Genellikle lignoseliilozik materyaller %35-55 seliiloz, %20-40
hemiseliiloz, %10-25 lignin igerirler [Tinoi and Rakariyatham, 2015]. Selilloz ve
hemiseliillozdaki fermente edilebilir sekerlerin orani genellikle; %49 glukoz, %18
ksiloz, %3 arabinoz seklindedir [Zaldivar et al., 2001; Mohagheghi et. al, 2006]. Atik
maddelerden hem lignoselilloz hem nisasta hem de seker igerenler de vardir.
Ornegin; musir ve patates cipsleri yapiminda olusan atik maddeler ve bu
materyallerin isleme sular1 seker, nisasta ve lignoseliilozik maddeler icerir ve
biyoetanol iiretiminde maliyeti disiirmek igin potansiyel bir ham madde olarak
degerlendirilebilir [Stimer vd., 2015].

2.1.3. Diinyada ve Tirkiye’de Biyoetanol

Diinyada biyoetanol iiretiminde Brezilya ve ABD 6n siradadir. Agirlikli olarak
biyoetanol {iiretimi ic¢in seker pancar1 kullanilmaktadir. ABD’de 2011 yilinda
yaklasik 84.6 milyar litre etanol iiretilmistir ve biyoetanol iiretiminde ham madde
olarak ¢ogunlukla misir tercih edilmektedir [RFA, 2012]. 2014 yili kayitlarina gore
diinyada iiretilen biyoetanoliin %60°1 ABD’de %401 ise Brezilya’da iretilmistir
[RFA, 2015]. Kendi biyoyakitlarini iiretebilen iilkeler ise Brezilya, ABD, Kanada,
Japonya, Hindistan, Cin ve Avrupa Birligi iilkeleridir [Mussatto et al., 2010].



Tiirkiye’de biyoetanol ¢ogunlukla seker pancari isleme atig1 olan melastan
iiretilmekle birlikte bugday ve misir atiklari da kullanilmaktadir. Ulkemizde
01.01.2014 tarihi itibariyle piyasadaki benzin tiirlerinde etanol igeriginin en az %3
olmas1 gerekmektedir.

Ulkemizde biyoetanol {iretimi yapan firmalar:

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

Bu tesislerden Konya Seker San. ve Tic. A.S. de iiretilen biyoetanol akaryakit
katkis1 olarak kullanilabildigi gibi matbaalarda da kullanima elveriglidir. Bu
biyoetanol tesisinin tilke ekonomisine katkis1 yaklasik 15.5 milyon $’dir.

e Tezkim Tarimsal Kimya Ins. ve Tic. A.S.

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

Tiirkiye Seker Fabrikalari A.S. islenmis seker pancari atiklarmin (melas)
degerlendirilmesi ig¢in biyoetanol iiretim tesisleri olusturmustur. Bu tesisler;

Erzurum, Tokat, Malatya’da bulunmaktadir.

2.1.4. Biyoetanol Uretiminde Ham Maddelere Uygulanan On
Islemler

Biyoetanol tiretiminde ham madde olarak kullanilan materyallerin bazilar
(nisasta iceren ham maddeler, lignoseliilozik ham maddeler) organizmalarca
fermente edilebilir biiylikliikte degildir. Bu materyallerin par¢alanmasi i¢in en ¢ok
uygulanan 6n islemler; enzim ile hidroliz ve asit hidrolizidir. Ancak bu 6n islemler

tercih edilirken asagidaki hususlar g6z 6ntinde bulundurulmalidir:

e On islemler ile elde edilen hidrolizatlarda organizmalarca fermente edilebilir
seker konsantrasyonunu arttirmali,

e On islemlerin maliyeti uygun olmal,

e On islemler fermente edilebilir sekerlerin degredasyonuna ve kaybina neden
olmamall,

e On islemler fermentasyonu etkileyecek inhibitdr maddeleri olusturmamali veya

en az miktarda olugturmalidir [Sun and Cheng, 2002].



Lignoseliilozik materyallerin fermente edilebilir sekerlere doniistiiriilme siireci
temel olarak biyokimyasal ve termokimyasal doniisiim olmak iizere iki farkli yolla
yapilir. Biyokimyasal doniisiim yollarinda agirlikli olarak enzimler kullanilmakla
birlikte mikrobiyal hidroliz yollarindan da yararlanilmaktadir. Termokimyasal
doniistimde ise; sicaklik, basing ve farkli kimyasallarla muamele etme gibi biyolojik
olmayan ayristirma yontemleri bulunur.

Kimyasal parcalama; alkali, asidik veya ozonla muamele yapilir. Yapisinda
yogun olarak lignin igeren ham maddelerin pargalanmasi i¢in alkali hidrolizi yolu
tercih edilir. Bu yontemde bazi bazik (NaOH gibi) ¢ozeltiler 1sitilarak uygulanir ve
boylelikle ham maddedeki baglarin ¢oziilmesi saglanir [Wu ve ark., 2011; Egeman
ve ark., 2005]. Kiregle yapilan 6n uygulama alkali 6n uygulamalara 6rnektir.

Asit kullanilarak yapilan parcalama islemlerinde yogun veya seyreltilmis asit

kullanilabilir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2: Lignoseliilozik atiklarin asit yontemi ile hidrolizi.

Yogun asit kullanildiginda ekstra bir 1sitma veya basing islemlerine ihtiyag azalir
ve maliyet diiser. Asit hidrolizi uygulamalarinda genellikle siilfirik asit, nitrik asit ve
hidroklorik asit tercih edilmektedir. Ancak asit uygulamalarinda mikrobiyal iiremeyi

ve biyoetanol olusumunu engelleyecek toksik maddeler meydana gelebilir. Genel



olarak aciga cikan bu inhibitorler furfural, 5-hidroksimetil furfural, formik asit,
levulinik asit ve asetik asittir. Enzimle yapilan hidroliz ¢alismalari bu inhibitorlerin
olusmamasi nedeniyle daha verimli ancak maliyeti yiiksektir. Bu sebepten ham
maddelerin asitle hidrolizi daha ¢ok tercih edilmektedir [Talebnia et al., 2010; Liu et
al., 2012; Adigiizel, 2013] (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3: On uygulamalarin lignoseliilozik yapiya potansiyel etkisi.

Asit hidrolizi ile yapilan ¢aligmalara Onsoy ve arkadaslar tarafindan yapilan yer
elmasi ¢alismasi (2007) iyi bir 6rnektir. Bu ¢alismada yer elmasina 60°C, 80°C ve
100°C’da H2SOy ile uygulama yapilmis ve en yiiksek seker miktar1 80°C’da 139.38
g/L olarak belirlenmistir.

Martin ve arkadaslar1 (2007) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise tarim sanayi
atiklarinin asit hidrolizi ile kullanima hazirlanmasi arastirilmistir. Caligmada piring
kabugu, yer fistig1 kabugu, seker kamaisi kiispesi, manyok sapinin %2 (v/v)’lik H2SO4
ile 120°C sicaklikta 20, 40 ve 60 dakika uygulama yapilmistir. Asit hidrolizati ile
piring kabugundaki ve seker kamisi kiispesindeki hemiseliillozun parcalanmasi ve
yiiksek miktarda seker eldesi saglanmistir. Yapilan ¢alismada 60 dakika sonunda en
yiikksek miktarda seker eldesi ve inhibitér olusumu gozlenerek piring kabugu
hidrolizatinda 33.5 g/L glukoz, seker kamisi kiispesinde ise 19.1 g/L ksiloz elde
edilmistir.

Maynard ve arkadaslarinin (2015) bir calismasinda ananas kabugu atiklarina % 5
(v/v)’lik H,SO4 ile 90°C’da 2 saat siireyle on uygulama yapilmasiyla % 0.3 (w/v)

oraninda seker azalmasi (inhibitér maddeye doniisiimii) gézlemlenmistir.



Antonio ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada (2015), ananas kabugu atiklar
1:10 sulandirim orani ile %5 (v/v)’lik H,SO4 kullanilarak 120 dakika boyunca
90°C’da hidrolizat hazirlanmistir. Hidrolize edilmemis atiklarin baglangigtaki seker

miktarmin %1 (w/v) oraninda azaldig belirlenmistir.
2.1.5. Biyoetanol Uretiminde Kullanilan Mikroorganizmalar

Lignoseliilozik atiklardan etanol iiretiminde kullanilan bir maya tiirii olan
Saccharomyces cerevisiae ve bir bakteri tiirli olan Zymomonas mobilis’ in tiim
monosakkaritleri fermente edememesinden dolayi, bu agidan ¢ok daha avantajli
olabilecek Escherichia coli’ye ilgi artmistir [Dien et al., 2013]. Lignoseliilozik
atiklarin hidrolizatlarinda yiiksek oranda glukoz ve ksiloz bulunmaktadir. S.
cerevisiae ve Z. mobilis lignoseliilozik hidrolizatlardan elde edilen glukozu fermente
edebilirken; ksiloz ve arabinozu dogal yollarla kullanamazlar; ancak E. coli
suglarinin ¢ogu ise tiim monosakkaritleri fermente edebilmektedir. Bununla beraber
S. cerevisiae ve Z. mobilis ile yapilan genetik mithendislik caligmalariyla etanol
tiretiminde alternatif monosakkaritleri fermente edebilecek hale getirilmistir [Dien et
al., 2010].

Ayrica E. coli’de etanol tiretim yolaklarinda verimliligi artirmak ve son {iriiniin
sadece etanol olmasini saglamak i¢in genetik miithendisligi ¢alismalar1 yapilmistir.
Bu kapsamda E. coli’de etanol iiretimi sirasinda karbon kaybina neden olan yolizleri
susturulmus ve Z. mobilis’in etanol iretim yolagindaki genler eklenmistir [Ingram
and Conway,1988].

Z. mobilis’ten E. coli’ye aktarilan iki gen bir enterik promotériin kontrolii
altinda olan pet operonuyla diizenlenmistir. Bu genler piruvat dekarboksilaz (pdc) ve
alkol dehidrogenazll (adhB) genleri olup E. coli kromozomunda piruvat format-liyaz
(pfl) geninin yanina klonlanmistir. E. coli FMJ39 susu pLOI295 ve pLOI297
plazmidleriyle transforme edilmis, FBR1 ve FBR2 suslar1 olusturulmustur. E. coli
FMIJ39 susu ksilozu metabolize edememektedir [Dien et al., 1998; Saha and Cotta,
2012]. Bu nedenle E. coli FMJ39 susunun ksiloz fermentasyonu yapabilmesini
saglamak i¢in pLOI297 plazmidiyle transformasyonu saglanmis ve FBR3 susu elde
edilmistir. Farkli antibiyotik tiirleri i¢in diren¢ markir1 igeren genlerin pLOI297

plazmidine aktarimiyla ve sonrasinda gerceklestirilen transformasyonla FBR4 ve
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FBRS suslart gelistirilmistir. E. coli NZN111’den genetik miihendislik yollartyla
tiretilen ve ampisilin, kanamisin, tetrasiklin, kloramfenikol direncine sahip FBRS
susunun musir puskiilii hidrolizatlarindan etanol iiretiminde FBR4 susundan daha iyi
oldugu kaydedilmistir [Dien et al., 1998; Saha and Cotta, 2012].

pTS2 plazmidi, pBR322 plazmidinden alinan tetrasiklin rezistans geninin, vgh
tastyan pUCB8:16 plazmidine aktarimiyla meydana gelmistir [Dikshit and Webster
1988; Liu et al., 1994].

pTS3 plazmidi, pTS2’den alinan vgb ve tetrasiklin rezistans genlerinin pKT230
vektoriine eklenmesiyle olusturulmustur [Bagdasarian et al., 1987]. pTS4 ise; aym
sekilde, vgb ve tetrasiklin rezistans genlerini igeren kasetin pPBBR1MCS-5 vektoriine
eklenmesiyle elde edilmistir [Kovach et al., 1995]. TS3 ve TS4 suslar1 pTS3 ve pTS4
kullanilarak FBRS5’in transformasyonuyla elde edilmistir. TS4 susunda vgb gen
kopya sayis1 TS3’e gore daha fazladir [Sanny et al., 2010].

2.2. Ananas

Ananas tropikal iklime sahip iilkelerde genis capli iiretilen bir meyvedir.
Latince adi Ananas comosus olup Bromeliaceae ailesinin iiyesidir. 75-150 cm
uzunlugundadir.

Igneli yapraklara ve lifli yapiya sahip olan ananas bitkisi diinyada en ¢ok
Tayland’da yetistirilmektedir. Bunu Filipinler ve Brezilya takip eder. Diinyada
ananasin %20’si taze meyve olarak, %801 endiistriyel iiriin (konserve ananas, ananas
suyu vb.) olarak tiiketilmektedir. Tayland yilda 640 bin ton konserve ananas ve 140
bin ton ananas suyu ihra¢ etmektedir. Kosta Rika’da {iretilen ananasin %75’inden
konserve, meyve suyu ve jelibon liretilir.

[lk zamanlar daha cok taze meyve olarak kullanimi tercih edilen ananas; surup,
meyve suyu, konserve, sirke ve sarap endiistrisinde de kullanilmaya baglanmustir.
Diinyada portakal suyu, elma suyundan sonra en ¢ok tercih edilen li¢lincii meyve
suyudur [Cabrera et al., 2000]. Ayrica bromealin ekstraksiyonu, etanol iirerimi,
fenolik antioksidan, organik asit ve lif tiretimi i¢in tercih edilmektedir.

Ananas atiklar1 kabuk govde bolgesi ve posa olarak ayrilmaktadir. Ananas

endiistrisinde ve taze tiiketimde olusan atiklar oldukg¢a fazladir. Bu miktar, taze
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meyvenin %55’idir [Nunes et. al, 2009]. Olusan endiistriyel atiklarin birikimi ¢evre
sagligini tehdit etmektedir.

Atik sularmin sahip oldugu BOD (Biochemical Oxygen Demand)/COD
(Chemical Oxygen Demand) oraninin %0.5 ten az olmasi, bu atigin biyolojik olarak
¢ozilinebilir olma derecesini ifade etmektedir. Ananas atiklarinin yikimi yiiksek BOD
ve COD degerleri sebebiyle zordur. Arastirmacilar farkli meyve ve sebzelerle birlikte
ikili veya coklu pargalamaya odaklanmislardir. Mikrobiyal bozunmalar sonucu
ortaya cikabilecek patlamalarin, ¢liriimelerin engellenmesi i¢in ananas atiklarindan
¢ok ¢esitli alanlarda yararlanilir. Uretim alanlar1 disinda giibre olarak kullanimda gok
tercih edilmemekle beraber solucanlarla kompostlama yapildiginda diisiik pH notre
yaklasir ve zararh etki azaltilmis olur. Ananas atiklar1 hemiseliiloz, lignin ve seliiloz
icerdiginden lignoseliilozik ham madde olarak kullanilmaktadir [Marinoo et al.,
2009].

Ananas atiklarinda kuru madde orani %10 olup bunun %96’s1 organik, %4’
inorganik maddelerdir [Abdullah, 2007]. Kuru maddenin yaklasik %37’si
karbonhidrattan olusur. Ananas atiklar1 genellikle; Fe, Cu, Sn, Mn, Ag, Mo, Zn, P,
Ca, Mg, S, Na, B gibi inorganik madde i¢cermektedir [Hossain and Fazliny, 2010].
Upadhay ve arkadaslarinin da yaptigi bir ¢alismada (2010), kurutulan atiklar maliyet
ve etkinlik acisindan daha etkili olup ucuz ve ¢evre dostu olmalar1 sebebiyle de

onemlidir (Tablo 2.1).
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Tablo 2.1: Ananas atiginin kimyasal igerigi.

Depodaki Taze Kuru Meyve Tim

%Nem 7249  71.07 2743 922 - - - -

%Toplam katt 2751 29.08 7257 7.80 - - - -

%Ucucu Kisim 87.12 96.12 959 894 - } ) i

%6pH 400 470 470 - - - - -

o4 Kiil 12.88 388 410 106 070 0.60 0.40 0.20

% Kuru Materyal
9.00 112 120 198 194 140 29.6 143

Seliiloz

N 470 7.00 6.50 11.7 224 20.2 232 221
Hemiseliiloz
Pektin 5.10 6.70 7.10 - - - - -

Céziiniir eter 4.00 6.10 6.70 - - - - -

Srotein 091 313 330 - 440 410 420 4.60
faalan Seker 500 258 278 - 650 - - -
pefismeyenSeker 170 570 490 - 520 - - -
Toplam Seker ) ; - - 11.7 - - -
Lignin 900 115 110 - 470 150 450 2.30

Konserve ananas atigr genellikle %81.3-83.4 g/ seker (sukroz, glukoz,
fruktoz) igerir [Nigam, 2000]. Diger ananas atiklarinda; glukoz, iironikasit, ksiloz,
mannoz ve arabinoz oldugu bulunmustur. Bununla beraber ananas kabuklarindan
elde edilen kullanilabilir seker miktarlari uygulanan fiziksel ve kimyasal ayrigtirma

yontemlerine gore degismektedir [Choonut et al., 2014].
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2.2.1. Ananas Atiklarindan Bromealin Uretimi

Ananas atiklarinin en 6nemli yararlanilabilir tirtinii proteolik bir enzim olan
bromealindir. Atigin kok kismindan elde edilir ve kok bromealin olarak da bilinir
Meyvede ve az miktarda atik olarak ayrilan kisimda da bulunmaktadir. 1891°de
Marcano tarafindan tanimlanmistir [Balls et al., 1945]. Bromealin farmasotikal
madde ve gida ek maddesi olarak kullanilabilir [Hebbar et al., 2008]. Ancak
olgunlagmis meyve de ¢ok azdir. Bromealin enzimi antienflamatuar, antitrombotik ve
odem atimim destekleyen bir enzimdir. In vitro ve in vivoda etkinlik gdsterir [Bhuii
et al.,, 2009]. Fibrinolitik aktiviteleri sayesinde potansiyel bir antikanser ajanidir
[Chobotova et al., 2009]. Gida endiistrisinde eti yumusatici etken madde olarak
kulanilabilir [Maurer, 2001].

Kokten bromealin ekstraksiyonu; jel filtrasyonu, iyon degisim kromatografisi,
amonyum siilfat fraksiyonu kullanilarak yapilabilir [Murachi et al., 1964].
Sterilizasyonun zor kosullarda olmasi proteolitik aktiviteyi negatif etkiledigi i¢in
bromealin stabilizasyonu O6nem tasimaktadir. Kok bromealin immobilizasyonu

histidin iliskili metal afiniteyle desteklenir ve termal stabilizasyon iyilestirilir.

2.2.2. Ananas Atiklarindan Etanol Uretimi

Ananas atiklar1 hemiseliiloz, lignin ve seliiloz igerdiginden lignoseliilozik ham
madde olarak kullanilmaktadir [Tinoi and Rakariyatham, 2015]. Yiiksek oranda
karbonhidrat i¢ermesinden ve farkli besin maddelerini ihtiva etmesinden dolayi
ozellikle biyoetanol {iretimi i¢in ilgi ¢ekici bir ham maddedir. Bu kullanim, ¢evre
kirliligine neden olan atiklarin uzaklastirilmasindaki maliyeti ve sera etkisini azaltir [
Demirbas 2006, Unal ve Alibas 2007, Ikilic ve Yiicesu 2008]. Ananas atiklarinin
ham madde olarak kullanimi sayesinde sikismis ananas atiginin mikrobiyal
bozunmasi sonucunda ortaya ¢ikabilecek patlamalar da engellenmis olur.

Z. mobilis ATCC 10988 susu ile pH ayar1 yapilmadan yiiriitiillen bir ¢aligmada
ananas konserve atiklari kullanilmistir ve etanol iretimi 59.0 g/L olarak
belirlenmistir [Tanaka et al., 1999].

Meyve atiklarindan biyogaz iiretiminde meyve atik karisimi icerisinde ananas

olmasi iiretimi kolaylastirmaktadir [Lane, 1984; Prema et al., 1992].
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2.2.3. Ananas Atiklarindan Fenolik Antioksidanlarin Uretimi

Ananas atiklarindan %50 aseton ve %70 alkolle ekstraksiyon yapildiginda en
iyi fenolik bilesik eldesi saglanmaktadir [Alothman et al., 2009]. Ananas atiklarindan
yilksek miktarda (%30.2’ye varan) fenolik bilesik elde edilebilir. Ananas
kabugundan elde edilen fenolik bilesikler myricetin, salisilik asit, tannik asit, trans
sinamik asit ve p-koumarik asittir [Larrauri et al., 1997]. Sinamik ve koumarik
asitlerden fungusit olarak faydalanilmaktadir.

