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OZET

Bu calismada arpa malt Oziitinden etanol {iiretimini arttirmada VHb
ekspresyonunun ve/veya hiicre immobilizasyonunun etkisi arastirildi. Etanol iireticisi
Esherichia coli susu olan FBR5 ve bu sustan gelistirilmis vgb bulunduran iki sus (TS3
ve TS4) fermentasyonu saglamak amaciyla kullanildi. Ayrica farkli karbon
kaynaklarmin (glukoz, maltoz ve arpa malt 6ziitli) etkin etanol iiretimine etkisi
karsilastirmali olarak seker igeren besiyerleri ile degerlendirildi.

Maltoz iceren besiyeri (MB) disinda glukoz (GB) ve malt 6ziitii igeren (MOB)
besiyerlerinde VHb ekspresyonunun ve immobilizasyonun etanol {iretiminde arttirict
etkisi oldugu goriildii. Denenen besiyerleri igerisinde arpa malt Oziitiiniin
fermentasyon ortami i¢in en iyi karbon kaynagi oldugu belirlendi. En yiiksek etanol
liretimi %2.97 oran1 ile immobilize TS4 susu ile MOB besiyerinde saglandi. MOB
besiyerinde birim hiicre biyokiitlesi basina etanol {iretiminin immobilize FBR5 susuna
gore immobilize TS3 susu icin %2, immobilize TS4 susu i¢in %15 oraninda daha
yiiksek oldugu belirlendi. Ayrica immobilize TS4 susu (vgh+) ile immobilize FBR5
(vgb-) susu ile iiretilenden %57 oraninda daha yiiksek miktarda etanol trettildigi
saptandi.

Immobilize boncuklarin tekrarli kullaniminin etanol iiretimine etkisi, 48 saatlik
ardisik 9 fermentasyon boyunca GB, MB ve MOB besiyerlerine aktariimasiyla
belirlendi. MOB besiyerinde, VHb eksprese eden immobilize haldeki TS4 susu,
immobilize FBRS ve TS3 susglara gore sirasiyla %18-55 ve %29-57 oraninda daha
fazla etanol iiretimi gergeklestirdi.

Tez calismast  sonunda, VHb  ekspresyonunun ve/veya  hiicre
immobilizasyonunun farkli karbon kaynaklarindan biyoetanol iiretimini arttirmada
etkin bir strateji oldugunu saptandi. Ayrica, arpa malt 6ziitiiniin biyoetanol iiretiminde
potansiyel alternatif bir karbon kaynagi olabilecegi goriildii. Sonug olarak immobilize
formdaki VHb ekpsrese eden E. coli suslarinin arpa malt 6ziitiinden etanol {iretimini

arttirmada timit verici bir yaklasim olabilecegi belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Vitreoscilla hemoglobini, Biyoetanol, Malt Oziitii, E. coli.



SUMMARY

In this study, the enhancement of bioethanol production through VHb expression
and/or cell immobilization from barley malt extract was investigated. The
ethanologenic Esherichia coli strain FBR5 and two derivative strains (TS3 and TS4)
carrying vgb (Vitreoscilla hemoglobin) were used. The effects of diffrent carbon
sources (glucose, maltose and malt extract) were also evaluated for efficient ethanol
production comperatively by using sugar containing media.

VHb expression and more effectively combination of VHb expression and
immobilization enhanced ethanol production in all fermentation media except maltose
containing media (MB). The barley malt extract was found to be the best carbon source
for the fermentation medium. The highest amount of ethanol production was 2.97%
(v/v) by using immobilized TS4 strain in barley malt extract medium (MOB). The ratio
of ethanol concentration to cell biomass as much as 2% for TS3 and 15% for TS4
compared to FBR5 strain in MOB medium by immobilized cells. In addition,
immobilized TS4 (vgb+) produced higher amount of ethanol than immobilized FBR5
(vgb-) at the rate of %57 MOB medium.

The efficiency of repeated use of immobilized cells, 9 succesive 48 houred
batches was determined by using GB, MB and MOB media. In MOB growth media,
free VHb expressing and more effectively immobilized TS4 strain produced higher
amount of ethanol up to 18-55% and 29-57% respectively than FBR5 and TS3 strains.

The results indicate that combination of VHb expression and/or cell
immobilization can be an effective strategy for improving bioethanol production from
diffrent carbon sources. In addition as a carbon source barley malt extract can be a
potential alternative raw material for bioethanol production. Repeated use of
immobilized VHb expressing ethanologenic E. coli cells could be a promising

approach to improve ethanol production from barley malt extract.

Key Words: Vitreoscilla hemoglobin, Bioethanol, Malt Extract, E. coli.
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1. GIRIS

Petrol ve tiirevlerinin farkli alanlarda asir1 kullanimindan kaynakli ham petroliin
azalmast ve cevre kirliliginin artmasi nedeniyle bilim insanlar1 petroliin yerine
gecebilecek farkli enerji kaynaklari arayisina girmislerdir. Fosil yakit kullaniminin
sera gazi emisyonunu arttirmasi, kiiresel 1sinma, hava kirliligi ve asit yagmurlar1 gibi
etmenler {lizerinde olan ekolojik dezavantajlar1 ciddi sekilde gbze c¢arpmaktadir.
Bunlar1 6nlemenin énemli bir yolu fosil yakit kullanimin1 azaltarak, enerji altyapisini
yenilenebilir enerjileri kullanmaya uygun duruma getirmektir. Petrole alternatif olmasi
beklenen bu enerji kaynaklarmin c¢evreye zarar vermeyecek, yenilenebilir,
stirdiiriilebilir hatta uzun yillardir atiklarla kirlenmis olan dogay1 biyolojik olarak daha
temiz hale getirebilecek 6zellikte olmasi i¢in ¢aba gosterilmektedir.

Kati, sivi ya da gaz formda olabilen bir¢ok farkli biyoyakit tiirii mevcuttur.
Biyodizel, biyogaz ve biyoetanol bunlardan yaygin olan birkacidir. Biyoetanol,
yenilenebilir, biyolojik temelli, sera gazi salinimina az etki eden, ¢evre dostu bir yakit
olarak fosil kokenli yakitlara alternatiftir. Biyolojik kdkenli yakit {iretiminde karbonca
zengin bitkilerin tohumlari, kabuklari ya da atiklar1 kullanilabildigi gibi sanayi atiklari,
yaniiriinleri ve atiksular da iiretim yontemine gore enerji kaynagi olarak tercih
edilebilmektedir.

Bircok farkli alanda kullanilabilirligi bulunan biyoetanoliin yakit verimliliginin
arttirilmas1  amaciyla fosil yakitlara karigtirllarak  kullannmi  glin - gectikge
yayginlagsmaktadir. Biyoetanolii benzinle karistirmak karbon salinimini azaltmanin
yanisira tasit kullanimi ile cevreye salinan zehirli gazlarin miktarinda azaltma
potansiyeline sahiptir.

Biyoetanol iiretimini biiylik 6l¢ekte saglamak i¢in gesitli politikalar gelistiren

ABD, Brezilya ve Kanada gibi iiretimde ve tiiketimde Oncii olan iilkeler
hammadde olarak tarimsal iriinleri yaygin bir sekilde kullanmaktadirlar. Ulkemizde
bu amagcla kullanilabilecek atik, yan {riin veya tarimsal iriinlerin potansiyelinin
belirlenmesi gerekmektedir. Ayrica belirlenen hammaddelerin fermentasyon yolu ile
biyoetanole doniistiiriilmesinde etkinligi ve pratikligi arttrmak adina farkh
biyoteknolojik yoOntemlerin uygulanabilirliginin arastirilmasi, yapilan {iiretimin

kalitesini arttiracaktir.



1.1. Tezin Amaci

Diinyada yakit olarak kullanimi giderek yayginlasan biyoetanol iiretimi
konusunda {ilkemizde yapilacak bilimsel ¢alismalarin 1s18inda endistriyel iiretimin
etkin ve verimli seviyelere ulastirilmasi olduk¢a 6nemlidir. Bu amagla bugiine kadar
yapilmis calismalar sayesinde potansiyel hammadde kaynaklarinin biyoetanol
verimleri belirlenmistir. Biyoetanol iiretiminde en yiiksek verimin saglandigi mustr,
seker pancari ve seker kamisi gibi bazi hammaddeler endiistriyel biyoetanol
tiretiminde genel olarak kullanilmaktadir. Bu hammaddelere yenilerini ekleyebilmek
icin daha oOnce kullanilmamis {riinleri biyoetanol {iretimi i¢in kullanilma
potansiyelinin belirlenmesi 6nemlidir.