Ananas yapraklarindan elde edilen fenolik bilesikler diyabetik sicanlarda kan
sekeri yiikselmesini engelledigi belirlenmistir [ Xie et al., 2005].

2.2.4. Ananas Atiklarindan Organik Asit Uretimi

Ananas atiklarindan genel olarak sitrik asit, ferulik asit ve laktik asit
tiretilebilmektedir.

Gida sanayinde yaygin olarak kullanilan sitrik asit asitligi saglayici ve lezzet
arttirici olarak tercih edilmektedir [Kumar vd., 2003]. Sitrik asitten farmasotik madde
yapiminda da yararlanilir. Yapilan bir ¢alismada kuru ananas atigindan A. niger
tarafindan sitrik asit tretilmistir. Kilogramda 202.35 gram sitrik asit eldesi
gozlenmistir [Kumar vd., 2003]. Ananas atiklarindan Lactobacillus lactis ile laktik
asit iiretimi Oncesinde, atikta var olan sukrozu parcalamak i¢in invertaz enzimi

kullanilmais; agiga c¢ikan fruktoz ve glukozun fermentasyonu gerceklestirilmistir.
2.2.5. Karbon Kaynagi Olarak Ananas

Ananas atiklart kullanilarak metan ve ugucu yag asitleri elde edilebilir. Ayrica
karbon ve nitrojen kaynagi olarak kullanilabilen ananas atiklarindan hidrojen gazi da
elde edilmektedir [Wang et al., 2006]. Seliiloz iiretimi yapan Acetobacter xylinum’da
ananas atiklarim1 karbon kaynagi olarak kullanarak seliiloz {iretebilmektedir

[Kurosumi et al., 2009].
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2.2.6. Ananas Atiklarindan Lif Uretimi

Ananas atiklarindan elde edilen liflerin %70°1 diyet lifidir. Ananas yaprak
liflerinden ise tekstilden vida yapimma kadar pek c¢ok farkli alanda
yararlanilmaktadir ve bu maddeler gerilip uzama biikiilebilme 6zelliklerine sahiptir.

Seliilozik igerikli olduklarindan gii¢clendirici olarak da kullanilirlar [Tran, 2006].
2.2.7. Ananas Atiklariyla Agir Metallerin Giderimi

Ananas atiklar1 ¢inko, kadmiyum, nikel, bakir, kursun gibi toksik metallerin
gideriminde kullanilir [Senthilkumaar et al., 2000]. Bu giderim mikroorganizmalarin

irettigi sitrik asitle yapilmaktadir.

2.3. Vitreoscilla Hemoglobini (VHD)

1966’da ilk Dbakteriyel hemoglobin, Gram negatif bir bakteri olan
Vitreoscilla’da kesfedilmistir. 1966 ve 1986 yillar1 arasinda tanimlanan bu proteinin
bir terminal solunum oksidazi veya bir sitokrom olduguna inanilmis ve ilk onceleri
“coziinebilir sitokrom 0 olarak isimlendirilmistir [Stark et al., 2012; Webster and
Hackett, 1966]. Ilerleyen ¢alismalarla, homodimerik yapili bir hemoglobin oldugu
kesfedilerek Vitreoscilla hemoglobini (VHD) olarak adlandiriimstir.

Hemoglobin veya hemoglobin benzeri proteinler okaryotlardan; yiiksek
bitkilerde, omurgalilarda ve omurgasizlarda da bulunur. VHb’nin kristal yapisi
globine benzemektedir ve alt liniteler 15.7 kDa’dur. Joshi ve arkadaslarinin yaptigi
bir calismada (1998), hemoglobinin ii¢ boyutlu yapisindaki 6nemli aminoasit
birimleri B10, CDI1, E7, E11 ve F8 olarak adlandirilmistir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4: Vitreoscilla Hemoglobini’nin ii¢ boyutlu yapist.

Vitreoscilla hemoglobini (VHb) ile yapilan ¢alismalarda tiitiin bitkisi, insan
hiicresi, maya (S. cerevisiae) gibi Okaryotik canlilarin yami sira E. coli gibi
prokaryotik canlilar da kullanilmistir [Frey and Kallio, 2003; Zhang et al., 2007;
Stark et al., 2008].

Bakteriyel hemoglobinin temel gorevi O,’yi baglamak ve tagimaktir. Tek
globin domain yapisindaki VHb bakteriyel hemoglobini iiretimi diisiik oksijenli
fermentasyon ortamlarinda uyarilmaktadir [Dikshil et al., 1992]. Bakteriyel
hemoglobin oksijeni baglayarak onu direkt olarak terminal respiratdr oksidaza
gondermektedir [Park et al., 2002; Duk et al., 2007]. VHb proteinin bu 6zelligini
periplazmada gerceklestirir [Khosla and Bailey, 1989]. Ayrica VHb; hiicrede enerji
akigin1 hizlandirmak, biyolojik nitrojen fiksasyonu, redoks seviyelerinin ayarlanmasi,
oksijen ve nitrojen seviyelerine duyarlilikla ilgili tepkimelerde de gérev almaktadir
[Poole et al., 1996; Potts et al., 1992; Webster et al., 1987].

VHb ekspresyonunun E. aerogenes’te asetoin ile biitandiol ve E. coli’de poli B-
hidroksibiitirat olusumunu arttirdig1 gézlemlenmistir [ Yu et al., 2002].

Etanol iireten E. coli FBRS susuna vgb geni aktarilarak VHb eksprese etme
ozelligi kazandirildiktan sonra, yeni transformant sus ile etanol iiretiminde artis
oldugu goriilmiistiir [Sanny et al., 2010]. Ayrica vgb geni ekspresyonu sayesinde,
diisiik havalandirmali kosullarda ATP iiretiminin de arttig1 belirlenmistir. [Webster,
1987; Park et al., 2002; Arnaldos et al., 2012]. E. coli’deki vgh gen ekspresyonunun
ve promotdr aktivitesinin oksijen konsantrasyonundan etkiledigi goriilmiistiir. E.

coli’lde vgb geninin ekspresyonu yaklasik olarak 300 genin kontrol ettigi
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bilinmektedir [Roos et al., 2004]. Ayrica VHb proteini de bircok bakteriyel
transkripsiyon faktorlerinin aktivitesini etkilemektedir. E. coli’de hidrojen peroksit
sensorii gorevi goren proteini kodlayan oxyR geninin aktivitesi de VHb tarafindan
diizenlenmektedir [Anand et al., 2010].

Bakteriyel hemoglobin geninin aktarimi dkaryotik canlilarda da yapilmustir. S.
cerevisiae’ye aktarilan vgb geni etanol tiretimini %30’a varan miktarlarda artirmigtir
[Chen et al., 1994]. Ancak E. coli’de VHb varligiyla etanol iiretimi %49-66
araliginda bir artis gosterdiginden tercihen E. coli kullanilmaya devam edilmistir
[Tsai et al., 1996; Frey et al., 2001]. Ksilozlu besiyerlerinde S. cerevisiae’deki VHb
ekspresyonu iki basamakli ksiloz, ksiluloz doniisiimiinii i¢eren redoks tepkimeleriyle
gerceklestirilirken; E. coli’de bu islem tek basamakta gergeklestirilir [Song and Park,
1997].

VHBb iligkili etanol artisinda kullanilan seker tiirleri 6nemlidir. Ksiloz, glukoz
ve arabinoz bulunduran besiyerlerinde etanol iiretim yolaklarinda gliseraldehit-3-
fosfat (G3P) olusum basamagi vardir. VHb’nin; G3P ve etanol arasindaki
metabolizmayr etkileyerek etanol {retimini arttirdigi diisliniilmektedir. VHb
ekspresyonu sayesinde artan ATP miktari, glukozdan G3P’ye doniisiimiini
kolaylastirmaktadir [Sanny et al., 2010].

Etanolojenik E. coli FBR5 susuna vgb geni klonlanarak elde edilen TS3
susunun, nusir piskiilii hidrolizati temelli saf glukoz ve ksilozla desteklenmis
besiyerinde biiyiitiilmesi sonucunda E. coli TS3 susunun E. coli FBRS5 susundan daha
fazla miktarda biyoetanol iirettigi goriilmiistiir [Arnaldos et al., 2012]. Fakat ¢ok
yiiksek oranlarda vgb ekspresyonu olan suslar (TS5) etanol iiretimini negatif yonde
etkiler [Sanny et al., 2010].

VHb ekspresyonuyla etanol iretimindeki artis yiiksek havalandirmali,
calkalamali, farkli Olgekteki fermentasyon ortamlarinda da denenmis ve etanol
artisindaki olumlu etki hiicre basina etanol artisiyla iliskilendirilmistir [Abanoz vd.,
2012; Akbas vd., 2014].

Havalandirmanin diisiik oldugu kosullarda biiylime daha azdir; ancak yiiksek
havalandirmali kosullara kiyasla VHb ekspresyonuyla ilgili etanol artis1 daha fazla
oldugundan; biiylime ve etanol artis miktar1 arasinda net bir iliski kurulmamistir
[Akbas vd., 2014]. Fermentasyon olgeginin biiylik oldugu ortamlarda daha fazla

etanol {iretiminin olmas1 ise toplam hiicre kiitlesinin daha fazla olusuyla ilgili
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olabilir. VHb varliginda mikroaerobik kosullar altinda az miktarda da olsa ksiloz ve
glukozun aerobik olarak kullanilabilecegi diisliniilmiistiir [Sanny et al., 2010].

VHb’nin varhi@ aromatik bilesiklerin  degradasyon yolaklarin1 da
kolaylastirmaktadir. Ozellikle DNT’in yikimini igeren yolaklara oksijen takviyesi
yaparak yikimi kolaylastirmaktadir [Nasr et al., 2001]. Burkholderia suslarina vgh
geni klonlandiginda aromatik bilesiklerin degredasyonunun 2-7 kat kadar arttig
kaydedilmistir. Ayrica vgb ekspresyonunun bazi mantar ve bakterilerde antibiyotik
tiretimini arttirdigi ve transforme E. coli suslarinda polimer olusumunu tetikledigi;
polihidroksibiitirat tiretimini %50 arttirdig1 da goézlemlenmistir [Wu et al., 2007,
Horng et al., 2010].

VHb proteini spektral Olglimleri icin, sodyum ditiyonit ile kimyasal
indirgendiginde 416-430 nm araliginda absorpsiyon piki olusturur [Chung et al.,
2006].

2.4, Inhibitorler

Biyoetanol iiretimi i¢in hemiseliiloz, seliiloz ve lignin iceren; karbonhidratga
zengin olan lignoseliilozik maddeler kullanilmaktadir. Seliiloz yiiksek molekiiler
agirlikli B-1,4 bagli D-glukozun linear olarak polimerize olmus halidir [Fon et al.,
1982]. Hemiseliilozlar pentozlardan D-ksiloz ve L-arabinoz ayrica heksozlardan D-
mannoz, D-glukoz, D-galaktoz igerir [Saka, 1991]. Hemiseliilozun yikimi sonucu
ortaya mannoz, glukoz, galaktoz, ksiloz, asetik asit ¢ikar. Lignoseliilozik maddelerin
mikroorganizmalarca fermente edilebilmeleri i¢in bazi 6n uygulamalara tabii
tutulmalar gerekir. Bu 6n uygulamalardan maliyeti diisiik olan asit hidrolizi ve buhar
uygulamalar1 tercih edildiginde ortaya mikroorganizmanmn canliligint ve
iiretkenligini sekteye ugratacak inhibitorler aciga cikar. Inhibitdrler ii¢ ana grupta

incelenirler. Bunlar:

o Zay1f asitler: Alifatik asitlerden asetik asit, formik asit, levulinik asitlerdir. Bu
inhibitorler; HMF’nin yikimi veya hemiselillozun deasetilasyonu sonucu ortaya
cikmaktadir. Zayif asitler hiicre duvarini tahrip ederek sitozole sizarlar. pH diismesi

ve enzimlerin inaktive olmasi sonunda hiicre biiylimesi durur, 6liim gergeklesir
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[Maiorella et al., 1983; Taherzadeh et al., 1997; Larsson et al., 1999b; Almeid et al.,
2007].

eFuran tiirevleri: 2-furaldehit (furfural) ve 5-hidroksimetil-2-furaldehit (HMF)
aldehit dehidrogenaz aktivitesini ve glikolitik enzimleri inhibe ederler. Bu
inhibitorler ayrica DNA’y1 yikar, protein ve RNA sentezini inhibe eder [Madig et al.,
2002; Liu et al.,, 2004]. Ksiloza yiiksek basing ve sicaklik uygulamasi furfural
olusturur [Dunlop, 1948]. HMF de benzer sekilde heksoz degredasyonu sonucu
olusur [Ulbricht et al., 1984]. Etanolojenik E. coli suslarindan KO11l ve LYO01
furfurali furfuril alkole doniistiirebilir ve bu mikroorganizmalar furfural rediiktazi

kullanarak furfurali detoksifiye edebilir [Gutiemez et al., 2002].

eFenolik bilesikler: Vanilin, siringaldehid ve konferil aldehittir [Palmqvist and
Hahn-Hagerdal, 2000b; Musatto and Roberto, 2004]. Bu bilesikler lignin
degredasyonuyla olusan bilesiklerdir.

Palmqgvist ve Hahn-Héigerdal tarafindan yapilan ¢alismada (2000)

lignoseliilozik materyallerden asit hidrolizi sonucu olusan inhibitorler tanimlanmistir

(Sekil 2.5).
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Sekil 2.5: Lignoseliilozik materyallerin asit hidroliziyle agiga ¢ikan inhibitdrler.

Mayalarda bilesiklerin inhibe edici etkileri kiyaslandiginda; en yiiksek inhibe
ediciler terpenler olup onu aldehitler, polihidroksi aromatikler, formik asit ve asetik
asit takip etmektedir [Leonard and Hajny, 1945].

Ayrica ortaya cikan inhibitorlerin negatif etkilerini ortadan kaldirmak igin

lakkaz enzimi kullanilabilmektedir [Parawira W. And Tekere M., 2011].
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3. GERECLER ve YONTEMLER

3.1. Gerecler

1.1.1. Kullamilan Kimyasallar

Calismada kullanilan ananas atiklar1 Migros Ticaret A.S. (Tiirkiye)’den temin
edildi. Atiklar ile hazirlanan farkli hidrolizatlar1 iceren besiyerine ilave olarak maya
oziiti (Merck, ABD) kullanildi. Ananas atiklar1 farkli konsantrasyonlarda HCI
(Merck, ABD) ve H,SO4 (Merck, ABD) ile hidroliz edildi. Hidrolizatlarin igerdigi
oranlarda fruktoz (Merck, ABD), glukoz (Sigma, ABD) ve %0.5 (w/v) maya 0ziitii
(Merck, ABD) igeren besiyerleri ile de galisildi. Besiyerlerine FBRS susu igin sadece
ampisilin (Merck, ABD); TS3 susu i¢in ampisilin ve streptomisin siilfat (Merck,
ABD); TS4 susu i¢in ampisilin ve gentamisin siilfat (Merck, ABD) antibiyotikleri
eklendi. TLC ve HPLC kalibrasyonlar i¢in ek olarak arabinoz (Sigma, ABD), ksiloz
(Sigma, ABD) ve sukroz (Sigma, ABD) ile standartlar hazirlandi. Hidrolizatlarda
hidroliz sonucu ortaya g¢ikan inhibitorlerin tayini i¢in formik asit (Merck, ABD),
asetik asit (Merck, ABD), HMF (Acros Organics, Belgika), 2-Furaldehit (Acros
Organics, Belgika) kullanilarak standartlar hazirlandi. HPLC mobil fazi igin ise
asetonitril (Merck, ABD) kullanild.

3.1.2. Kullanilan Cihazlar

Bu tez calismasinda kullanilan tiim deney malzemeleri Hirayama Hiclave™,
HVE-50 (Japonya) otoklavi ile steril edildi. Kesilmis ananas atiklar1 KERN hassas
terazi (Balingen, Almanya) ile tartilip uygun sulandirma oranlariyla karistirildiktan
sonra Arzum Ironmix Cubuk Blender (Istanbul, Tiirkiye) kullanilarak parcalandi.
Ananas hidrolizatlarinin pH degeri Hanna Instruments HI 2211 pH/ORP (Ingiltere)
kullanilarak ayarlandi. Inkiibasyon ortami olarak New Brunswick Scientific Excella
E24 calkalamali inkiibatorleri kullanildi. Hiicrelerin 600 nm’deki optik yogunluklari
(Optik Density; OD) Shimadzu UV 1800 Spektrofotometre (ABD) ile olgiildii.

HPLC analizi i¢in kullanilan mobil faz Wise Clean Degasser kullanilarak hazirlandi.
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Inkiibasyon sonrasi kiiltiirlerin kalan seker miktari, iiretilen etanol miktar1 ve
eksprese edilmis VHb  konsantrasyonlarinin  dlgiilmesi  i¢in  hiicrelerin
¢oktiiriilmesinde Heraeus Labofuge 400R, Awel CF 48-R, Labogene Scanspeed
1580R (Danimarka) santrifiijjleri kullanildi. Etanol, seker ve inhibit6r icerikleri
CBM-20A, LC-20AD, SIL-20ACHT, DGU-20A5R, RID-10A, SPD-20A, CTO-
10ASVP modiilleri iceren HPLC analiz cihaz1 (Shimadzu, Japonya) ile belirlendi.
Etanol ve seker miktar1 analizi igin GL Sciences Inertsil Amin Kolonu (4.6x 250
mm), inhibitor iceriginin belirlenmesi i¢in ise Kromasil C18 HPLC Kolonu
(150x4.6mm) kullanildi. Seker miktar1 analizi ayrica TLC gorilintiileme
densitometresi Bio-Rad (ABD) ile de belirlendi. Hiicre hemoglobin ekstraksiyonu
icin Branson Ultrasonic Corporation, Branson Digital Sonifier 250 (ABD) sonikatorii
ile pargalandi ve hemoglobin olgiimleri i¢in Shimadzu UV-1800 spektrofotometre
cihazt kullanildi. TLC goriintiilleme densitometresi Bio-Rad (ABD) kullanilarak

kalan seker miktarlar1 belirlendi.

3.1.3. Kullanilan Bakteri Suslarn

Bu tez c¢alismasinda, ananas atiklarinin farkli asit hidroliz yontemleri ile
hazirlanan fermentasyon ortamlarinda E. coli suslar1 ile biyoetanol iretim
etkinliginin arttirilmasinda VHb’nin etkisi arastirilmaktadir.

USDA laboratuvarindan temin edilen E. coli suslart (NZN111 ve FBRS) [Dien
et al., 2000] ve bu suslardan Dr. Sanny basina gelistirilen TS3 ve TS4 [Sanny, 2009]
suslar1 kullanildi. Bunun igin, biitiin suslar pdc (piruvat dekarboksilaz), adhb (alkol
dehidrogenaz) [Dien et al., 2000] ve vgb (TS3, TS4) icerecek sekilde, yeni

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

Kullanilan suslar ve 6zellikleri:
e NZN111 - E. coli [F+ A— rpoS396(Am) rph-1 ApflB::Cam AldhA::Kan].
e FBR5 - pdc ve adhb tasiyan pLOI297 plazmidi ile transforme edilmis NZN111
susu.
e FBRS5/pTS3 (TS3 susu)- vgb tasiyan pKT230 plazmidi (pTS3) ile transforme
edilmis FBRS susu.
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e FBRS5/pTS4 (TS4 susu) - vgb tasiyan pBBRIMCS-5 plazmidi (pTS4) ile

transforme edilmis FBRS susu.

Calismada, vgb(-) E. coli FBRS susu ve vgb(+) rekombinant E. coli suslari
(TS3 ve TS4), VHb’nin etanol iiretimindeki etkilerini belirlemek i¢in kullanildi.

3.2. Yontemler

3.2.1. Ananas Atigimin Besiyeri icin Hazirlanmasi

Taze ananas atiklar1 (kabuk ve merkez bolgeyi igeren) Migros Ticaret A.S.
(Istanbul, Tiirkiye)’nin yerel magazalarindan temin edildi. Bu atiklar bigak
yardimiyla yaklasik 2x4 cm boyutunda kesilerek, ananas parcgalar elde edildi. Elde
edilen ananas parcalart bir blender yardimiyla 10 dakika siire ile pargalanarak piire

haline getirildi.