Bu tez ¢alismasinda E. coli’nin FBRS5 (vgb-), TS3 (vgb+) ve TS4 (vgb+) suslari
kullanilarak, Vitreoscilla hemoglobini ekspresyonu ve/veya immobilizasyonun gida
sanayinde kullanilan malt Oziitinden etanol {iretiminde potansiyel avantajlart
arastirilmistir. Ayrica immobilize hiicrelerin biyoetanol iiretiminde uzun siireli

kullanimi da incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Enerji Kaynaklari

Genel tiikketimin artmasiyla mevcut yakitlarin artan insan popiilasyonunun enerji
ihtiyacini kargilamada yetersiz kalmigtir. Kullanimi yaygin olan fosil yakitlarin ¢evre-
dostu olmamasi nedeniyle ¢esitli kirleticilerin dogada birikiminin artmasi, alternatif ve
etkin yakit tiirlerine yonelime neden olmustur. Oniimiizdeki 40-50 yil igerisinde fosil
yakitlarin kullanimi bu yakitlarin tiikenmesine neden olacaktir [Vohra et al., 2014].
Asir1 kullanim nedeniyle agiga ¢ikan CO2, CO, NOx ve CHg gibi kirletici gazlarin
sebep oldugu sera gazi etkisi, iklim degisikligi ve buna bagl olarak deniz seviyesinin
yiikselmesi ile biyogesitliligin yok olmasina neden olabilecek kadar ciddi sorunlara
sebep olabilecektir [Vanhala et al., 2016; Kundu et al., 2013; Abnisa et al., 2013]. Bu
nedenle insan saghigina ve ¢evreye vermis oldugu geri doniisiimsiiz zararlarindan
dolay1 fosil yakitlarin yerine dogaya zarar vermeyen ve verimli bir sekilde enerji elde
edilebilecek ¢evre dostu yakitlarin gelistirilmesi konusunda arastirma-gelistirme

calismalar1 yayginlasmistir.

2.2. Biyoetanol

Biyoetanol, mikroorganizmalarla fermentasyon araciligi ile seker icerikli
maddelerden iiretilen bir biyomolekiildiir. Biyoetanoliin kullanim alanlar1 giin gectik¢e
artmaktadir. Biyoetanol karbonhidratlarca zengin yenilenebilen kaynaklardan
liretilebilen giiniimiiz yakitlarina alternatif bir yakittir [Zabed et al., 2017]. Ozellikle
biyoetanol iiretmek i¢in yetistirilen seker icerikleri yiiksek bitkilerin kullanilmasinin
yanisira ¢esitli sanayi kollarinda aciga ¢ikan atiklar da kullanarak biyoetanol tiretmek
miimkiindiir.

Amerika Birlesik Devletleri, Brezilya, Cin, Kanada ve birka¢g AB tiyesi iilke fosil
yakitlara olan bagimliligi azaltmak amaciyla biyoetanolun kullanimma ©6nem
vermektedir [Zabed et al., 2017].

Biyoetanol igeriginde %34.7 oksijen bulundurmasi ile benzine gore daha yiiksek
bir yanma etkinligi (%15) gostermesine neden olmaktadir [Kar ve Deveci, 2006].
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Araclarda kullanilacak olan benzinin oktan kalitesi o aracin motoruna uygun olacak
sekilde secilmektedir. Eger uygun oktanli yakit kullanilmazsa araglardaki onemli
kisimlarda ciddi hasarlar olusabilmektedir. Metil tersiyer biitil eter (MTBE) etil
tersiyer biitil eter (ETBE), tersiyer amil metil eter (TAME) ve diger oksijenatlar gibi
oktan arttiricilar ile benzinin oktan sayisi arttirilmaktadir. Bu bilesikler insan sagligina
ciddi zarar vermelerinin yanisira yeralti sularma karigsarak icme suyunu da
Kirletmektedir [Green and Lowenbach, 2001]. Bu uygulamanin yerine benzine belirli
oranlarda etanol eklenerek de oktan kalitesi arttirilabilmektedir. Benzine gore gozardi
edilebilir miktarda kiikiirtlii bilesikler icermesi nedeniyle biyoetanol, karisik
kullanimla kiikdirtlii bilesik saliniminin azalmasina yardimci olur [Pickett et al., 2008].
Ayrica benzin yerine etanol kullanimi karbon salinimint %80 oraninda azaltmaktadir
[Lashinky and Swartz, 2006].

Diinyada biyoetanol kullanimi giin gegtikce artmaktadir. Petrole %5-85 oraninda
katirsitirilarak  petroliin - etkin kullanimin1 saglayarak cevreye verdigi zararin
azaltilmasi da saglanmistir. Amerika, Brezilya ve Kanada gibi biyoetanol iiretiminde
oncli tlilkeler kullanilan fosil yakitlara karistirilmasini farkli oranlarda zorunlu
kilmistir.