3.2.2. Ananas Atig1 Hidrolizatlar1 ve Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Fermentasyon ortamlarinin hazirlanmasi i¢in elde edilen ananas atigi piiresi
farkli oranlarda distile su ile sulandirilarak iki farkli asit (H,SO,4 ve HCI) ile hidroliz
edildi. Ananas atig1 ile 10 farkli hidrolizat degerlendirildi (Tablo 3.1).
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Tablo 3.1: Ananas atiginin seyreltik asitler (H,SO,4 ve HCI) ile hidroliz yontemleri.

Hidrolizat Asit Tiirii Asit Anal_las Atigr:
Metodu Konsantrasyonu Asit Orani
A H,SO, % 0.5 2:1
B H,SO, % 0.5 11
C HCI 6N 2:1
D HCI % 0.5 1:1

D1 HCI % 0.5 2:1
E H,SO4 % 0.5 1:10
F H,SO4 % 0.5 1:5
G H,SO4 %5 1:3
H H,SO, %5 1:5
I H,SO, % 5 1:10

3.2.2.1. Metot A

100 gram ananas atig1 piiresi 50 ml H,SO4 (% 0.5, v/v) ile sulandirilarak 180
rpm hizda, 37°C sicaklikta bir gece boyunca inkiibe edildi. Sulandirilan ananas atig1
ptresi 121°C’de 15 dakika siire ile otoklavlandi. Otoklav sonrasi1 4100 rpm hizda 15
dakika siire ile santrifiij edildi. Elde edilen siipernatantin pH degerilON NaOH ile 7.0
olacak sekilde ayarlandi ve tekrar otoklavlanarak steril hale getirildi.

72 ml metot A ile hazirlanan hidrolizata 8 ml maya oziitii (%5, w/v) ilave
edilerek fermentasyon besiyeri hazirlandi. 180 rpm hizda, 37°C sicaklikta 48 saat

sure ile inkiibe edildi.
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3.2.2.2. Metot B

100 gram ananas atig1 piiresi 100 ml H,SO4 (% 0.5, v/v) ile sulandirilarak 180
rpm hizda, 37°C sicaklikta bir gece boyunca inkiibe edildi. Sulandirilan ananas atig
puresi 121°C’de 15 dakika siire ile otoklavlandi. Otoklav sonrasi 4100 rpm hizda 15
dakika stire ile santrifiij edildi. Elde edilen siipernatant 10N NaOH ile pH degeri 7.0
olacak sekilde ayarlandi ve tekrar otoklavlanarak steril hale getirildi.

72 ml metot B ile hazirlanan hidrolizat ve 8 ml maya oziiti (%5, w/v) ilave

edilerek fermentasyon besiyeri hazirlandi.

3.2.2.3. Metot C

100 gram ananas atig1 piiresi 50 ml 6N HCI ile sulandirilarak 180 rpm hizda,
37°C sicaklikta bir gece boyunca inkiibe edildi. Sulandirilan ananas atig1 piiresi
121°C’de 15 dakika siire ile otoklavlandi. Otoklav sonras1 4100 rpm hizda 15 dakika
stire ile santrifiij edildi. Elde edilen siipernatant 10N NaOH ile pH degeri 7 olacak
sekilde ayarland1 ve tekrar otoklavlanarak steril hale getirildi.

72 ml metot C ile hazirlanan hidrolizat ve 8 ml maya oziiti (%5, w/v) ilave

edilerek fermentasyon besiyeri hazirlandi.

3.2.2.4. Metot D

100 gram ananas atig1 piiresi 100 ml HCI (%0.5, v/v) ile sulandirilarak 180 rpm
hizda, 37°C sicaklikta bir gece boyunca inkiibe edildi. Sulandirilan ananas atig1
puresi 121°C’de 15 dakika siire ile otoklavlandi. Otoklav sonras1 4100 rpm hizda 15
dakika stire ile santrifiij edildi. Elde edilen siipernatant 10N NaOH ile pH degeri 7
olacak sekilde ayarlandi ve tekrar otoklavlanarak steril hale getirildi.

72 ml metot D ile hazirlanan hidrolizat ve 8 ml maya 6ziitii (%5, w/v) ilave

edilerek fermentasyon besiyeri hazirlandi.
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3.2.2.5. Metot D1

100 gram ananas atig1 piiresi 50 ml HCI (%0.5, v/v) ile sulandirilarak 180 rpm
hizda, 37°C sicaklikta bir gece boyunca inkiibe edildi. Sulandirilan ananas atig
puresi 121°C’de 15 dakika siire ile otoklavlanarak 1sitildi. Otoklav sonras1 4100 rpm
hizda 15 dakika siire ile santrifiij edildi. Elde edilen siipernatant 10N NaOH ile pH
degeri 7 olacak sekilde ayarlandi ve tekrar otoklavlanarak steril hale getirildi.

72 ml metot D1 ile hazirlanan hidrolizat ve 8 ml maya 6ziiti (%5, w/v) ilave

edilerek fermentasyon besiyeri hazirlandi.

3.2.2.6. Metot E

100 gram ananas atig1 piiresi 1000 ml H,SO4 (%0.5, v/v) ile sulandirilarak 180
rpm hizda, 37°C sicaklikta bir gece boyunca inkiibe edildi. Sulandirilan ananas atig
piiresi 121°C’de 15 dakika siire ile otoklavlandi. Otoklav sonras1 4100 rpm hizda 15
dakika siire ile santrifiij edildi. Elde edilen siipernatant 10N NaOH ile pH degeri 7
olacak sekilde ayarlandi ve tekrar otoklavlanarak steril hale getirildi.

72 ml metot E ile hazirlanan hidrolizat ve 8 ml maya oziitii (%5, w/v) ilave

edilerek fermentasyon besiyeri hazirlandi.

3.2.2.7. Metot F

100 gram ananas atig1 piiresi 500 ml H,SO, (%0.5, v/v) ile sulandirilarak 180
rpm hizda, 37°C sicaklikta bir gece boyunca inkiibe edildi. Sulandirilan ananas atig
puresi 121°C’de 15 dakika siire ile otoklavlandi. Otoklav sonras1 4100 rpm hizda 15
dakika stire ile santrifiij edildi. Elde edilen siipernatant 10N NaOH ile pH degeri 7
olacak sekilde ayarlandi ve tekrar otoklavlanarak steril hale getirildi.

72 ml metot F ile hazirlanan hidrolizat ve 8 ml maya oziitii (%5, w/v) ilave

edilerek fermentasyon besiyeri hazirlandi.
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3.2.2.8. Metot G

100 gram ananas atig1 piiresi 300 ml H,SO4 (%5, v/v) ile sulandirilarak 180
rpm hizda, 37°C sicaklikta bir gece boyunca inkiibe edildi. Sulandirilan ananas atig
piiresi 90°C’de 120 dakika siire ile inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 121°C’de 15
dakika siire ile otoklavlandi. Otoklav sonrasi 4100 rpm hizda 15 dakika siire ile
santrifiij edildi. Elde edilen silipernatant 10N NaOH ile pH degeri 7 olacak sekilde
ayarlandi ve tekrar otoklavlanarak steril hale getirildi.

72 ml metot G ile hazirlanan hidrolizat ve 8 ml maya oziitii (%5, w/v) ilave

edilerek fermentasyon besiyeri hazirlandi.

3.2.2.9. Metot H

100 gram ananas atig1 piiresi 500 ml H,SO4 (%5, v/v) ile sulandirilarak 180
rpm hizda, 37°C sicaklikta bir gece boyunca inkiibe edildi. Sulandirilan ananas atigi
piiresi 90°C’de 120 dakika siire ile inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 121°C’de 15
dakika siire ile otoklavlandi. Otoklav sonrast 4100 rpm hizda 15 dakika siire ile
santrifiij edildi. Elde edilen siipernatant 10N NaOH ile pH degeri 7 olacak sekilde
ayarlandi ve tekrar otoklavlanarak steril hale getirildi.

72 ml metot H ile hazirlanan hidrolizat ve 8 ml maya 6ziiti (%5, w/v) ilave

edilerek fermentasyon besiyeri hazirlandi.

3.2.2.10. Metot |

100 gram ananas atig1 piiresi 1000 ml H,SO4 (%5, v/v) ile sulandirilarak 180
rpm hizda, 37 °C sicaklikta bir gece boyunca inkiibe edildi. Sulandirilan ananas atig
piiresi 90°C’de 120 dakika siire ile inkiibe edildi. inkiibasyon sonras1 121°C’de 15
dakika siire ile otoklavlandi. Otoklav sonras1 4100 rpm hizda 15 dakika siire ile
santriflij edildi. Elde edilen siipernatant 10N NaOH ile pH degeri 7 olacak sekilde
ayarland1 ve tekrar otoklavlanarak steril hale getirildi.

72 ml metot I ile hazirlanan hidrolizat ve 8 ml maya oziiti (%5, w/v) ilave

edilerek fermentasyon besiyeri hazirlandi.
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3.2.3. Hidrolizath Besiyerlerinin Icerdigi Oranda Seker Iceren
Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Hazirlanan farkl tiirdeki hidrolizatlarin igerdigi seker konsantrasyonu ile ayni
oranda seker icerecek sekilde besiyerleri hazirlandi. Hazirlanan besiyerlerinden A
hidrolizatinin sekerlerini igeren besiyeri (ASB); %2.33 (w/v) fruktoz ve %2.29 (w/v)
glukoz ve %0.5 (w/v) maya 0ziitii, B hidrolizatinin sekerlerini igeren besiyeri (BSB);
%2.00 (w/v) fruktoz, %1.94 (w/v) glukoz ve %0.5 (w/v) maya 6ziitii, C hidrolizatinin
sekerlerini igeren besiyeri (CSB); %1.93 (w/v) fruktoz, %1.99 (w/v) glukoz, %0.05
(w/v) ksiloz ve %0.5 (w/v) maya 06ziitli, D hidrolizatinin sekerlerini igeren besiyeri
(DSB); %1.82 (w/v) fruktoz, %1.74 (w/v) glukoz ve %0.5 (w/v) maya oziitii, D1
hidrolizatinin sekerlerini igeren besiyeri (D1SB); %2.37 (w/v) fruktoz, %2.47 (w/v)

glukoz ve %0.5 (w/v) maya 0ziitii igerecek sekilde hazirlandi.
3.2.4. On Kiiltiirlerin Hazirlanmasi

Diizenli olarak pasajlanan E. coli FBRS, TS3 ve TS4 suslarinin pasajlarindan
15 ml besiyeri iceren 50 ml’lik Erlenmayer Flask ortamina bir veya iki koloni
aktarildi. FBRS susu ig¢in ampisilin, TS3 susu i¢in streptomisin ve ampisilin, TS4
susu i¢in ise gentamisin ve ampisilin antibiyotikleri Tablo 3.2’de belirtilen miktarlar
kadar kullanildi. Hazirlanan 6n kiiltiirler 180 rpm calkalama hizinda, 37°C sicaklikta

ve bir gece boyunca calkalamali bir inkiibatérde inkiibe edildi.

Tablo 3.2: Kiiltiir ortamlarina eklenen antibiyotik miktarlar

Antibiyotikler
Ampisilin  Streptomisin  Gentamisin

FBR5 100pg/ml

Sus

TS3  100pg/ml  50pg/ml

TS4  100pg/ml Spg/ml
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3.2.5. Fermentasyon Ortamlarinin Hazirlanmasi

Fermentasyon ortamlarinin hazirlanmasi i¢in 72 ml ananas hidrolizatina %5
(w/v) oraninda hazirlanan maya 6ziitii soliisyonundan 8 ml ilave edildi ve 100 ml’lik
Erlenmayer flask icerisine aktarildi. Bir gecelik on kiiltiirlerden fermentasyon
ortammin baslangi¢ hiicre sayist (ODgoo) 0.05 olacak sekilde inokiilasyon yapildi.
Hazirlanan kiiltiir ortamlart 180 rpm hizda, 37°C sicaklikta ve 48 saat siire ile

calkalamal1 bir inkiibatorde inkiibe edildi.
3.2.6. Analiz Yontemleri

3.2.6.1. Toplam Hiicre Sayisinin Belirlenmesi

24 ve 48 saat inkiibe edilen kiiltiirlerin toplam hiicre miktarinin belirlenmesi
icin UV spektrofotometrede 600 nm dalga boyunda 6l¢liim yapildi. Kiiltiirler optik
yogunluk ODgy de 0.6 degerini agmayacak sekilde steril 6zgiin besiyeri ile

seyreltildi. Kor olarak ise inkiibasyon 6ncesi hazirlanan 6zgiin besiyeri kullanildi.
3.2.6.2. Seker, inhibitor ve Etanol Miktarlarimin Belirlenmesi

Tez calismasinda degerlendirilen farkli hidrolizatlarin seker icerikleri ve tiim
hidrolizat ¢esitleriyle hazirlanan besiyerlerinde inkiibe edilen kiiltiirlerin 24 ve 48
saat slire sonunda besi ortaminda kalan seker miktar1 TLC ve HPLC analiz
yontemleri ile belirlendi. Fermentasyon sonrasi iiretilen etanol miktar1 ve farkl
hidrolizatlarin inhibitor igerigi ise HPLC analizi ile belirlendi.

TLC analizinde, farkli hidrolizatlarin potansiyel seker miktar1 analizi igin
glukoz, ksiloz, fruktoz, sukroz ve arabinoz igerigi (0.5, 1.0, 2.0, 4.0 ve 8.0 mg/ml
(wW/v)) igeren standartlara gore belirlendi [Sar, 2013]. Hidrolizat ve kiiltiir 6rnekleri
standartlarin digina ¢ikmayacak sekilde, uygun oranlarda distile su ile seyreltildi.
TLC plaklar1 (Whatman, TLC Plates Partisil® K5, Maidstone, Ingiltere) iizerine
standartlar ve seyreltilmis 6rnekler mikro siringa ile 1pl olacak sekilde damlatildi.
Plakalar kurutulduktan sonra %85’lik (v/v) asetonitril ¢ozeltisi i¢erisine hafif bir ag1
ile birakilarak sekerlerin yiirtitiillmesi igin bekletildi. Yiiriitiilen plakalar kurutularak,
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yiriitme islemi tekrarlandi. Tekrar kurutulan plakalar alfa naftol (%0.5, v/v)
¢ozeltisine daldirilarak boyandi. Seker noktalarinin goriiniir hale gelmesi igin, TLC
plaka 1siticisinda 120°C’de 10 dakika siire ile yakildi. Kiiltiir ortamlarindaki kalan
sekerlerin miktar tayini igin, TLC goriintiileme densitometresinde (Bio-Rad, GS 670,
Philadephia, A.B.D.) taratilarak hacim hesaplama islemi yapildi. Standart grafigi
iizerinde, R? degeri 0.950 iizerinde bulunan sonuglar kabul edildi

HPLC analizi ile seker ve etanol miktarinin belirlenmesinde ise glukoz, ksiloz,
fruktoz, sukroz, arabinoz ve etanol (5, 10, 20, 40 ve 80 mg/ml) igeren standartlara
gore belirlendi. Hidrolizat ve kiiltiir 6rnekleri drnekleri 10000 rpm hizda 10 dakika
stire ile santrifiij edildi ve elde edilen iist siv1 0.22 um por ¢apl filtreden gecirilerek
safsizliklardan arindirildi. Seker ve etanol miktar tayini i¢in Inertsil NH, kolonu (5
um, 4.6x250 mm, GL Sciences Inc.) kullanildi. Mobil faz olarak asetonitril:ultra saf
su (60:40) kullanildi. Kolon sicakligi 25°C, mobil faz akis hizi ise 1 ml/dakika olarak
belirlendi. Orneklerin enjeksiyon miktar1 20 pl olarak belirlendi ve Refraktif Index
detektorii ile 6l¢lim yapildi [Sar et al., 2016].

Farkl1 hidrolizatlarin inhibitor igeriginin belirlenmesinde ise C-18 (Kromasil, 5
um, 4.6x150 mm) kolonu kullanildi. Hidrolizatlarin inhibitér igerigi asetik asit,
formik asit, furfural ve 5-hidroksimetil furfural (1-50 mM) igeren standartlara gore
belirlendi. Mobil faz olarak asetonitril:ultra saf su (10:90) kullanildi. Kolon sicaklig
30°C, mobil faz akis hiz1 ise 2 ml/dakika olarak belirlendi. Orneklerin enjeksiyon
miktar1 10 pl olarak belirlendi ve UV detektorii ile 254 nm dalga boyunda analiz
yapildi.

3.2.6.3. TS3 ve TS4 (vgb geni aktarilmis) Suslarindaki Hemoglobin
Ekspresyonunun Belirlenmesi

48 saatlik inkiibasyon sonrasi kiiltiirler 4000 rpm hizda 4°C sicaklikta 16
dakika siireyle santrifiij edildi. Elde edilen pellet en az bir gece -20°C’de muhafaza
edildi ve ardindan 30ng/ml olacak sekilde PBS (50mM) igerisinde ¢ozdiiriildii. Hiicre
stispansiyonlar1 bir sonikatér yardimiyla, buz igerisinde 20 saniyelik vurma ve 10
saniyelik bekleme siireleri ile toplamda 6 defa (3 dakika) sonike edildi.

Sonikasyon sonrasi elde edilen hiicre homojenatlar1 4000 rpm hizda 4°C
sicaklikta ve 16 dakika siireyle santrifiij edildi. Ust sivilara eser miktarda sodyum
dityonit eklenerek bir spektrofotometre cihazinda (UV-1800 Schimadzu UV-VIS
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NIR Spectro) VHb miktarlar1 belirlendi. Kor olarak ise her 6rnek i¢in sodyum
dityonit eklenmemis iist sivilar kullanildi. Sodyum dityonit VHb nin 416 ve 430 nm
dalga boylar1 arasinda indirgenmesini saglar ve belirtilen dalga boylar1 arasinda
olusan fark spektrasindan VHb miktar1 nmol/g olarak belirlendi [Chung ve ark.,
2006].

3.2.6.4. Substrat Tiiketimi, Fermentasyon Etkinligi ve Alkol
Verimlerinin Hesaplanmasi

Fermentasyon sonucunda firetilen etanol miktarlariin g/L  cinsinden
hesaplanmasi i¢in % v/v olarak belirlenen etanol miktarlar1 7,8924 ile ¢arpildi.

Substrat tiiketimi hesaplanmasinda ilk basamak tiiketilen seker miktarinin
belirlenmesidir. Baslangi¢ seker miktarindan kalan seker miktar1 ¢ikarilarak tiiketilen
seker miktar1 bulundu. Baslangi¢ seker miktarina gore tiiketilen seker miktarina
bakilarak yilizde miktarda seker tiiketimi belirlendi; bu deger yiizde substrat
tiiketimine tekabiil etmektedir.

Litrede {retilen etanol miktarinin litrede tiiketilen substrat miktarina
oranlanmasini takiben 100 ile ¢arpilmasiyla % alkol verimleri hesaplandi.

Fermentasyon etkinligi; teorik alkol verimi ayni anlamlara gelen kavramlardir.
Fermentasyon etkinligini hesaplamak i¢in; elde edilen alkol verim degerleri, teoride

beklenen alkol tiretim miktarina (51.2) boliiniip yiiz ile ¢arpildi.

Etanol Miktan (g/1000mL)} = Etanol Miktan (%v/v) x 78924 (3.2)

Substrat Tiketimi (%) = (Tiketilen Seker (g/L)) /(Toplam Seker (g/L) ) x 100 (3.2)

Alkol Verimi (%) = (Etanol Miktan (g/L))/ (Tiiketilen Seker Miktan (g/L) ) x 100 (3.3)

Fermentasyon Etkinlig (%) = (Alkol Verimi (%6)7,/31.2 » 100

(3.4)
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3.2.7. istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler, Microsoft Office, Excel 2007 programlar ile yapildi. P
degerleri, tek kuyruklu t-testi ile VHb’nin etanol iiretimini arttirabilecegi hipotezine

dayanilarak belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1. Ananas Atig1 Hidrolizatlarindaki Seker ve Inhibitor
Iceriklerinin Belirlenmesi

Ananas ati81 hidrolizatlarinin igerdigi seker ¢esitleri ve konsantrasyonlar1t TLC
yontemiyle; olusan inhibitor igerikleri ve konsantrasyonlari ise HPLC yontemiyle
belirlendi. TLC ydnteminin verdigi sonuglara gore; hidroliz edilmeden hazirlanan
ananas atiginda sukroz, fruktoz ve glukoz bulundugu belirlendi (Sekil 4.1).
Hazirlanan tiim hidrolizatlarda ise glukoz ve fruktoz bulunmasi yanisira C
hidrolizatinda ek olarak ksiloz tespit edildi. Hidroliz edilmeyen ananas kabuk
atiginda sukroz miktarinin %1.78 (w/v) ve glukoz ve fruktoz toplam miktarinin ise

%1.50 (w/v) oraninda oldugu belirlendi.
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Sekil 4.1: Farkli hidrolizatlarda ve hidroliz edilmeyen ananas kabugu atiginda
bulunan seker igeriginin ince tabaka kromatografisi (TLC) ile belirlenmesi (Glu:
Glukoz, Fru: Fruktoz, Xyl: Ksiloz, Suc: Sukroz, Malt: Maltoz, Arab: Arabinoz
anlamia gelmektedir).

On denemelerde, hidroliz edilmeyen ananas atig1 ve maya oziitii (%0.5, w/v)
iceren bir besiyerinde E. coli TS3 susu ile iiremenin zayif oldugu, etanol iiretiminin
ise %1 (v/v)’den diisiik oldugu belirlendi. Hidroliz edilmeyen ananas atigmin seker
igerigine benzer olarak hazirlanan ve maya 6ziitii (%0.5, w/v) igeren besi ortaminda
ise E. coli suslar1 (FBRS5, TS3 ve TS4) ile tiremenin gériilmesine ragmen maya 0ziitii

icermeyen besi ortaminda E. coli suslar ile tireme tespit edilemedi.
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Farkli yontemler ile 6n islem uygulanan ananas hidrolizatlar1 igerisinde
liremenin en iyi maya 0ziitli (%0.5, w/v) igeren D hidrolizati ile hazirlanan besi
ortaminda oldugu belirlendi. Maya oziiti (%0.5, w/v) icermeyen D hidrolizati
besiyerinde de E. coli suslar1 ile itiremenin oldugu gozlemlendi. Fakat ananas
hidrolizatlarinin seker igerigine benzer olarak hazirlanan besi ortamlarina, hidrolizat
iceriginde belirtilen miktarlarda inhibitér ilave edildiginde E. coli suslarmin

tireyemedigi gézlemlendi (Tablo 4.1).

Tablo 4.1: D Hidrolizat1 ve ayni oranlarda, sadece seker i¢eren besiyerinde E. coli
suslarinin iireme 6zellikleri.

Besiyeri D %0.5 Maya Inhibitér ~ Bakteriyel
(Glukoz, Hidrolizat Oziitii Takviyesi U
FrUktOZ) 1drolizat ZU y reme
+ - + - +
E. coli + - + + -
FBR5, TS3
ve TS4 * - ; ; )
suslari ) + + ) +
- + - - +

*Besiyeri (Glukoz, fruktoz); D hidrolizatina benzer olarak glukoz %1.74 (w/v) ve
fruktoz %1.82 (w/v) igermektedir.

4.1.1. A Hidrolizat1

Ananas atig1 seyreltik asit oran1 2:1 olan ve %0.5’lik seyreltik asit (H2SO4,)
uygulanarak hazirlanan A hidrolizatinda baslangi¢ seker konsantrasyonu %2.33
fruktoz ve %2.29 glukoz olarak belirlendi. Asit hidrolizi sonucu olusan inhibitorlerin
%0.265 (w/v) formik asit, %0.562 (w/v) asetik asit, %0.105 (w/v) HMF ve %0.004
(w/v) furfural oldugu belirlendi (Tablo 4.2).

4.1.2. B Hidrolizat1

Ananas atig1 seyreltik asit oran1 1:1 olan ve %0.5’lik seyreltik asit (H2SO,)
uygulanarak hazirlanmig B hidrolizatinda baslangi¢c seker konsantrasyonu %2.00

fruktoz ve %1.94 glukoz olarak belirlendi. Asit hidrolizi sonucu olusan inhibitorlerin
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%0.080 (w/v) formik asit, %0.167 (w/v) asetik asit, %0.055 (w/v) HMF ve %0.003
(w/v) furfural oldugu belirlendi (Tablo 4.2).

4.1.3. C Hidrolizat1

Ananas atig1 seyreltik asit oram1 2:1 olan ve 6N asit (HCI) uygulanarak
hazirlanmig C hidrolizatinda baslangi¢ seker konsantrasyonu %1.96 fruktoz, %1.96
glukoz ve %0.05 ksiloz olarak belirlendi. Asit hidrolizi sonucu olusan inhibitdrlerin
%0.047 (w/v) formik asit, %0.263 (w/v) asetik asit, %0.982 (w/v) HMF ve %0.005
(w/v) furfural oldugu belirlendi (Tablo 4.2).

4.1.4. D Hidrolizat1

Ananas atig1 seyreltik asit orant 1:1 olan ve %0.5’lik seyreltik asit (HCI)
uygulanarak hazirlanmig D hidrolizatinda baglangi¢ seker konsantrasyonu %1.82
fruktoz ve %1.74 glukoz olarak belirlendi. Asit hidrolizi sonucu olusan inhibitdrlerin
%0.004 (w/v) formik asit, %0.120 (w/v) asetik asit, %0.008 (w/v) HMF ve %0.003
(w/v) furfural oldugu belirlendi (Tablo 4.2).

4.1.5. D1 Hidrolizati

Ananas atig1 seyreltik asit orani 2:1 olan ve %0.5’lik seyreltik asit (HCI)
uygulanarak hazirlanmis D; hidrolizatinda baslangic seker konsantrasyonu %72.42
fruktoz ve %2.42 glukoz olarak belirlendi. Asit hidrolizi sonucu olusan inhibitorlerin
%0.004 (w/v) formik asit, %0.120 (w/v) asetik asit, %0.008 (w/v) HMF ve %0.003
(w/v) furfural oldugu belirlendi (Tablo 4.2).

4.1.6. E Hidrolizat1

Ananas atig1 seyreltik asit oran1 1:10 olan ve %0.5’lik seyreltik asit (H2SO,)
uygulanarak hazirlanmis E hidrolizatinda baslangic seker konsantrasyonu %0.30

fruktoz ve %0.34 glukoz olarak belirlenmistir. Asit hidrolizi sonucu olusan
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inhibitorlerin %0.070 (w/v) asetik asit, %0.023 (w/v) HMF ve %0.003 (w/v) furfural
oldugu belirlendi (Tablo 4.2).

4.1.7. F Hidrolizati

Ananas atig1 seyreltik asit orani 1:5 olan ve %0.5’lik seyreltik asit (H2SO4)
uygulanarak hazirlanmis F hidrolizatinda baslangic seker konsantrasyonu %0.49
fruktoz ve %0.45 glukoz olarak belirlendi. Asit hidrolizi sonucu olusan inhibitorlerin
%0.055 (w/v) formik asit, %0.033 (w/v) asetik asit, %0.036 (w/v) HMF ve %0.003
(w/v) furfural oldugu belirlendi (Tablo 4.2).

4.1.8. G Hidrolizat

Ananas atig1 seyreltik asit oran1 1:3 olan ve %5’lik seyreltik asit (H2SOj)
uygulanarak hazirlanmig G hidrolizatinda baglangi¢ seker konsantrasyonu %0.70
fruktoz ve %0.76 glukoz olarak belirlendi. Asit hidrolizi sonucu olusan inhibitdrlerin
%0.275 (w/v) formik asit, %0.191 (w/v) asetik asit, %0.188 (w/v) HMF ve %0.005
(w/v) furfural oldugu belirlendi (Tablo 4.2).

4.1.9. H Hidrolizat1

Ananas atig1 seyreltik asit orani 1:5 olan ve % 5°lik seyreltik asit (H2SO,)
uygulanarak hazirlanmig H hidrolizatinda baslangic seker konsantrasyonu %0.65
fruktoz ve %0.71 glukoz olarak belirlendi. Asit hidrolizi sonucu olusan inhibitorlerin
%0.014 (w/v) formik asit, %0.258 (w/v) asetik asit, %0.081 (w/v) HMF ve %0.004
(w/v) furfural oldugu belirlendi (Tablo 4.2).

4.1.10. | Hidrolizat1

Ananas atig1 seyreltik asit oran1 1:10 olan ve % 5’lik seyreltik asit (H2SOa)
uygulanarak hazirlanmis I hidrolizatinda baslangic seker konsantrasyonu %0.82

fruktoz ve %0.78 glukoz olarak belirlendi. Asit hidrolizi sonucu olusan inhibitdrlerin
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%0.130 (w/v) formik asit, %0.026 (w/v) asetik asit, %0.065 (w/v) HMF ve %0.003
(w/v) furfural oldugu belirlendi (Tablo 4.2).
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Tablo 4.2: Ananas atiginin farkli seyreltik asitler kullanilarak hidrolizi ile elde edilen seker ve inhibitor icerikleri (%).

Seker ve Inhibitér Icerikleri (% w/v)

Hidrolizat

Metod Fruktoz Glukoz Ksiloz ~ Formik asit  Asetik asit HMF Furfural
A 2.33(0.12) 2.29(0.16) 0.00(0.00) 0.265(0.09) 0.562(0.00) 0.105(0.01) 0.004(0.02)
B 2.00(0.15) 1.94(0.20) 0.00(0.00) 0.080(0.00) 0.167(0.00) 0.055(0.02) 0.003(0.02)
C 1.93(0.22) 1.99(0.40) 0.05(0.00) 0.047(0.00) 0.263(0.00) 0.982(0.00) 0.005(0.02)
D 1.82(0.13) 1.74(0.15) 0.00(0.00) 0.004(0.00) 0.120(0.00) 0.008(0.00) 0.003(0.01)
D1 2.37(0.09) 2.47(0.05) 0.00(0.00) 0.127(0.00) 0.187(0.00) 0.008(0.01) 0.003(0.00)
E 0.30(0.08) 0.34(0.06) 0.00(0.00) 0.000(0.00) 0.070(0.00) 0.023(0.01) 0.003(0.00)
F 0.49(0.09) 0.45(0.12) 0.00(0.00) 0.055(0.00) 0.033(0.00) 0.036(0.01) 0.003(0.01)
G 0.70(0.12) 0.76(0.16) 0.00(0.00) 0.275(0.00) 0.191(0.00) 0.188(0.00) 0.005(0.02)
H 0.65(0.30) 0.71(0.40) 0.00(0.00) 0.014(0.00) 0.258(0.00) 0.081(0.02) 0.004(0.01)
| 0.82(0.01) 0.78(0.02) 0.00(0.00) 0.130(0.00) 0.026(0.00) 0.065(0.01) 0.003(0.02)




D1 hidrolizatinin seker orani en yiiksek hidrolizat oldugu belirlendi. A, C, B ve
D hidrolizatlarinda ise toplam seker miktarinin en az %3.56 (w/v) oldugu belirlendi.
Agirliklt olarak fruktoz ve glukoz ihtiva eden A, B, C, D ve Dj; hidrolizatlarinin
toplam seker orani genel olarak %3.57-4.85 (w/v) araliginda oldugu, C hidrolizatinda
ise glukoz ve fruktoza ek olarak %0.05 (w/v) oraninda ksiloz bulundugu tespit edildi.
Tiim hidrolizatlar arasinda toplam seker miktarinin en diisiik E hidrolizati (%0.64
w/V) oldugu belirlendi.

Toplam inhibitér konsantrasyonu en fazla C hidrolizatinda, en az E

hidrolizatinda oldugu belirlendi.

4.2. Kiiciik Olcek Biyoetanol Uretimi

4.2.1. Ananas Atig1 Hidrolizatlar1 Kullanilarak TS3 Susu ile
Hazirlanan Fermentasyon Ortamlari

Tez calismasinin ilk denemelerinde ananas atig1 hidrolizati1 ile hazirlanan
besiyerlerinde E .coli TS3 susu ile 48 saatlik fermentasyon siiresi sonunda toplam
hiicre yogunluklari (ODggonm), etanol iiretim miktarlar1 (%, v/v) ve kalan seker
miktarlar1 (%, w/v) belirlendi.

Farkli ananas hidrolizatlar1 ile hazirlanan besiyerlerinde E .coli TS3 susu ile
gerceklestirilen 48 saatlik fermentasyon sonrasinda toplam hiicre yogunlugunun
(ODgoonm) en fazla D hidrolizati igeren besiyerinde (DHB) oldugu belirlendi. CHB (C
hidrolizat1 iceren besiyeri), EHB (E hidrolizat1 iceren besiyeri), FHB (F hidrolizati
iceren besiyeri), HHB (H hidrolizat1 iceren besiyeri) ve IHB (I hidrolizat1 iceren
besiyeri) ortamlarinda ise toplam hiicre yogunlugunun (ODgoonm) 0.5’ten kiigiik
oldugu belirlendi (Tablo 4.3).

Farkli ananas hidrolizatlar1 ile gergeklestirilen fermentasyon sonrasinda en
yiiksek etanol tiretim miktarinin D hidrolizati igeren besiyerinde (DHB) %1.63 (v/v)
oldugu ve baslangi¢ substrat miktarinin yaklasik %85’ini tiikettigi belirlendi (Tablo
4.3).

Ananas hidrolizatlart igerisinde kullanilan asidin seyreltilme oraninin yiiksek
olmasindan dolay1 toplam inhibitér ve seker miktarinin EHB’de en diisiik oldugu

belirlendi. EH besiyerinde gerceklestirilen fermentasyon sonrasi baslangig substrat
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miktarinin yaklasik %33’iinii tlikettigi ve etanol tiretiminin ise ¢ok diisiik (< %0.5,
v/v) oldugu belirlendi (Tablo 4.3).

G hidrolizat1 igeren besiyerinde (GHB) baslangi¢ susbsrat miktarinin %97-98
oraninda azaldiginin belirlenmesine ragmen etanol tiretiminin %0.74 (v/v) oldugu

belirlendi (Tablo 4.3).

Tablo 4.3: Ananas atig1 hidrolizatlari ile hazirlanan besiyerlerinde E. coli TS3 susu
ile 48 saatlik fermentasyon sonrasi elde edilen toplam hiicre yogunlugu (ODggonm),
etanol ve kalan seker konsantrasyonlar1 (%).

Kalan Kalan Kalan

Hidrolizatli Etanol Fruktoz Glukoz Ksiloz

Besiyerleri Déoonm (% viv) Miktari Miktar1 Miktari

(% wiv) (% wiv) (% wiv)

AHB 056 (0.11) 0.17(0.08) 1.46(0.38) 1.46 (0.38) -
BHB  0.62(0.03) 0.17(0.09) 1.24(0.38) 1.24(0.38) -
CHB  0.25(0.03) 0.32(0.06) 1.44(0.27) 1.44(0.27) 0.05
DHB 247 (0.04) 1.63(0.18) 0.28(0.05) 0.28(0.05) -
DIHB  1.10(0.49) 1.26(0.11) 1.33(0.10) 1.33(0.10) -
EHB  0.21(0.08) <0.05  0.14(0.04) 0.14(0.04) -
FHB 0.26 (0.01) <0.05 0.14 (0.08) 0.14 (0.08) -
GHB  1.08(0.03) 0.74(0.02) 0.02(0.01) 0.02(0.01) -
HHB  0.26(0.08) <0.05  0.42(0.08) 0.42(0.08) -
IHB 0.33(0.02) <0.05 0.21 (0.05) 0.21 (0.05) -

41



4.2.2. Yiiksek Seker Oranina Sahip Ananas Hidrolizat1i Besiyerleri
ile Hazirlanan Fermentasyon Ortamlari

Yiiksek seker oranina sahip hidrolizath besiyerlerinde (AHB, BHB, CHB, DHB
ve D1HB) E. coli FBR5, TS3 ve TS4 suslari ile 24 saatlik fermentasyon sonrasi
toplam hiicre yogunluklart (ODggonm), €tanol iiretimi miktarlart (%, v/v) ve kalan
seker miktarlar1 (fruktoz (%, w/v), glukoz (%, w/v) ve ksiloz (%, w/v)) belirlendi.

A hidrolizati iceren besiyeri (AHB) ile 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda, FBR5
susu ile toplam hiicre yogunlugunun (ODggonm) ¢ok diisiik oldugu (0.27) ve etanol
tiretiminin gergeklesmedigi belirlendi. Toplam hiicre yogunlugunun FBRS susuna
gore TS3 susunun %118, TS4 susunun ise %81 daha fazla oldugu belirlendi. Etanol
tretiminin ise TS3 ve TS4 suslar ile sirasiyla %0.17 ve %0.14 oldugu saptandi
(Tablo 4.4, Tablo 4.5).

B hidrolizat1 igeren besiyeri (BHB) ile 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda,
FBRS susu ile toplam hiicre yogunlugunun AHB’ye gore daha yiliksek olmasina
ragmen etanol {retiminin gerceklesmedigi belirlendi. BHB ortaminda etanol
tiretiminin TS3 susu ile %0.17 oldugu belirlendi. Toplam hiicre yogunlugunun FBR5
susuna gore TS4 susunun %152 fazla oldugu goriildii. TS4 susu ile toplam hiicre
yogunlugunun AHB ortamina gore yaklasik iic kat faz olmasina ragmen etanol
tiretimine yansimadigi saptandi (Tablo 4.4, Tablo 4.5).

C hidrolizati igeren besiyerinde (CHB) biitiin E. coli suslarinin toplam hiicre
yogunlugunun 24 ve 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda benzer olmasina ragmen, 24
saatlik inkiibasyon sonrasinda etanol liretimi tespit edilmedi. 48 saatlik inkiibasyon
sonrasinda ise, TS3 ve TS4 suslari ile {iretilen etanol miktarinin %0.5 (v/v)’den
diisiik oldugu belirlendi (Tablo 4.4, Tablo 4.5).

DHB ortaminda FBRS susu ile belirlenen toplam hiicre yogunlugunun AHB,
BHB ve CHB ortamlarina gore ¢ok daha fazla oldugu belirlendi. AHB, BHB ve CHB
ortamlarma E. coli suslart ile etanol iretiminin diisiik olmasma ragmen, DHB
ortaminda FBRS susu ile iiretilen etanol miktarinin 24 ve 48 saat silire sonunda
strastyla %1.61 (v/v) ve %1.65 (v/v) oldugu gbézlemlendi.

DHB ortaminda TS3 susu ile toplam hiicre yogunlugunun AHB, BHB ve CHB
ortamlarna gore ¢ok daha fazla oldugu belirlendi. DHB ortaminda TS3 susu ile
tiretilen etanol miktarinin 24 ve 48 saat siire sonunda sirasiyla %1.19 (v/v) ve %1.51
(v/v) oldugu gozlemlendi.
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DHB ortaminda TS4 susu ile toplam hiicre yogunlugunun AHB, BHB ve CHB
ortamlarina gore yaklasik 5 kat fazla oldugu belirlendi. DHB ortaminda TS4 susu ile
tiretilen etanol miktarinin 24 ve 48 saat siire sonunda sirasiyla %2.08 (v/v) ve %2.12
(v/v) oldugu gézlemlendi.

DIHB ortaminda E. coli suslarinin toplam hiicre yogunlugunun DHB
ortamindan diisiik oldugu, fakat AHB, BHB ve CHB ortamlarindan yiiksek oldugu
belirlendi. DIHB ortaminda E. coli suslar ile iiretilen etanol miktarinin; AHB, BHB
ve CHB ortamlarina gore yaklasik dort kat fazla oldugu ancak DHB ortaminda
tiretilen etanol miktarlarindan ise yaklagik % 75 az oldugu belirlendi (Tablo 4.4,
Tablo 4.5).
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Tablo 4.4: Seker oranlar: en yiiksek olan hidrolizath besiyerlerinde 100 ml l¢ekte
E.coli suslari ile 24 saatlik fermentasyon sonrasi elde edilen toplam hiicre yogunlugu

(ODgoonm), etanol miktar1 ve kalan seker konsantrasyonlari (%).

Siire (24 Saat)

Besiyeri Sus EtOH EtOH K.Seker EtOH/OD
OD (%v/v)  (9/200ml)  (%w/v) (g/100ml/OD)

FBR5 0.23(0.04) 0.00(0.00) 0.00(0.00) 3.87(0.04) 0.00(0.00)

AHB TS3  0.56(0.28) 0.13(0.04) 0.10(0.04) 2.93(0.36) 0.17(0.61)
TS4  0.42(0.05) 0.10(0.00) 0.07(0.00) 3.70(0.29) 0.16(0.09)

FBR5 0.45(0.00) 0.00(0.00) 0.00(0.00) 2.74(0.85) 0.00(0.00)

BHB TS3  0.62(0.22) 0.16(0.04) 0.12(0.04) 2.80(0.05) 0.18(0.20)
TS4  1.65(0.24) 0.05(0.05) 0.03(0.05) 2.89(0.61) 0.02(0.00)

FBR5 0.21(0.13) 0.00(0.00) 0.00(0.00) 3.54(0.38) 0.00 (0.00)

CHB TS3  0.25(0.03) 0.00(0.00) 0.00(0.00) 3.35(0.04) 0.00 (0.00)
TS4  0.33(0.07) 0.00(0.00) 0.00(0.00) 3.53(0.36) 0.00 (0.00)

FBR5 5.01(0.24) 1.61(0.09) 1.27(0.09) 0.69(0.07) 0.25(0.09)

DHB TS3  3.83(0.01) 1.19(0.13) 0.93(0.13) 1.85(0.16) 0.24(0.07)
TS4  4.66(0.31) 2.08(0.08) 1.64(0.08) 0.13(0.05) 0.35(0.06)

FBR5 0.70(0.21) 0.43(0.02) 0.33(0.02) 0.74(0.04) 0.48(0.15)

D1HB TS3  0.75(0.02) 0.23(0.00) 0.18(0.00) 1.17(0.02) 0.24(0.11)
TS4  0.84(0.03) 0.38(0.11) 0.29(0.11) 2.10(0.02) 0.61(0.10)
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Tablo 4.5: Seker oranlar: en yiiksek olan hidrolizath besiyerlerinde 100 ml lgekte
E.coli suslari ile 48 saatlik fermentasyon sonrasi elde edilen toplam hiicre yogunlugu

(ODgoonm), etanol ve kalan seker konsantrasyonlar1 (%).

Siire (48 Saat)

Besiyeri Sus EtOH EtOH K.Seker EtOH/OD
OD (%v/v)  (9/200ml)  (%w/v) (g/100ml/OD)

FBR5 0.27(0.02) 0.00(0.00) 0.00(0.00) 3.66(0.04) 0.00(0.00)

AHB TS3  0.59(0.11) 0.17(0.08) 0.13(0.08) 2.92(0.38) 0.22(0.04)
TS4  0.49(0.19) 0.14(0.01) 0.11(0.01) 3.25(0.59) 0.22(0.04)

FBR5 0.82(0.09) 0.04(0.02) 0.03(0.06) 2.71(0.09) 0.03(0.00)

BHB TS3  0.67(0.03) 0.17(0.09) 0.13(0.09) 2.48(0.38) 0.21(0.07)
TS4  2.07(0.19) 0.05(0.05) 0.03(0.05) 2.77(0.04) 0.01(0.00)

FBR5 0.23(0.01) 0.00(0.00) 0.00(0.00) 2.29(0.23) 0.00(0.00)

CHB TS3  0.25(0.03) 0.32(0.06) 0.25(0.06) 2.87(0.27) 1.00(0.12)
TS4  0.35(0.04) 0.33(0.04) 0.26(0.04) 2.89(0.34) 0.72(0.10)

FBR5 6.00(0.71) 1.65(0.21) 1.30(0.21) 0.17(0.01) 0.21(0.11)

DHB TS3  4.90(0.14) 1.51(0.17) 1.19(0.17) 0.18(0.07) 0.24(0.09)
TS4  5.02(0.13) 2.12(0.07) 1.67(0.07) 0.09(0.05) 0.33(0.12)

FBR5 2.47(0.34) 0.44(0.21) 0.34(0.21) 0.16(0.11)  0.14(0.05)

D1HB TS3  1.55(0.05) 0.28(0.17) 0.22(0.17) 0.90(0.02) 0.14(0.05)
TS4  3.28(0.08) 0.66(0.39) 0.52(0.39) 0.97(0.00) 0.91(0.17)
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4.2.2.1. Yiiksek Seker Oranina Sahip Ananas Hidrolizati Besiyerleri
ile Hazirlanan Fermentasyon Ortamlarinda Etanol Artisimin (%)
Belirlenmesi

Yiiksek seker oranina sahip hidrolizat igceren besiyerlerinde (AHB, BHB, CHB,
DHB ve D1HB) E. coli TS3 ve TS4 suslar ile iiretilen etanol miktarlarinin E. coli
FBRS susuna gore 24 ve 48 saatlik inkiibasyonlar sonundaki artis oranlart belirlendi.

AHB’de FBRS5 susu ile 48 saatlik inkiibasyon sonunda iireme ve etanol iiretimi
gbzlemlenmedi. TS3 ve TS4 suslartyla etanol iiretiminin FBRS susuna gore %100’iin
tizerinde oldugu belirlendi.

BHB’de FBRS susu ile 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda ilireme ve etanol
tiretimi gozlemlenmedi. TS3 ve TS4 suslartyla ise etanol iiretiminin FBRS susuna
gore, 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda %100’lin {izerinde oldugu, 48 saatlik
inkiibasyon sonunda ise FBRS5 susuna gore TS3 susunun %300, TS4 susunun ise
%26 daha fazla oldugu belirlendi.

CHB’de E. coli suslar1 ile 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda iireme ve etanol
tiretimi goriilmedi. 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda, TS3 ve TS4 suslariyla etanol
tiretiminin FBRS susuna gore %100’iin tizerinde oldugu belirlendi.

En iyi iireme ve en yiiksek etanol iiretiminin gortldigi DHB’de TS3 susu ile
24 ve 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda FBRS susuna gore etanol iiretiminde artig
tespit edilemedi (Tablo 4.5). DHB ortaminda TS4 susu ile etanol iiretiminin FBRS
susuna gore 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda %29 (p = 0.03), 48 saatlik saatlik
inkiibasyon sonrasinda ise %28 (p = 0.01) daha fazla oldugu belirlendi (Sekil 4.5).

D1HB’de TS3 susu ile 24 ve 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda FBRS susuna
gore etanol liretiminde artis tespit edilemedi. D1HB ortaminda TS4 susu ile etanol
tiretiminin FBRS susuna gore 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda %57 daha fazla
oldugu belirlendi fakat 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda ise artis belirlenemedi.

Yiiksek oranda seker igeren besiyerlerinde (AHB, BHB, CHB, DHB ve D1HB)
48 saatlik inkiibasyon sonrasinda, FBR5 susuna kiyasla etanol iiretiminde artis en

fazla BHB ortaminda TS3 susu ile belirlendi (Sekil 4.2).
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EBtOH ARTIS (%)

48

Stire (saat)

Sekil 4.2: DHB’de E. coli FBRS5 susuna gore TS3 ve TS4 suslarinda 24 ve 48 saatlik
inkiibasyon sonrasinda belirlenen etanol iiretim artis1 (%).

4.2.2.2. Yiiksek Seker Oranmina Sahip Ananas Hidrolizat1 Besiyerleri
ile Hazirlanan Fermentasyon Ortamlarinda Birim Hiicre Biyokiitle
Basina Etanol Uretim Miktarinmin Belirlenmesi

Yiiksek seker oranina sahip hidrolizat i¢eren besiyerlerinde (AHB, BHB, CHB,
DHB ve D1HB) E. coli FBRS5, TS3 ve TS4 suslarinin 24 ve 48 saatlik inkiibasyon
sonunda birim hiicre biyokiitlesi basina iiretilen etanol miktarlar1 (EtOH/OD)
belirlendi.

AHB’de FBRS susu ile gergeklestirilen inkiibasyon sonunda iireme ve etanol
tretimi goriilmedi. TS3 ve TS4 suslariyla etanol iiretiminin FBRS susuna gore
%100’ln tizerinde oldugu belirlendi. 24 ve 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda birim
hiicre biyokiitlesi basina iiretilen etanol miktarlar1 TS3 ve TS4 suslar1 ile 0.3’den
kiiglik oldugu belirlendi (Tablo 4.4; Tablo 4.5).

BHB’de FBRS susu ile gergeklestirilen 24 saatlik inkiibasyon sonunda iireme
ve etanol tiretimi gozlemlenmedi. 24 ve 48 saatlik inkiibasyon sonunda birim hiicre
biyokiitlesi basina tretilen etanol miktarlari, TS3 ve TS4 suslar1 ile 0.2’den kiigiik
oldugu belirlendi (Tablo 4.4; Tablo 4.5).

CHB’de E. coli suslar1 yapilan deneylerde 24 saat siire sonunda iireme

goriilmedi. 48 saatlik inkiibasyon sonunda birim hiicre biyokiitlesi basina iiretilen
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etanol miktarlar1 TS3 susu ile 1.0 oldugu belirlendi, TS4 susu ile ise TS3 susuna
benzer oldugu belirlendi (Tablo 4.4; Tablo 4.5).

En iyi lireme ve etanol liretiminin oldugu besiyeri olan DHB’de 24 saatlik
inkiibasyon sonunda, birim hiicre biyokiitlesi bagina iiretilen etanol miktarinin; AHB,
BHB ve CHB’de tiim suslar ile iiretilen etanol miktarindan daha yiiksek oldugu
bulundu. 24 ve 48 saatlik inkiibasyon sonunda birim hiicre biyokiitlesi basina iiretilen
etanol miktarinin FBRS5 ve TS3 suslar ile 0.24, TS4 susu ile ise 0.35 oldugu
belirlendi. 48 saatlik inkiibasyon sonunda birim hiicre biyokiitlesi basina iiretilen
etanol miktarinin ise 24 saat siire sonunda belirlenen degerlere benzer oldugu
belirlendi (Tablo 4.4, Tablo 4.5, Sekil 4.3).

D1HB’de E. coli suslar1 ile birim hiicre biyokiitlesi basina iretilen etanol
miktarinin 24 saatlik inkiibasyon sonunda 0.7’den kiiclik oldugu, 48 saatlik
inkiibasyon sonunda ise FBR5 ve TS3 suslart ile 0.2’den diisiik oldugu fakat TS4
susu ile 0.91 oldugu belirlendi (Tablo 4.4; Tablo 4.5).
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033
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C 0.25
T
= T 021
S 02 - T
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=
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FBRS TS3 TS4 FBRS ‘ TS3
24 48
Stire (saat)

Sekil 4.3: DHB’de E. coli suslari ile 24 ve 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda
belirlenen birim hiicre biyokiitlesi bagina {iretilen etanol miktarlari (%).
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4.2.2.3. Yiiksek Seker Oranina Sahip Ananas Hidrolizati Besiyerleri
ile Hazirlanan Fermentasyon Ortamlarinda Birim Hiicre
Biyokiitlesi Basina Uretilen Etanol Miktarlarindaki Artisin (%)
Belirlenmesi

Yiiksek seker oranina sahip hidrolizat igceren besiyerlerinde (AHB, BHB, CHB,
DHB ve D1HB) E. coli TS3 ve TS4 suslarinin E. coli FBR5 susuna gore, 24 ve 48
saatlik inkiibasyon sonunda birim hiicre biyokiitlesi basina iiretilen etanol
miktarlarindaki artis ( % EtOH/OD artis) belirlendi.

AHB’de FBRS5 susu ile yapilan deneylerde 48 saatlik inkiibasyon sonunda
iireme ve etanol tiretimi gézlemlenmedi. TS3 ve TS4 suslariyla yapilan deneylerde,
birim hiicre biyokiitlesi basina iiretilen etanol miktarinin FBRS5 susuna gore
%100’den fazla oldugu belirlendi.

BHB’de FBRS5 susu ile yapilan deneylerde 24 saatlik inkiibasyon sonunda
tireme ve etanol Uretimi gozlemlenmedi. TS3 ve TS4 suslariyla yapilan deneylerde
birim hiicre biyokiitlesi basina iiretilen etanol miktarinin FBRS susuna gore
%100’den fazla oldugu belirlendi. 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda ise; TS3
susuyla birim hiicre biyokiitlesi bagina iiretilen etanol miktarinin FBRS susuna gore
%48 fazla oldugu goriildii. TS4 susuyla yapilan inkiibasyonda bir artis kaydedilmedi.

CHB’de FBRS, TS3 ve TS4 suslariyla yapilan deneylerde, 24 saatlik
inkiibasyon sonunda ilireme ve etanol iiretimi goriilmedi. 48 saat siire sonunda TS3 ve
TS4 suglartyla yapilan inkiibasyonlarda, FBRS5 susuyla etanol iiretilmediginden,
birim hiicre basina {iretilen biyoetanol miktarindaki artisin, FBRS susuna gore
%100’den fazla oldugu belirlendi.

En yiliksek iireme ve en fazla etanol iiretiminin goriildiigii besiyeri olan
DHB’de 24 saat sonunda, TS4 susuyla birim hiicre biyokiitlesi basina iiretilen etanol
miktarinin FBRS susuna gore %39 (p = 0.02) arttig1 belirlendi. TS3 susuyla yapilan
inkiibasyonda bu degerin FBRS5 susuna kiyasla artig goriilemedi. 48 saatlik siire
sonunda birim hiicre biyokiitlesi basina tretilen etanol miktarinin, FBRS susuna
gore, TS3 susuyla yapilan deneyde %12, TS4 susuyla yapilan deneyde ise %58 (p =
0.01) arttig1 tespit edildi (Sekil 4.4).

DIHB’de 24 saat sonunda TS4 susuyla yapilan deneyde birim hiicre
biyokiitlesi basina iiretilen etanol miktarinin FBRS susuna gore %28 fazla oldugu

gbzlemlendi.
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Yiiksek oranda seker ihtiva eden besiyerlerinde (AHB, BHB, CHB, DHB ve
DIHB) 24 saatlik inkiibasyon sonunda, FBRS5 susuna kiyasla, birim hiicre
biyokiitlesi basina lretilen etanol miktarindaki artisin en ¢ok BHB’de TS3 susuyla
oldugu belirlendi. 48 saatlik inkiibasyon sonunda ise, FBRS susuna kiyasla birim
hiicre biyokiitlesi basina liretilen etanol miktarindaki artisin en ¢ok D1HB’de TS4

susuyla yapilan deneyde gozlemlendi.
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Sekil 4.4: DHB’de, E. coli FBR5 susuna gore TS3 ve TS4 suslari ile 24 ve 48 saatlik
inkiibasyon sonrasinda belirlenen birim hiicre biyokiitlesi basina iiretilen etanol (g/
100 ml) miktarlarindaki artis (%).

4.2.3. Hidrolizath Besiyerlerinin Icerdigi Oranda Seker iceren
Besiyerlerinde Biyoetanol Uretimi

Yiiksek seker igeren hidrolizatlarin igerdigi seker oranlarma uygun olarak
hazirlanan besiyerlerinde (ASB, BSB, CSB, DSB ve D1SB) E. coli FBR5, TS3 ve
TS4 suglar ile 24 ve 48 saatlik fermentasyon sonrasi toplam hiicre yogunluklari
(ODgoonm), etanol tiretimi miktarlar: (%, v/v) ve kalan seker miktarlar (fruktoz (%,
w/v), glukoz (%, w/v) ve ksiloz (%, w/v) belirlendi (Tablo 4.6; Tablo 4.7).

AHB’nin igerdigi oranlarda fruktoz ve glukoz iceren ASB’de, 48 saatlik
fermentasyon gerceklestirildi. 24 saatlik inkiibasyon sonunda TS4 susuyla yapilan
deneyde iireme gozlenmedi (Tablo 4.6). Toplam hiicre miktart FBRS susuyla 1.59,
TS3 susuyla ise 1.41 oldugu belirlendi. Uretilen etanol miktarlarinin ise %0.5’ten

(v/v) az oldugu goriildii. TS4 susuyla 24 saatlik inkiibasyon sonunda iireme
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gozlenmemesine ve etanol iiretimi olmamasma ragmen; 48 saatlik inkiibasyon
sonunda TS4 susunun diger suslardan daha yiiksek OD degerine sahip oldugu ve
daha ¢ok etanol tirettigi (< %1) belirlendi (Tablo 4.6, Tablo 4.7).

BHB’nin igerdigi oranlarda fruktoz ve glukoz iceren BSB’de, 48 saatlik
fermentasyon gergeklestirildi. 24 saatlik inkiibasyon sonunda TS4 susuyla yapilan
deneyde iireme gozlenmedi. FBRS ve TS3 suslarinin toplam hiicre miktar1 ise
ASB’de elde edilen sonuglara benzer oldugu belirlendi. ASB’de oldugu gibi bu
besiyerinde de FBRS ve TS3 suslariyla yapilan deneylerde tiretilen etanol miktarinin
24 saat sonunda %0.5’ten (v/v) diisiik oldugu goriildii (Tablo 4.6). 48 saatlik
inkiibasyon sonunda TS4 susu, OD degeri ve iiretilen etanol miktar1 bakimindan
diger suslar1 geride biraksa da, iiretilen etanol miktarinin AKB’de iiretilenden daha
diisiik oldugu belirlendi (Tablo 4.6, Tablo 4.7).

CHB’nin igerdigi oranlarda fruktoz, glukoz, ayrica ksiloz igeren C sekerli
besiyeriyle (CSB) 48 saatlik fermentasyon gergeklestirildi. 24 saatlik inkiibasyon
sonunda FBRS5 ve TS3 suslariyla yapilan deneylerde belirlenen OD degerlerinin,
ASB ve BSB’de belirlenenlere benzer oldugu goriildii (Tablo 4.6). 48 saatlik
inkiibasyon sonunda TS4 susuyla yapilan deneyde OD degeri ve {iretilen etanol
miktarlarmin (<1) diger iki susa gore fazla oldugu belirlendi ve iiretilen etanol
miktarlarinin ASB’de tliretilen miktarlara yakin oldugu goriildii (Tablo 4.6, Tablo
4.7).

DHB’nin igerdigi oranlarda fruktoz ve glukoz iceren DSB’de deneyler yapildi.
24 saatlik inkiibasyon sonunda TS4 susuyla yapilan deneyde ilireme gozlenmedi
(Tablo 4.6). DSB’de FBRS5 ve TS3 suslariyla yapilan inkiibasyonlarda, OD degerleri
ve iiretilen etanol miktarlarinin ASB, BSB, CSB’de yapilan deneylerde iiretilen
etanol miktarlarina benzer oldugu goriildii. 48 saatlik inkiibasyon sonunda ise tiim
suslarda tretilen etanol miktarlarinin (<0.5) yakin olup BSB’ de yapilan deney
sonuglarina benzedigi tespit edildi (Tablo 4.6, Tablo 4.7).

D1HB’nin igerdigi oranlarda fruktoz ve glukoz iceren D1SB’de deneyler
yapildi. 24 saatlik inkiibasyon sonunda ASB, BSB, CSB ve DSB’den farkli olarak;
TS4 susuyla yapilan deneyde lireme gozlemlendi (Tablo 4.6). 48 saatlik inkiibasyon
sonunda, TS4 susuyla yapilan deneyde iiretilen etanol miktarinin %1(v/v)’den fazla
oldugu ve sekerli besiyerlerinde en yiiksek etanol iiretiminin D1SB’de gerceklestigi
belirlendi (Tablo 4.6, Tablo 4.7).
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Tablo 4.6: Yiiksek seker igeren hidrolizatlarin igerdigi seker oranlarina uygun olarak
hazirlanan sekerli besiyerlerinde E. coli suslari ile 24 saatlik fermentasyon sonrasi
elde edilen toplam hiicre yogunlugu (ODgoonm), €tanol ve kalan seker

konsantrasyonlar1 (%).

Siire (24 Saat)
Besiyeri  Sus EtOH EtOH K.Seker EtOH/OD
oD (%v/v)  (g/100ml)  (%w/v) (g/100mlI/OD)

FBR5 1.59(0.21) 0.30(0.25) 0.23(0.25) 3.94(0.21) 0.17(0.05)

ASB TS3  1.41(0.15) 0.21(0.05) 0.16(0.05) 4.16(0.11) 0.11(0.02)

TS4  0.00(0.00) 0.00(0.00) 0.00(0.00) 4.11(0.21) 0.00(0.00)

FBR5 1.60(0.12) 0.35(0.01) 0.27(0.01) 3.57(0.07) 0.16(0.00)

BSB TS3  1.33(0.19) 0.25(0.07) 0.19(0.07) 3.81(0.07) 0.14(0.04)

TS4  0.00(0.00) 0.00(0.00) 0.00(0.00) 3.47(0.22) 0.00(0.00)

FBR5 1.54(0.33) 0.21(0.02) 0.16(0.02) 3.33(0.04) 0.10(0.01)

CSB TS3  1.20(0.00) 0.24(0.01) 0.18(0.01) 3.52(0.02) 0.15(0.02)

TS4  0.00(0.00) 0.00(0.00) 0.00(0.00) 3.20(0.30) 0.00(0.00)

FBR5 1.23(0.28) 0.03(0.02) 0.02(0.02) 3.48(0.19) 0.18(0.03)

DSB TS3 0.82(0.26) 0.14(0.09) 0.11(0.09) 3.47(0.00) 0.10(0.00)

TS4  0.00(0.00) 0.00(0.00) 0.00(0.00) 3.56(0.05) 0.00(0.00)

FBR5 1.30(0.24) 0.77(0.07) 0.60(0.07) 3.83(0.04) 0.46(0.03)

D1SB TS3 1.07(0.21) 0.07(0.00) 0.05(0.00) 3.89(0.00) 0.46(0.01)
TS4  3.10(0.23) 0.05(0.01) 0.03(0.01) 3.86(0.00) 0.00(0.00)
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Tablo 4.7: Yiiksek seker igeren hidrolizatlarin igerdigi seker oranlarina uygun olarak
hazirlanan sekerli besiyerlerinde E. coli suslari ile 48 saatlik fermentasyon sonrasi
elde edilen toplam hiicre yogunlugu (ODgoonm), €tanol ve kalan seker

konsantrasyonlar1 (%).

Stire (48 Saat)
Besiyeri  Sus EtOH EtOH K.Seker EtOH/OD
oD (%v/iv)  (g/100ml)  (%wi/v) (g/200ml/OD)

FBR5 1.71(0.60) 0.36(0.07) 0.28(0.07) 3.37(0.05) 0.13(0.03)

ASB  TS3 1.63(0.00) 0.50(0.17) 0.39(0.16) 4.15(0.22) 0.23(0.03)

TS4  2.97(0.12) 0.79(0.36) 0.62(0.36) 4.09(0.28) 0.20(0.02)

FBR5 1.62(0.01) 0.35(0.14) 0.27(0.14) 3.53(0.16) 0.16(0.07)

BSB  TS3 1.34(0.19) 0.40(0.10) 0.31(0.10) 3.50(0.20) 0.23(0.05)

TS4  2.88(0.35) 0.46(0.21) 0.36(0.21) 0.13(0.20)  0.12(0.00)

FBR5 1.64(0.21) 0.21(0.00) 0.16(0.00) 3.13(0.09) 0.09(0.03)

CSB  TS3 1.60(0.00) 0.26(0.02) 0.20(0.02) 2.57(0.07) 0.12(0.01)

TS4  3.00(0.00) 0.80(0.38) 0.63(0.18) 1.94(0.25) 0.21(0.38)

FBR5 1.45(0.03) 0.20(0.01) 0.15(0.01) 3.35(0.09) 0.01(0.01)

DSB  TS3 1.21(0.26) 0.17(0.11) 0.13(0.09) 3.34(0.01) 0.13(0.01)

TS4  1.10(0.20) 0.41(0.04) 0.32(0.04) 2.77(0.22)  0.29(0.04)

FBR5 2.47(0.29) 0.80(0.07) 0.63(0.07) 3.29(0.29)  0.25(0.04)

DI1SB  TS3 1.71(0.31) 0.13(0.04) 0.10(0.04) 3.86(0.00) 0.05(0.00)
TS4  3.41(0.12) 1.17(0.24) 0.92(0.24) 1.45(0.38) 0.26(0.01)
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4.2.3.1. Hidrolizath Besiyerlerinin Icerdigi Oranda Seker Iceren
Besiyeriyle Uretilen Etanol Artisinin (%) Belirlenmesi

Yiiksek seker igceren hidrolizatlarin igerdigi seker oranlarma uygun olarak
hazirlanan besiyerlerinde (ASB, BSB, CSB, DSB ve D1SB) E. coli TS3 ve TS4
suglar1 ile iiretilen etanol miktarlarinin E. coli FBRS susuna gore, 24 ve 48 saatlik
inkiibasyonlar sonunda artis (%) oranlar1 belirlendi.

ASB, BSB, CSB, DSB ve DISB’de 24 saatlik inkiibasyon sonunda, TS3 ve
TS4 suslanyla yapilan deneylerde, FBRS susu ile iiretilen etanole gore artis
gbzlemlenmedi.

ASB’de 48 saatlik inkiibasyon sonunda TS3 susuyla iiretilen etanol miktarinin,
FBRS susuna gore %52, TS4 susuyla liretilen etanol miktarinin ise FBRS5 susuna
gore %169 daha fazla oldugu belirlendi.

BSB’de 48 saatlik inkiibasyon sonunda TS3 susuyla iiretilen etanol miktarinin,
FBRS susuna gore %14, TS4 susuyla {iiretilen etanol miktarinin ise FBRS susuna
gore %31 fazla oldugu tespit edildi.

CSB’de 48 saatlik inkiibasyon sonunda TS3 susuyla tiretilen etanol miktarinin,
FBRS susuna gore %25, TS4 susuyla iiretilen etanol miktarinin ise FBRS susuna
gore %100’den fazla oldugu goézlemlendi.

DSB’de 48 saatlik inkiibasyon sonunda TS3 ve TS4 suslariyla iiretilen etanol
miktarin, FBRS susuna gore %100°den (p = 0.07) fazla oldugu belirlendi.

D1SB’de 48 saatlik inkiibasyon sonunda TS4 susuyla iiretilen etanol
miktarinin, FBRS susuna gore %4 fazla oldugu tespit edildi.

Tim sekerli besiyerlerinde TS3 ve TS4 susuyla yapilan deneylerde, FBRS
susuyla yapilan deneylere gore etanol iiretiminde en yiiksek artis oranlari, temel
besiyeri olan DHB nin icerdigi oranlarda seker icerecek sekilde hazirlanan DSB’de

goriildil.
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4.2.3.2. Hidrolizath Besiyerlerinin Icerdigi Oranda Seker iceren
Besiyerlerindeki Kiiltiirlerde Birim Hiicre Biyokiitlesi Basmna
Uretilen Etanol Miktarimin Belirlenmesi

Yiiksek seker igceren hidrolizatlarin igerdigi seker oranlarma uygun olarak
hazirlanan besiyerlerinde (ASB, BSB, CSB, DSB ve D1SB) E. coli FBR5, TS3 ve
TS4 suglart ile 24 ve 48 saatlik fermentasyon sonrasi birim hiicre biyokiitlesi basina
tiretilen etanol miktarlar1 (EtOH/OD) belirlendi.

ASB’de, FBRS susuyla yapilan deneylerde 24 saatlik inkiibasyon sonunda
birim hiicre bagina iiretilen etanol miktar1 0.17; TS3 susuyla yapilan deneylerde ise
0.11 olarak belirlendi. TS4 susuyla yapilan deneylerde ise etanol {iretimi
gozlemlenmedi. 48 saatlik inkiibasyon sonunda FBRS5 ve TS3 suslariyla yapilan
deneylerde birim hiicre basina iiretilen etanol miktari, 24 saat sonundaki degerlere
benzer oldugu belirlendi. TS4 susuyla yapilan deneyde ise bu deger 0.20 olarak
belirlendi (Sekil 4.5). BSB ve CSB’ de yapilan deneylerde, 24 ve 48 saatlik
inkiibasyon sonunda tiim suslarda belirlenen birim hiicre biyokiitlesi basina iiretilen
etanol miktarlarinin birbirine benzer oldugu tespit edildi (Tablo 4.6, Tablo 4.7).

DSB’de, FBRS5 ve TS3 suslariyla yapilan deneylerde birim hiicre basina
tiretilen etanol miktarlarinin, 24 saatlik inkiibasyon sonunda ASB, BSB ve CSB’de
tiretilen miktarlara yakin oldugu belirlendi. TS4 susuyla yapilan deneylerde ise 24
saatlik inkiibasyon sonunda iireme goriilmese de, 48 saatlik inkiibasyon sonunda
birim hiicre basina iiretilen etanol miktarinin tiim hidrolizatli besiyerlerinin icerdigi
oranda seker igeren besiyerlerinde iiretilen en yliksek miktar oldugu tespit edildi
(Tablo 4.6, Tablo 4.7; Sekil 4.5).

Tiam hidrolizatli besiyerlerinin igerdigi oranda seker iceren besiyerleri
kiyaslandiginda FBRS ve TS3 suslariyla 24 ve 48 saatlik inkiibasyon sonunda birim
hiicre basina tiretilen etanol miktarinin en fazla oldugu besiyeri D1SB olsa da 48
saatlik inkiibasyon sonunda bu degerin D1SB’de diger sekerli besiyerlerindeki
degerlerden daha diisiik oldugu gozlemlendi (Tablo 4.6, Tablo 4.7).

Tiim hidrolizath besiyerlerinin igerdigi oranda seker igeren besiyerlerinde, TS4
susuyla yapilan deneylerde 24 saat sonunda lireme goriilmedi. 48 saatlik inkiibasyon
sonunda birim hiicre bagina iiretilen etanol miktarlarinin ise en yiiksek DSB’de

oldugu belirlendi (Tablo 4.6, Tablo 4.7; Sekil 4.5).
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Sekil 4.5: DSB’ de E. coli suslar1 ile 24 ve 48 saatlik inkiibasyon sonunda birim
hiicre biyokiitlesi basina {iretilen etanol miktarlart (g/100 ml).

4.2.3.3. Sekerli Besiyerlerindeki Kiiltiirlerle Birim Hiicre Biyokiitlesi
Basina Uretilen Etanol Miktarlarindaki Artislarin (%) Belirlenmesi

Yiiksek seker iceren hidrolizatlarin igerdigi seker oranlarina uygun olarak
hazirlanan besiyerlerinde (ASB, BSB, CSB, DSB ve D1SB) E. coli TS3 ve TS4
suglarinin E. coli FBRS susuna gore, 24 ve 48 saatlik fermentasyon sonrasi birim
hiicre biyokiitlesi bagina tiretilen etanol miktarlarindaki artis (%) belirlendi.

ASB, BSB, CSB, DSB ve DISB’de 24 saatlik inkiibasyon sonunda, TS3 ve
TS4 suslariyla yapilan deneylerde, FBRS susu ile yapilan deneylere gore birim hiicre
biyokiitlesi basina iiretilen etanol miktarinda artis (%) goriilmedi.

ASB’de 48 saatlik inkiibasyon sonunda, TS3 susuyla yapilan deneyde birim
hiicre biyokiitlesi basina iiretilen etanol miktarinin, FBRS susuyla iiretilenden %77,
TS4 susuyla yapilan deneyde birim hiicre biyokiitlesi basina iiretilen etanol
miktariin ise FBRS susuyla iiretilenden %54 fazla oldugu gézlemlendi.

BSB’de, 48 saatlik inkiibasyon sonunda, TS3 susuyla yapilan deneyde birim
hiicre biyokiitlesi basina iiretilen etanol miktarinin, FBRS susuyla iiretilenden %44
fazla oldugu tespit edildi. TS4 susuyla yapilan deneylerde bu deger icin artis
belirlenmedi.

CSB’de, 48 saatlik inkiibasyon sonunda, TS3 susuyla yapilan deneyde birim

hiicre biyokiitlesi bagina iiretilen etanol miktarinin, FBRS susuyla iiretilenden %33,
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TS4 susuyla yapilan deneyde birim hiicre biyokiitlesi basina iiretilen etanol
miktarinin ise FBRS susuyla iiretilenden %133 fazla oldugu gozlemlendi.

DSB’de, 48 saatlik inkiibasyon sonunda, TS3 ve TS4 suslariyla yapilan
deneylerde birim hiicre biyokiitlesi basina iiretilen etanol miktariin, FBRS susuyla
tiretilenden %100’den fazla oldugu belirlendi.

DISB’de, 48 saatlik inkiibasyon sonunda, TS4 susuyla yapilan deneyde birim
hiicre biyokiitlesi taraftindan {iretilen etanol miktarinin, FBRS susuyla yapilan
deneylerden %4 fazla oldugu tespit edildi. TS3 susuyla yapilan deneylerde bu deger
icin artis belirlenmedi.

Tiim hidrolizatl besiyerlerinin igerdigi oranda seker iceren besiyerlerinde TS3
ve TS4 susuyla yapilan deneylerde FBRS susuyla yapilan deneylere gore, birim
hiicre biyokiitlesi basina iiretilen etanol miktarlarindaki en yiiksek artis oranlari,
temel besiyeri olan DHB’nin igerdigi oranlarda seker icerecek sekilde hazirlanan

DSB’de tespit edildi.

Tablo 4.8: DSB’de 100 ml dlgekte E.coli suslari ile 48 saatlik inkiibasyon
sonunda elde edilen alkol verimi (%) degerleri.

Alkol Verimi (%)

s 48 saat
FBR5 56.1
TS3 46.4
TS4 31.6

4.3. Biiyiik Olcek Biyoetanol Uretimi

4.3.1. DH Besiyerinde Hazirlanan Kiiltiirler

Kiiciik olgekte tiim suslarla en iyi lireme ve en yiiksek etanol {iretiminin
belirlendigi DHB’de 500 ml’lik erlenlerde, diisiik havalandirmali ortamda yapilan
deneylerde 48 saatlik inkiibasyon sonunda tiim suslarin (FBRS, TS3, TS4) toplam
hiicre miktar1 degerlerinin (ODgoonm) genel olarak 4.95- 5.26 araliginda oldugu
belirlendi (Tablo 4.10).

24 ve 48 saatlik inkiibasyon sonunda iiretilen etanol miktarinin en yiiksek TS4

susu ile 24 saat sonunda %2.26 (v/v) ve 48 saat sonunda ise %2.41 (v/v) oldugu
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belirlendi. 24 saatlik inkiibasyon sonunda en az etanol iretimi TS3 ile yapilan
deneylerde goriilmesinin yani sira, 48 saatlik inkiibasyon sonunda en az miktarda
etanol tiretimi ise FBRS susu ile yapilan deneylerde saptandi (Tablo 4.9, Tablo 4.10).

Biiyiik dlgekte yapilan deneylerde FBRS ve TS4 suslariyla yapilan deneylerde,
inkiibasyonun 24 saat sonunda hemen hemen tamamlandig belirlendi. TS3 susuyla
yapilan deneylerde ise 24 saatlik inkiibasyon sonunda baslangi¢c sekerinin sadece
%54’ inlin kullanildig1 goriildii (Tablo 4.9). TS3 susuyla yapilan deneyde etanol
liretiminin 24 ve 48 saatler arasinda yogunlastig1 belirlendi.

Biiyiik olgekte DHB’de yapilan deneyde, 24 saatlik inkiibasyon sonunda
iretilen etanol miktarinin kiigiik 6lgekte DHB’de iiretilen etanol miktarina gore;
FBRS i¢in %7, TS3 i¢in %2 ve TS4 i¢in %8 (p = 0.05) arttig1 belirlendi (Tablo 4.9,
Tablo 4.10).

Biiyiik olgekte DHB’de yapilan deneyde, 48 saatlik inkiibasyon sonunda
tiretilen etanol miktarinin kiigiik 6lgekte DHB’de iiretilen etanol miktarina gore;
FBRS igin %8, TS3 i¢in %34 ve TS4 igin %14 (p> 0.05) arttig: tespit edildi (Tablo
4.9; Tablo 4.10).
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Tablo 4.9: DHB’de 500 ml olgekte E. coli suslari ile 24 saatlik inkiibasyon sonunda
elde edilen toplam hiicre yogunlugu (ODgoonm), etanol miktari ve kalan seker
konsantrasyonlari (%).

Stire (24 saat)

Besiyeri  Sus EtOH EtOH K.Seker EtOH/OD
OD (%viv)  (g/100ml)  (%w/v)  (g/100ml/OD)

oug  FBRS  595(032) 172(0.01) 135(0.01) 0.04(0.00) 0.22(0.02)

TS3  4.13(0.18) 1.27(0.03) 1.00(0.03) 1.67(0.11) 0.24(0.01)
(500ml)

TS4  5.20(0.64) 2.26(0.01) 1.78(0.01) 0.07(0.01) 0.34(0.04)

Tablo 4.10: DHB’de 500 ml 6lgekte E. coli suslari ile 48 saatlik inkiibasyon sonrasi
elde edilen toplam hiicre yogunlugu (ODggonm), etanol miktari (v/v) ve kalan seker
konsantrasyonlar1 (%).

Stire (48 saat)

Besiyeri  Sus EtOH EtOH K.Seker EtOH/OD
oD (%v/iv)  (g/100ml)  (%w/v) (g/100ml/OD)

DHB  pBRs  4.95(0.72) 1.79(0.11) 1.41(0.11) 0.00(0.03) 0.28(0.04)

(500ml) TS3  4.80(0.20) 2.03(0.04) 1.60(0.04) 0.32(0.15) 0.33(0.01)
TS4  5.26(0.80) 2.41(0.07) 1.90(0.07) 0.00(0.00) 0.36(0.06)

4.3.1.1. DH Besiyerinde Biyoetanol Uretim Artisinin (%)
Belirlenmesi

Kiiciik olgekte tiim suslarla en iyi lireme ve en yiikksek etanol {iiretiminin
belirlendigi DHB’de 500 ml’lik erlenlerde, 24 saatlik inkiibasyon sonunda, TS3
susuyla FBRS susuna gore etanol {iretiminin artmadigi, TS4 susuyla ise FBRS susuna
gore %24 (p = 0.02) artis oldugu belirlendi. 48 saatlik inkiibasyon sonunda TS3
susuyla tretilen etanoliin, FBR5 susuyla iiretilen etanole gore %14 (p = 0.02); TS4
susuyla iiretilen etanoliin, FBRS susuyla liretilen etanole gore ise % 35 fazla oldugu

belirlendi (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6: DHB kullanilarak 500 ml 6l¢ekte FBRS susuna gore TS3 ve TS4 suslariyla
yapilan 24 ve 48 saatlik inkiibasyon sonunda belirlenen etanol artis1 (%).

4.3.1.2. DH Besiyerinde Birim Hiicre Biyokiitlesi Basina Uretilen
Etanol Miktarinin Belirlenmesi

Kiiciik olgekte tiim suslarla en iyi lireme ve en yiiksek etanol liretiminin
belirlendigi DHB’de 500 ml’lik erlenlerde, 24 saatlik fermentasyon siiresinde FBRS
susuyla hiicre biyokiitlesi bagina tiretilen etanol miktar1 0.22, TS3 susuyla hazirlanan
ortamda 0.24 ve TS4 susuyla hazirlanan ortamda ise 0.34 oldugu belirlendi. 48
saatlik fermentasyon sonunda bu degerin 0.28, TS3 susuyla 0.33 ve TS4 susuyla ise
0.36 oldugu tespit edildi.

Tiim suslar i¢inde birim hiicre biyokiitlesi basina en ¢ok etanol iiretiminin TS4

susu ile yapilan 48 saatlik inkiibasyon sonucunda oldugu belirlendi (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7: DHB kullanilarak 500 ml 6lgekte E. coli suslariyla yapilan 24 ve 48
saatlik inkiibasyon sonunda belirlenen birim hiicre biyokiitlesi bagina {iretilen etanol
miktarlari (%).

4.3.1.3. DH Besiyerinde Birim Hiicre Biyokiitlesi Basina Uretilen
Etanol miktarlarindaki Artislarin (%) Belirlenmesi

DHB’de, 24 saatlik inkiibasyon sonunda, TS3 susuyla birim hiicre biyokiitlesi
basina iretilen etanol miktarinin FBRS susuna gore %9, TS4 susuyla hazirlanan
inkiibasyon ortaminda ise FBRS susuna gore %54 arttig1 tespit edildi.

48 saatlik inkiibasyon sonunda, TS3 susuyla birim hacim basina {iretilen etanol
miktarinin FBRS susuna gore %18, TS4 susuyla hazirlanan inkiibasyon ortaminda ise
FBRS5 susuna gore %29 arttig1 belirlendi (Sekil 4.8).

Tiim suslar i¢cinde birim hiicre biyokiitlesi basina iiretilen etanol miktarindaki

artisin en fazla TS4 susunda oldugu kaydedildi (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8: DHB’de 500 ml 6lgekte FBRS susuna gore TS3 ve TS4 suslariyla 24 ve 48
saatlik inkiibasyon sonunda belirlenen birim hiicre biyokiitlesi basina iiretilen etanol
miktarlarindaki artis (%).

4.4. Kiiciik Olcek Kiiltiirlerdeki Bakteriyel Hemoglobin
(VHDb) Ekspresyonu

4.4.1. Yiiksek Seker Orammna Sahip Hidrolizath Besiyerleri ile
Hazirlanan Kiltiirler

AHB, BHB, CHB, DHB ve DI1HB’de, 100 ml’lik erlenler kullanilarak
hazirlanan kiigiik 6l¢ekli besiyeri ortaminda, vgb geni tagiyan TS3 ve TS4 suslarinin
inkiibasyon sonundaki hemoglobin ekspresyon degerleri belirlendi.

AHB ve CHB’de, TS3 ve TS4 suslariyla yapilan deneylerde hemoglobin
ekspresyonu belirlenmezken, BHB’de TS4 susunun inkiibasyonu sonunda belirlenen
VHb ekspresyonunun 5 nmol/g oldugu tespit edildi.

En yogun VHb ekspresyonun goriildiigii besiyeri DHB olup TS3 susuyla
yapilan deneylerde VHb ekspresyonu 76 nmol/g iken TS4 susuyla yapilan
deneylerde bu miktarin 801 nmol/g oldugu saptand: (Sekil 4.10).

D1HB’de TS3 susuyla yapilan deneylerde VHb ekspresyonunun 36 nmol/g ve
TS4 susuyla yapilan deneylerde 87 nmol/g oldugu belirlendi.
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Sekil 4.9: DHB’de, 100 ml’lik 6lgekte TS3 ve TS4 suslar1 tarafindan eksprese edilen
VHb konsantrasyonlari (nmol/g).

4.4.2. Hidrolizath Besiyerlerinin Icerdigi Oranda Seker Iceren
Besiyerleri ile Hazirlanan Kiiltiirler

ASB’de TS3 susuyla yapilan deneyde, inkiibasyon sonunda VHb
ekspresyonunun 22 nmol/g, TS4 susuyla yapilan deneyde ise 13 nmol/g oldugu tespit
edildi.

BSB’de TS3 susuyla yapilan deneyde VHb ekspresyonu 22 nmol/g iken TS4
susuyla yapilan deneyde ekspresyon goriilmedi.

CSB’de TS3 susuyla yapilan deneyde, inkiibasyon sonunda VHb ekspresyonu
10 nmol/g iken TS4 susuyla yapilan deneyde ekspresyon goriilmedi.

Tim hidrolizatl besiyerleri arasinda en yiiksek VHb ekspresyonunun
belirlendigi besiyeri DHB oldugu gibi, hidrolizatli besiyerlerinin igerdigi oranda
seker iceren besiyerleri arasinda da TS4 susuyla yapilan deneylerde VHb
ekspresyonunun en yliksek oldugu besiyerinin DKB oldugu goriildii. DSB’de TS3
susuyla yapilan deneyde, inkiibasyon sonunda VHb ekspresyonunun 18 nmol/g ve
TS4 susuyla yapilan deneyde ise 14 nmol/g oldugu belirlendi (Sekil 4.10).

D1KB’de TS3 susuyla yapilan deneyde, inkiibasyon sonunda VHb
ekspresyonunun 19 nmol/g ve TS4 susuyla yapilan deneyde 9 nmol/g oldugu tespit
edildi.
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Sekil 4.10: DSB’de 100 ml’lik 6lgekte TS3 ve TS4 suslari tarafindan eksprese edilen
VHD konsantrasyonlari (nmol/ g).

4.5. Bityiik Olcek Kiiltiirlerdeki VHb Ekspresyonu

45.1. DH Besiyerinde Biiyiik ve Kiiciik Olcekli Inkiibasyon
Ortamlarinda VHb Ekspresyonlari

DHB’de biiyiik o6l¢ekte, TS3 susuyla yapilan deneyde, inkiibasyon sonunda
VHb ekspresyonunun 43 nmol/g ve TS4 susuyla yapilan deneyde ise 568 nmol/g
oldugu saptandi.

DHB’de kiiciik oOlcekte inkiibe edilen TS3 susunun, biiyiik 6lgekteki TS3
susundan % 77 daha fazla; DHB’de kiiciik 6l¢ekte inkiibe edilen TS4 susunun ise
biiyiik 6l¢ekteki TS4 susundan % 41 daha fazla hemoglobin eksprese ettigi belirlendi
(Sekil 4.11).
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Sekil 4.11: DHB’de biiyiik ve kiiciik 6lgekte TS3 ve TS4 suslar1 tarafindan eksprese
edilen VHD konsantrasyonlart (nmol/ g).

4.6. DH Besiyerlerinde Biiyiik ve Kiiciik Olcekli Fermentasyon
Ortaminda Substrat Tiiketimi, Fermentasyon Etkinligi ve Alkol
Verimleri

DHB’de biiyiik ve kiigiik dlcekte FBRS, TS3 ve TS4 suslariyla gerceklestirilen
finkiibasyon sonununda fermentasyon etkinligi ve substrat tiikketimi belirlendi.

24 saatlik inkiibasyon sonunda, 100 ml’lik olgekte, FBRS ve TS4 suslarinin
substrat tiiketiminin %81 ve %97 oldugu; bu iki sus i¢in de fermentasyonun yaklagik
olarak 24 saatte tamamlandig1 belirlendi. TS3 susunun substrat tiiketimi ise 24 saat
sonunda %48 olup fermentasyonun 48 saatte tamamlandigi belirlendi (Sekil 4.12).

24 ve 48 saatlik inkiibasyon stireleri sonunda, 100 ml’lik 6l¢ekte, tim suslarda

fementasyon etkinliginin %90- %105 araliinda oldugu saptandi (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12: DHB’de 100 ml 6lgekte E. coli ile 24 ve 48 saatlik inkiibasyon sonunda
elde edilen substrat tiiketimi (%), fermentasyon etkinligi (%) degerleri (a: Substrat

Tiiketimi, b: Fermentasyon Etkinligi).
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Sekil 4.13: DHB’de 500 ml 6l¢ekte E. coli ile 24 ve 48 saatlik inkiibasyon sonunda
elde edilen substrat tiiketimi (%), fermentasyon etkinligi (%) degerleri a: Substrat

Tiiketimi, b: Fermentasyon Etkinligi).

DHB’de 100 ml ve 500 ml 6lcekte FBRS, TS3 ve TS4 suslartyla yapilan

deneylerde 24 ve 48 saatlik inkiibasyon sonunda elde edilen alkol veriminin % 37.3
ve %54.6 araliginda oldugu belirlendi (Tablo 4.11).
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Tablo 4.11: DHB’de 100 ml ve 500 ml olgekte E. coli suslari ile 24 ve 48
saatlik inkiibasyon sonunda elde edilen alkol verimi (%) degerleri.

Alkol Verimi (%)

Olgek Sus

24 saat 48 saat
FBR5 44.0 38.3
100 ml TS3 54.6 36.5
TS4 47.7 48.0
FBR5 38.4 37.3
500 ml TS3 40.0 49.2

TS4 51.0 53.2




5. SONUC ve TARTISMA

Bu tez calismasinda meyve isleme atiklari ile etanol liretiminin arttirilmasi igin
etanol ireticisi E. coli FBR5 susu ve vgb geni tasiyan TS3 ve TS4 suslari
kullanilarak ananas atig1 hidrolizati igeren besiyerinde bu suslarin etanol {iretiminin
arttirilmasina caligilmistir.

Meyve sanayisi atigi olan ananas atiklari, c¢ilirime sonucu olusturduklari
bilesenlerden ve asidik pH’a sahip olmasindan dolay1 ¢evreyi olumsuz etkilemektedir
[Demirbas, 2006; Unal ve Alibas, 2007; Ikilic ve Yiicesu, 2008]. Ananas atiklarmin
lignin, seliiloz ve hemiseliiloz ihtiva etmesi etanolojenik mikroorganizmalar igin
potansiyel ve alternatif bir karbon kaynagi olabilir [Tinoi and Rakariyatham, 2015].
Atiklardaki lignin, selilloz ve hemiseliilozun igerigindeki mikroorganizmalarca
kullanilabilir seker miktarinin artirilmasi igin; c¢esitli 6n uygulamalara ihtiyag
duyulmaktadir. Hidroliz enzim uygulamasi veya seyreltik asit muamelesi ile
yapilabilir. Maliyetinin diisiik olmasindan dolay1 asit hidrolizi tercih edilen bir
hidroliz yontemidir [Talebnia et al., 2010; Liu et al., 2012; Adigiizel 2013].

Bu tezin 6n ¢alismalarinda sadece hidroliz edilmemis ananas atiklart ve hem
hidroliz edilmemis ananas atiklari hem de %0.5 (w/v) oraninda maya Oziitii ihtiva
eden iki farkli besiyeri hazirlanmistir. Bu besiyerleri kullanilarak FBRS, TS3 ve TS4
suslariyla yapilan inkiibasyonlarda iireme ve etanol iiretimi gozlemlenmistir. Bu 6n
calisma; ananas atiklarinin herhangi bir hidroliz islemi yapilmadan besiyerine ek
olarak veya sadece besiyeri olarak kulanilabilecegini, ihtiva ettigi sekerlerin
etanolojenik E. coli suslarinca fermente edilebiliyor oldugunu gostermektedir.

Tanaka ve arkadaslarinin (1999) yaptig1 bir ¢calismada, Z. mobilis ATCC 10988
susu ile ¢lirimiis ananas atiklar1 veya ananas kabuklarindan elde edilen
sulandirilmamis, hidroliz edilmemis, besin destegi eklenmemis ve pH ayarlamasi
yapilmamis ananas suyu ortaminda {lireme ve etanol iretimi goriilmiistiir. Bu
dogrultuda sulandirilmamis ananas suyunun gesitli mineral ve elementleri ihtiva
ettigi belirtilebilir. Etanolojenik E. coli suslariyla yapilan bu tez caligmasinda da,
ananas atiklari ile hidroliz edilmeden hazirlanan besiyeri kullanildiginda etanolojenik

E. coli suslar1 tireme gézlemlenmistir.
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Upadhyay ve arkadaslarinin (2010) yaptig1 bir calismada, ananas atiginin
kimyasal igerigi belirlenmistir. Taze ananas atiginin kuru materyalinin %11.2’si
seliiloz, %7’s1 hemiseliiloz, % 6.7’s1 pektin ve %11.5°1 lignin ihtiva etmektedir.

Nigam (2000) yaptigi bir ¢alismada, konserve ananas atiklarinin genellikle
%1.05 (w/v) seker (sukroz, glukoz, fruktoz) icerdigini belirtmistir. Bu tez
calismasinda ise, ananas atiklarinin ihtiva ettigi seker c¢esitlerini ve sekerlerin
miktarlarim belirlemek i¢in kullanilan TLC yo6ntemi sonuglarma goére; hidroliz
edilmemis ananas atik suyunda % 1.78 (w/v) sukroz ve toplamda %1.78 (w/v)
oraninda glukoz ve fruktoz bulundugu tespit edilmistir (Sekil 4.1; Tablo 4.2).
Choonut ve arkadaslar1 (2014) yaptig1 bir ¢aligmada, kulllanilan ananas atiginin
ozellikleri ve tercih edilen ayristirma yoOntemlerine gore elde edilen seker
miktarlarinda farklilik olabilecegi ifade edilmistir.

Tez calismasinda; %0.5 (w/v) konsantrasyonda maya Oziitii ve hidroliz
edilmemis ananas atig1 igeren besiyeri ortamlarinda tiretilen etanol miktarinin, TS3
susuyla yapilan inkiibasyon sonrasinda % 1.5’ten (v/v) az oldugu icin ananas
atiklarinin hidroliz edilmesine karar verilmistir. Ananas atiginda bulunan sukrozun
asit hidroliziyle par¢alanmasi sonucunda mevcut monosakkarit miktarinin artirilmasi
saglanarak DHB hidrolizat1 ile etanol iiretiminin arttig1 gdzlemlenmistir.

Kontrol besiyerleri i¢in ilk olarak hidrolizatli besiyerlerinin igerdigi oranlarda
seker ve maya Oziitli ile inhibitér madde ilavesiyle tiim suslarla inkiibasyon
yapilmustir. 48 saat inkiibasyon sonunda kontrol besiyerlerinde higbir susta iiremenin
gozlenmemesi, ancak ananas ati@1 hidrolizatlartyla hazirlanan besiyerlerinde
tiremenin goriilmesi; ananas atiginin ihtiva ettigi organik ve inorganik maddelerin,
belli konsantrasyonlarda inhibitor varliginin negatif etkilerini yok ettigini, bundan
dolayr ananas atifinin degerli ve degerlendirilmeye uygun bir karbon kaynagi
olabilecegini diisiindiirmiistiir.

Tanaka ve arkadaslarinin (1999) yaptig1 bir ¢alismada, kontrol besiyeri olarak
hazirlanan; sukroz, maya 0ziitii ve mineral tuzlarini ihtiva eden besiyerinde etanol
tiretimi belirlenmistir. Tez c¢alismasinda inhibitér madde ihtiva etmeyen ve maya
oziitii eklenmis sekerli besiyerleriyle kurulan inkiibasyon ortamlarinda da tiim
suslarin iiredigi gézlemlenmistir (Tablo 4.6, Tablo 4.7). Ancak inhibitor ihtiva
etmeyen sekerli besiyerleri maya oziitii eklenmeden hazirlandiginda, E. coli

suglarinin tiremedigi belirlenmistir (Tablo 4.1). Bu sekerli besiyerlerinde tireme
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olmamasinin nedeninin azot, mineral madde ve vitamin eksiklikleri olabilecegi
distintilmistir [Mancinelli R.L et al., 1983].

DH besiyeri kullanilarak yapilan deneylerde 9%0.5 (w/v) oraninda maya
Oziitiiniin olmasindan bagimsiz olarak tiim suslarda tireme gorilmiistir (Tablo 4.1).
Bu durum hidroliz edilmis ananas atiginin ihtiva ettigi inorganik ve organik bilesik
kaynaklarinin 6nemini diisiindlirmektedir. Bakteri suslari tarafindan azot kaynagi
olarak kullanilan maya Ozitiiniin olmadigi durumlarda da bakteriyel {iremenin
gbozlemlenmesi ananas atiginin zengin ve degerli bir gida isleme atig1 olabilecegini
gostermektedir [Tanaka et al., 1999; Upadhyay et al., 2010].

Yiiksek oranda seker igeren hidrolizatlarin ihtiva ettigi miktarlarda seker ve
maya Oziitli iceren ASB, BSB, CSB, DSB ve DI1SB’de tiim suslarla yapilan
inkiibasyonlarda 24 saat sonunda %0.8 (v/v)’den diisiik etanol iiretilmistir. 48 saatlik
inkiibasyon sonucunda en yiiksek etanol iiretim miktarinin D1SB’de TS4 susuyla
%1.17 (v/v) oldugu belirlenmistir (Tablo 4.6, Tablo 4.7).

En yiiksek etanol tiretiminin D1SB’de olmasinin nedeninin; D1 hidrolizatinin
diger hidrolizatlar arasinda en ¢ok seker ihtiva eden hidrolizat olmasi ve D1SB’inde
bu oranlarda fruktoz ve glukoz igermesi oldugu disiiniilmiistir. Hidrolizath
besiyerlerinde Tretilen en yiiksek etanol miktari DHB’de %2.08 (v/v) iken,
hidrolizatli besiyerlerinin igerdigi oranda seker igeren besiyerlerinde bu oranin
%1.17 (v/v) olmasi ananas atiklarinin igerdigi organik ve inorganik maddelerin
Onemini gostermistir.

Yiiksek oranda seker ihtiva eden besiyerlerinde, hiicre i¢i osmotik basincin
artis1 E. coli suslarinin tireme ve iiretim faaliyetlerini olumsuz etkilemektedir [Chirife
et al., 1983; Kargi ve Ozmihci, 2006]. Tiim hidrolizatli besiyerlerinin igerdigi oranda
seker iceren besiyerlerinde 48 saatlik inkiibasyon sonunda, TS3 ve TS4 susuyla
yapilan deneylerde, FBRS susuyla yapilan deneylere gore en yiiksek etanol iiretimi
artis oranlarinin DSB’de goriilmesinden dolayr bu sekerli besiyerinin optimal seker
oranina sahip bir besiyeri olabilecegi diisliniilmistiir (Sekil 4.5).

TS3 susuyla, 24 saatlik inkiibasyon sonunda birim hiicre biyokiitlesi basina
iretilen etanol miktarinin en fazla D1SB’de oldugu belirlenmistir. Ancak 48 saatlik
inkiibasyon sonunda bu deger DISB’de belirlenen degerlerin diger hidrolizatl

besiyerlerinin igerdigi oranda seker iceren besiyerlerindeki degerlerden daha diisiik
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oldugu belirlenmigtir. TS3 susunun bu uygulamada latent evresinin kisa stirdiigii
distiniilmistiir.

Tiim hidrolizath besiyerlerinin igerdigi oranda seker i¢eren besiyerlerinde, TS4
susu ile 24 saatlik inkiibasyon sonunda lireme goriilmemistir. 48 saatlik inkiibasyon
sonunda birim hiicre biyokiitlesi basina {iretilen etanol miktarlarinin DSB ve
DI1SB’de birbirine ¢cok yakin oldugu ve diger besiyerlerindeki degerlerden daha fazla
oldugu goriilmiistiir. Bu durumun, TS4 susunun genetik yiikiiniin fazla olmasindan
ve yiiksek seker iceren D1SB’de inkiibe edilmesi nedeniyle latent evresinin uzun
stirmesinden kaynaklandig1 diisiiniilmiistir.

Ananas hidrolizatlari, farkli konsantrasyonlarda ve farkli tiir asitler (HCI,
H.S0O,) ile 6n muamele edilerek elde edilmistir. Hazirlanan hidrolizatlar igerisinde en
yiiksek seker oraninin D; ve A hidrolizatlarinda oldugu tespit edilmistir. Tiim
hidrolizatlar arasinda en yiliksek inhibitér miktarlari C ve A hidrolizatlarinda
belirlenmistir. AHB ve CHB’de yapilan deneylerde elde edilen etanol miktarlarinin,
diisiik oranda seker igeren hidrolizat tiirleriyle (E, F, H, G, I) yapilan deneylerde elde
edilen etanol miktarlarina benzer oldugu goriilmiistir. AHB ve CHB ile diisiik etanol
tiretiminin ~ gozlenmesinin, yiiksek inhibitdr igeriginden kaynaklanabilecegi
distiniilmektedir.

Se¢ilen asit molaritesi ve sulandirma orani en yiiksek olan E hidrolizati, en az
miktarda seker (%0.64 w/v) ve toplam inhibitore (% 0.096 w/v) sahip olan hidrolizat
¢esidi olmustur.

I hidrolizat1 E hidrolizati ile ayni oranda sulandirilmis ve her ikisinde de ananas
atigi/seyreltik asit oran1 1/10 olacak sekilde kullanilmistir. Ancak E hidrolizatinda
%0.5 (v/v)’lik HySOy4 1 hidrolizatinda ise %5 (v/v)’lik H,SO,4 kullanilmustir. |
hidrolizatinin daha yogun oranlarda asit kullanilanarak hazirlanmasi, ortaya ¢ikan
seker ve inhibitor oranlarinin E hidrolizatindan 2 kat fazla olmasina neden olmustur.

F hidrolizatiyla hazirlanan besiyerlerinde yapilan inkiibasyonlarda %1
(v/v)’den az etanol tretilmistir. Bu durumun F hidrolizatinin E hidrolizatindan sonra
en az miktarda toplam inhibitor ve seker konsantrasyonu (%0.94 w/v) igeren bir
hidrolizat olmasindan kaynaklandigi diistiniilmiistiir. (Tablo 4.2, Tablo 4.3).

GHB’de TS3 susuyla yapilan deneylerde, iiretilen etanol miktarinin diisiik
fakat toplam hiicre miktarmin fazla oldugu bu durumda, susun etanol iiretimi yerine

tiremeye yoneldigi diisiiniilmiistir.
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Hidrolizatlar igerisinde seker orani yiiksek olan bes hidrolizat ile (A, B, C, D
ve D1) hazirlanan besiyerlerinde tiim suslar inkiibe edilmistir. AHB’de FBRS
susuyla yapilan deneylerde, 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda iireme ve etanol
tiretimi gozlemlenmedi. TS3 ve TS4 suslariyla iiretilen etanol miktarlar1 ise %0.5
(v/v)’den diisiik olsa da, etanol miktarlari, hiicre biyokiitlesi basina tiretilen etanol
miktarlar1 ve hiicre biyokiitlesi bagina liretilen etanol miktarlarinin FBRS susuna gore
artisinin %100°{in tizerinde oldugu tespit edilmistir. AHB ikinci sirada en yiiksek
seker iceren Dbesiyeri (%4.63 w/v) olmasmma ragmen icerdigi yiiksek
konsantrasyondaki inhibitorler nedeniyle bu besiyerinde etkin iireme ve etanol
tiretiminin gergeklestirilmedigi diisiiniilmiistiir.

BHB’de FBRS5 susuyla yapilan deneylerde 24 saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda lireme ve etanol iretimi gézlemlenmedi. TS3 ve TS4 suslartyla iretilen
etanol miktarlart %0.5 (v/v)’ten diisiik olmasina ragmen etanol miktarlari, hiicre
basina iiretilen etanol miktarlari ve hiicre basina {iretilen etanol miktarlarinin FBRS
susuna gore artisinin %100’{n lizerinde oldugu tespit edilmistir. AHB ve BHB’de;
ananas atig1 ve seyreltik asit oranlar1 farkli olup her iki hidrolizatta da % 0.5’lik
H,SO4 kullamilmustir. ki hidrolizat ¢esidi arasindaki tek farkli parametre ise
sulandirma oranlari olmustur. Bu durum A hidrolizatinin B hidrolizatindan %18 daha
fazla seker oranina sahip olmasma ve olusan toplam inhibitér miktarinin da A
hidrolizatinda 2 kat fazla olmasina neden olmustur. A ve B hidrolizatlarinin her
ikisinde de ortaya c¢ikan inhibitorlerden en yiiksek konsantrasyona sahip olan
inhibitoriin formik asit oldugu tespit edilmistir. Formik asit konsantrasyonunu
sirastyla asetik asit, HMF ve furfural konsantrasyonu takip etmektedir.

CHB’de FBRS5 susuyla 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda iireme ve etanol
tiretimi gézlemlenmemistir. TS3 ve TS4 suslariyla iiretilen etanol miktarlar1 %0.5
(v/v)’den diisiik oldugu belirlendi; yine de etanol, hiicre basina liretilen etanol ve
hiicre basina iiretilen etanol miktarlarmin FBRS susuna gore artisinin %100°{in
tizerinde oldugu tespit edilmistir. CHB’de ortaya ¢ikan toplam inhibitdr iceriginin A
hidrolizatindaki toplam inhibitdr igeriginden 9%38.5, B hidrolizatindakinden ise
yaklagik iki kat fazla oldugu belirlenmistir. A ve B hidrolizatlarindan farkli olarak C
hidrolizatinda inhibitér madde olarak en fazla asetik asit bulunmaktadir. Asetik asit

konsantrasyonunu takiben HMF, formik asit ve furfural agiga ¢ikmustir.
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A ve B hidrolizatlarinda en fazla formik asit olusurken, C hidrolizatinda asetik
asit olmustur. Asetik asit H,SO, ile reaksiyona girdiginde siilfat grubu, metan ve
formik asit olusturmaktadir. Kisaca asetik asit formik asitten daha fazla karbon
sayisina sahiptir ve yikimi esnasinda etanol iiretimini tesvik edici siilfat grubu da
aciga cikmaktadir. Asetik asit, formik asite gore daha az inhibe edici etki
gostermektedir [Leonard and Hajny, 1945]. Bu sebepten CHB ortaminda, inhibitor
miktarinin fazla olmasina ragmen AHB ve BHB’ye gore TS3 ve TS4 suslariyla daha
fazla etanol iiretilmesinin nedeni olarak inhibitér konsantrasyon farki olabilecegi
distiniilmistiir.

DHB’de TS4 susuyla yapilan deneylerde FBRS susuna gore etanol artis (%)
degeri 24 saat sonunda %29, 48 saat sonunda ise %28 oldugu belirlenmistir. TS4
susuyla yapilan deneylerde hem 24, hem de 48 saatlik inkiibasyon sonunda; FBRS5
susuyla yapilan deneylere gore daha fazla etanol iiretilmesinin, TS4 susundaki
yiiksek kopya sayili vgb geninin varligindan kaynaklandigi disiiniilmistiir [Tsai et
al., 1996; Frey et al., 2001; Sanny et al., 2010].

D hidrolizatinin az miktarda inhibitor ve yiiksek oranda seker igeren
hidrolizatlardan biri oldugu tespit edilmistir. Tiim suslarla yapilan deneylerde en
yiiksek iireme ve etanol tretimi DHB’de goriildigiinden temel besiyeri olarak
belirlenmistir. 48 saatlik inkiibasyon sonunda AHB, BHB ve CHB’ye kiyasla
DHB’de E.coli suglart ile toplam hiicre miktarmin 12 kat arttigi, benzer sekilde
etanol liretiminin 238 kat fazla oldugu tespit edilmistir. AHB, BHB ve CHB’de
baslangi¢ sekeri kullanim orani en yliksek %42 iken, DHB’de baslangic sekerinin
neredeyse tamami (%97.4) suslar tarafindan kullanilarak alkol iiretimi saglanmistir.
Yiiksek oranda inhibitér iceren AHB ve CHB’de, baslangi¢ sekerinin yaklasik
yarisinin tiiketilmesi, aciga ¢ikan inhibitor maddelerin bakteriyel metabolizma
faaliyetlerini olumsuz etkilemesinden ileri gelebilir.

A hidrolizat1 D hidrolizatinin yedi kat1; B hidrolizat1 D hidrolizatinin iki kati, C
hidrolizat1 D hidrolizatinin on kat1 ve D1 hidrolizati D hidrolizatinin iki bucuk kat1
toplam inhibitor igermektedir (Tablo 4.2). D hidrolizatindan daha yiiksek oranda
fazla olacak sekilde seker igeren bu hidrolizatlarin, ayn1 zamanda yiiksek oranda
inhibitor igermesi; DHB’de tiim suslarla yapilan inkiibasyonlar sonunda elde edilen
en iyi iireme miktar1 ve en yliksek etanol iiretiminin nedenini agiklamaktadir. Ayrica

D hidrolizatinda agirlikli olarak agiga ¢ikan inhibitoriin asetik asit olmasi yiiksek
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miktarda lireme ve etanol tretimiyle iligkilendirilebilir. Bu iliski, asetik asitin belli
konsantrasyonlara kadar iireme ve etanol iiretimini tesvik etmesi; HMF, furfural ve
formik asite gére daha zayif bir inhibitor olmasi sebebiyle kurulmustur [Taherzadeh
etal., 1997].

Antonio ve arkadaglarinin (2015) yaptig1 bir ¢aligsmada, hidroliz edilmis ananas
kabugu atiklariyla hazirlanan besiyerinde S. cerevisiae ile yapilan inkiibasyon
sonucunda 72.05 g/l etanol iiretimi gergeklestirilmistir. Choonut ve arkadaslarinin
yaptig1 diger bir calismada (2014) enzimatik hidroliz yapilmis ananas kabugu
atiklari, maltoz, dekstroz ve LB iceren zengin bir besiyerinde S. cerevisiae ile 9.69
g/l, aym besiyerinde Enterobacter aerogenes ile 1.38 g/l etanol dretildigi
belirlenmistir.

Silva ve arkadaglarinin (2005) yaptiklari bir ¢alismada, rekombinant E. coli
KO11 susu kullanilmis ve farkli sukroz konsantrasyonlarindaki etanol iiretim
miktarlart arastirilmistir. Bu ¢alismada, %8 (w/v) sukroz igeren LB besiyerinde, en
cok 17 g/l etanol iiretildigi belirtilmistir. Akbas ve arkadaslarinin (2014) yaptiklari
bir ¢alismada; sukroz monomerleri (glukoz; % 1.2 w/v ve fruktoz; % 1.2 wiv), LB
materyali (maya oziitii ve pepton), vitamin ve mineral ilave edilerek hazirlanmisg
zengin melas hidrolizat (MH) besiyeriyle bir litrelik dl¢eklte elde edilen en yiliksek
etanol miktarinin ise 16.45 g/l oldugu gosterilmistir. Yapilan bu tez ¢alismasinda,
¢ok daha etkin bir sekilde sukroz monomerleri (glukoz; %1.78 w/v ve fruktoz; %
1.78 wiv) ve sadece % 0.5 (w/v) maya 0ziitli iceren DHB’de kiigiik 6lgekte tiretilen
en yiiksek etanol miktar1 16.73 g/l ve bliyiik dlgekte 19 g/l olarak belirlenmistir. E.
coli TS4 susuyla DHB’deki etanol iiretiminin; bazi besiyerlerinde S. cerevisiae dahil,
E. coli KO11 ve Enterobacter aerogenes ile zengin besiyerlerinde iiretilen etanol
miktarindan fazla oldugu; hatta zenginlestirilmis melas hidrolizat besiyerinde E. coli
TS4 susu ile tiretilen etanol miktarindan da fazla oldugu tespit edilmistir.

Bu verilerin 15181nda; DHB’de TS4 susuyla etanol iiretiminde, besiyerine
pepton, vitamin gibi organik maddeler; mineral gibi inorganik maddeler ilave
edilmemesine ragmen; iretilen etanol miktarmin daha yiiksek oldugu saptanmuistir.
Bu durum ananas atiklarinin etanol iiretimi i¢in potansiyel bir ham madde kaynag:
olabilecegini ve DHB’de etanol iiretiminde VHb ekspresyonu yapan TS4 susunun

Onemini gostermistir.
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HCI ile yapilan hidroliz islemi sonrasinda C, D ve D1 hidrolizatlarinda daha
¢ok asetik asit; H,SO, ile hidroliz islemi sonrasinda A, B, E, F, G, H ve 1
hidrolizatlarinda daha ¢ok formik asit agiga ¢iktig1 belirlenmistir. Asetik asit
(CH3COOH) formik asitten (HCOOH) daha az toksik oldugundan ve yapisinda daha
¢ok karbon ihtiva ettiginden dolayi, mikroorganizmalarca belli konsantrasyonlara
kadar karbon kaynagi olarak kullanilabilmektedir [Taherzadeh M.J. et al., 1997]. Bu
veriler 151¢inda % 0.5 HCI uygulamasinin ananas atig1 hidrolizi i¢in daha uygun
oldugu diistiniilm{stiir.

DIHB’de tim suslarla yapilan deneylerin sonuglari, DHB’de yapilan
deneylerle benzerlik gostermektedir. D1HB’nin tek farki ananas atigi oranin
DHB’den iki kati1 olmasidir. DIHB’nin en yiiksek miktarda seker ihtiva eden (%
4.85) besiyeri olmasina ragmen, DHB’deki kadar etkin etanol iiretimi
gozlenmemesinin nedeninin; ortaya ¢ikan inhibitér igeriginin toplamda D
hidrolizatinin ii¢ kat1 miktarda olmas1 ve bu igerigin biiyilik bir kismimi formik asitin
olusturmasi oldugu diisiiniilmistiir. D1 hidrolizatindaki formik asit miktarinin D
hidrolizatina gore 33 kat fazla oldugu tespit edilmistir. Bu verilerin 1s18inda; etanol
tiretim kapasitesinin baslangic sekerinin yani1 sira ortamdaki inhibitor tirii ve
konsantrasyonuna bagl olabilecegi tahmin edilmektedir.

D1HB’de TS3 susuyla yapilan deneylerde, 24 ve 48 saatlik inkiibasyon
sonunda, FBRS susuna gore etanol iiretiminde artig goriilmemistir. 24 saat sonunda
TS4 susunun FBRS susuna gore etanol artis1 %57 olarak belirlense de, iiretilen etanol
miktar1 az oldugu icin bu artis degeri etkin etanol iiretimi oldugu anlamina
gelmemektedir (Tablo 4.4 Tablo 4.5). TS4 susuyla yapilan deneyde, 48 saat sonunda
FBRS5 susuna gore etanol {liretiminde artig goriilmemesinin, 24 saat sonunda
baslangi¢ sekerinin %94 liniin tiiketilmis olmasiyla ilgisi oldugu tahmin edilmektedir
(Tablo 4.4, Tablo 4.5).

Tiim suglarla yapilan inkiibasyonlarda 24 ve 48 saatlik inkiibasyon sonunda
birim hiicre biyokiitlesi basma iiretilen etanol miktar1 en yliksek DIHB’de tespit
edilmistir. Ancak iireme ve etanol {liretimi a¢isindan DHB’nin gerisinde kaldigindan,
DIHB’ de belirlenen hiicre biyokiitlesi basina lretilen etanol miktarlari, etanol
tiretimi agisindan net bir bilgi vermemistir.

DHB’de biiyiik 6l¢ekli inkiibasyon ortaminda iiretilen etanoliin kii¢lik 6l¢ekli

inkiibasyon ortaminda iiretilen etanol miktarma gore; FBRS ve TS3 suslariyla
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yapilan deneylerde %15 ve TS4 susuyla yapilan deneyde %?7.5 fazla oldugu
belirlenmistir. Bu verilerden yola ¢ikilarak; biiyiik 6lgekte etanol iiretiminin arttigt ve
bu denemelerin sanayiye uyarlanabilmesi i¢in uygun olacagi diistiniilmiistiir.

Biiyiik olgekli inkiibasyon ortaminda yapilan deneylerde 24 ve 48 saat sonunda
tiretilen etanol miktarlariin ve birim hiicre biyokiitlesi bagina {iretilen etanol
miktarlarinin en ¢ok oldugu susun TS4 oldugu belirlenmistir. Ayni inkiibasyon
kosullarinda, TS3 ve TS4 suslariyla yapilan deneylerde, FBRS susuna goére birim
hiicre biyokiitlesi basina iiretilen etanol miktarlarinin artmasi her iki susta bulunan
VHb ekspresyonu ile iliskilendirilmistir [Frey and Kallio, 2003; Khosla and Bailey,
1988; Sanny et al., 2010] (Sekil 4.10). ATP iiretiminin ozellikle diisiik oksijenli
kosullarda arttigi ve bdylece etanol lretiminin de VHb ekspresyonu ile arttigi
belirlenmistir [Park et al., 2002].

Sanny ve arkadaslarmin (2010) yaptig1 bir ¢alismada; LB ve % 8 (w/v) glukoz
iceren besiyerinde mikroaerobik kosullarda TS3 susuyla iiretilen etanol miktarinin
FBR5 susuyla iretilenden fazla (%15-56) oldugu belirlenmistir ve bu durum TS3
susuna klonlanmis vgb geniyle iliskilendirilmistir. Diger bir ¢alismada ise; Arnaldos
ve arkadaglart (2012), musir atigr hidrolizatina ek olarak ksiloz ve glukozla
desteklenmis Dbesiyerinde en fazla etanol {iretiminin TS3 susuyla yapilan
fermentasyon sonucu elde edildigini belirtmistir.

Bu tez calismasinda, TS4 susuyla birim hiicre basina iiretilen etanol miktarinin
FBRS susuna gore artisinin; TS3 susuyla yapilan deneylerdekinin iki kat1 olmasi,
TS4 susunun TS3 susuna gore daha yiiksek vgb kopya sayisina sahip olmasiyla
iligkilendirilmistir [Dikshit and Webster 1988; Sanny et al.,2010; Sumer vd., 2015].

Tez caligmasinda TS3 vgb (+) ve TS4 vgb (+) suslarmin eksprese ettigi
bakteriyel hemoglobin (VHb) miktarlari, hem hidrolizatli besiyerlerinin igerdigi
oranda seker igeren besiyerlerinde, hem de hidrolizatli besiyerlerinde belirlenmistir.
Yiiksek seker oranina sahip hidrolizath besiyerleri (AHB, BHB, CHB, DHB ve
DIHB) icerisinde, biiyiikk ve kiicliik Olcekte, VHb ekspresyonu en ¢ok DHB’de
goriilmiistiir. TS4 susuyla yapilan inkiibasyonda eksprese edilen VHb miktarinin,
TS3 susuyla yapilan inkiibasyonda eksprese edilen VHb miktarindan 10 kat fazla
olmasit; TS4 susunun TS3 susuna gore daha fazla sayida vgb kopyasi icermesiyle
iligkilendirilmistir [ Dikshit and Webster 1988; Sanny et al., 2010]. Farkli hidrolizath

besiyerlerinin igerdigi oranda seker igeren besiyerlerinde yapilan inkiibasyonlarda
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ise, TS3 ve TS4 suslarinin birbirine yakin miktarlarda VHb eksprese ettigi
belirlenmistir. Hidrolizatli besiyerlerinin igerdigi oranda seker iceren besiyerlerinde
TS3 ve TS4 suslartyla yapilan inkiibasyonlarda eksprese edilen VHb miktarlarinin
yakin olmasina ragmen; hidrolizatli besiyerlerinde bu durumun tam tersi olmasi,
VHb ekspresyonunun inhibitér madde varliginda uyarilmasiyla iligkilendirilmistir.

Nigam (1999)’in yaptigi bir c¢alismada (1999), konserve ananas atiklar ile
hazirlanan besiyerinde S. cerevisiae ile yapilan inkiibasyonda fermentasyon
etkinliginin en ¢ok %92.5 oldugu belirlenmistir. Tez ¢alismasinda, 24 ve 48 saatlik
inkiibasyon siireleri sonunda, kiiciik ve bliyilik dlgekteki fermentasyon etkinliklerinin,
tim suglarda %72-105 araliginda olmasi nedeniyle; ananas atiklarindan biyoetanol
tiretiminde kullanilan etanolojenik E. coli suslart FBRS, TS3 ve TS4’tin S.
cerevisiae’ye alternatif olarak kullanilabilecegi diigiiniilmistiir.

En yiiksek fermentasyon etkinliginin biiyiik dlcekli ortamda, 48 saat siire
sonunda TS4 susuyla yapilan fermentasyon ortaminda goriilmesi, yapilan ¢alismanin
biiyiik 6lgekte sanayiye uygulanabilirligini gostermektedir.

Duarte ve arkadaslarinin (2013) yaptig1 bir ¢alismada, S. cerevisiae’de alkol
fermentasyonunda glukozun % 51 (w/v)’inin etanole doniistiigii ifade edilmistir. Tez
calismasinda alkol verimi degerleri %38-55 araliginda belirlenerek ¢alismadaki alkol
verimi degerlerine yakin ve daha yiiksek sonuglar elde edilmistir. Bu durumun
ananas atiginin ihtiva ettigi zengin inorganik ve organik madde kompozisyonu ve
besiyerlerine eklenen %0.5 (w/v) maya oziitiiyle iligkili oldugu diistintilmustiir.
Belirlenen fermentasyon etkinligi degerleri, hem atiklarin degerlendirilmesi, hem de
caligmanin sanayiye uyarlanabilirligi agisindan umut vaad etmektedir.

Bu tez calismasinda ananas kabuklarindan farkli hidrolizatlar ve bu
hidrolizatlar1 i¢eren on farkli besiyeri hazirlanmistir.

Bu hidrolizath besiyerleri igerisinde en fazla etanol iiretimi % 1.82 (w/v)
fruktoz, % 1.74 (w/v) glukoz iceren DHB’de belirlenmistir.

Etanol ireticisi E. coli FBR5 ile VHb ekspresyonu yapan TS3 ve TS4
suslarinin 48 saat siiresince iirettikleri etanol miktarlar1 belirlenmistir. Sonug¢ olarak
en fazla etanol liretiminin % 1.82 (w/v) fruktoz, % 1.74 (w/v) glukoz iceren DHB’de,
bliyiik 6lgekte VHb ekspresyonu yapan TS4 susu ile 2.41 (v/v) oldugu; fermentasyon

veriminin  %53.2, fermentasyon etkinliginin ise %105 oldugu ve VHb
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ekspresyonunun birim hiicre basma etanol iretimini % 36 kadar arttirdigi
belirlenmistir.

Bu tez ¢alismasinda VHb ekspresyonu yapan E. coli suslari ile meyve sanayi
atig1 olan ananas kabugu atifi hidrolizatindan etanol iiretiminin arttirilmasina
calisilmigtir. Yapilan ¢alismada elde edilen veriler fermentor ortaminda dnce pilot
Olcekte ve daha kontrollii bir ortamda gerceklestirilmesi, daha sonra da sanayide
uygulanmasi i¢in timit vericidir.

Bu calismanin sanayiye uygun sekilde fermentor gibi kontrollii ortam
sartlarinda gerceklestirilmesi sonucunda daha yiiksek etanol iiretiminin saglanacagi
diistiniilmektedir. Ayrica besi ortami farkli meyve atig1 hidrolizatlar ile karistirilarak
hazirlanip etanol iiretiminin ne sekilde etkilendigi gelecek ¢alismalarda

arastirilabilecek konular arasinda sayilabilir.
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