Ulkemizde ise resmi gazetede yayimlanan 27 Eyliil 2011 tarihli ve 28067 sayili
teblige gore, piyasaya akaryakit olarak arz edilen benzin tiirlerinin, yerli tarim
tiriinlerinden iretilmis etanolden en az %3 oraninda eklenmesi 2014 yili itibariyle

zorunlu hale getirilmistir.
2.3. Biyoetanol Uretiminde Kullamilan Hammadeler

Genel anlamiyla biyoetanol iiretiminde kullanilan yenilenebilir kaynaklar
sekerler, nisastalar, lignoseliilozik biokiitle ve algler olarak gruplandirilabilir [Zabed
et al., 2017]. Seker ve nisasta kullanarak biyoetanol elde etme birinci nesil biyoetanol
olarak adlandirilirken, lignoseliilozik biyokiitleden ve alglerden biyoetanol eldesi
sirasiyla ikinci ve tliglincii nesil biyoetanol iiretimi olarak adlandirilmaktadir [Zabed et
al., 2017]. Biyoetanol iiretimi i¢in kullanilan bu hammaddelerden fermente edilebilir
sekerler elde edilebilmesi, hammaddenin yapisina bagli olarak asidik ve/veya
enzimatik hidroliz ve 1s1 uygulamasi gibi farkli 6n uygulamalara baghdir [Zabed et al.,

2017; Akbas and Stark, 2016]. Fermente edilebilen seker igeren hammaddeler
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dogrudan kullanilabilirken, nisastali iirlinlerde nisastay1 glukoza doniistiirmek icin
hidroliz islemine ihtiya¢ duyulmaktadir. Lignoseliilozik biyokiitlelerdeki seliilozun
fermente edilebilir sekerlere doniistiiriilmesi icin ise Oncelikle seliilozu pargalayan
enzimlerin etki edebilmesi i¢in bir 6n uygulama gerekmektedir [Zabed et al., 2017].
Biyoetanol iiretiminde kullanmak tizere yiliksek seker igerikleri nedeniyle yetistirilen
baz1 bitkiler ve bu bitkilerin etanol verimleri Tablo 2.2’de belirtilmistir [Zabed et al.,
2017]. Her ne kadar insan tiikketimi i¢in kullanilan bitkilerin enerji {iretimi amaciyla
kullanilmas1 bazi etik tartismalara neden olsa da bu yaklasim bir¢ok iilke tarafindan

bir tarim ve enerji politikasi olarak benimsenmistir.



Tablo 2.1: Biyoetanol iiretiminde kullanilan baz1 hammaddeler ve bu hammaddelerin
etanol verimleri.

Biyokiitle Etanol verimi (L/ton) Potansiyel verim (L/ha)
Seker kamisi 70-90 6470-6660
Seker pancart 95-107 1605-5500

Misir 370-470 4180
Sorgum sap suyu 40-86 2062—-2595
Sorgum suyu 250 1796-6591
Sorgum tohumu 380 1099
Melas 280 -
Arpa 345 —
Yulaf 264 —

Tritikale 368 -

Tatl1 Patates 125-170 1989-4800
Kasava 363455 4901

Yerelmasi 90 1821-5930

Ararot Kamisi 208 2496
Patates 80-100 1600
Bugday 376435 1001-1700

Hint Yerelmast 192 4800

Misir sap1 450 4400
Misir kogani 510 —

Bugday saman 490 —

Tim bu bitkisel kaynaklarin yanisira endiistriyel iiretim asamasinda aciga ¢ikan
karbonca zengin atiklar da biyoetanol iiretiminde hammadde olarak
kullanlabilmektedir. Ozellikle gida isleme sanayinde iiretim sonrasi olusan meyve
kabuklari, melas, peyniralt1 suyu, patates igleme atig1 gibi enerji icerigi yiiksek atiklar
bu amagla tercih edilen degerli atiklardandir. Bu tip sanayi atiklarinin halen icerdikleri
enerjiyi biyoetanole doniistiirmek, ayn1 zamanda dogadan aldigimiz hammaddeden

maksimum seviyede faydalanmamizi da saglayacaktir.



2.4. Vitreoscilla hemoglobini ve vgb Teknolojisi

Kesfedilen ilk bakteriyel hemoglobin olan Vitreoscilla hemoglobini (VHb), D.
Webster tarafindan Gram negatif bakteri Vitreoscilla sp.’den izole edilmistir [Webster
and Hackett, 1966]. Ancak ilk onceleri cytochrome 0 oldugu sanilan Vitreoscilla
hemoglobinin, aslinda bir hemoglobin molekiilii oldugu ilerleyen ¢aligsmalar sayesinde
ortaya konulmustur [Wakabayashi et al., 1986]. ilerleyen ¢alismalarla birlikte bu
protein grubunun bulundugu canli metabolizmasinda 6nemli bir¢cok rolii oldugu
anlasilmis ve biyoteknolojik uygulamalar {izerine arastirmalar yogunlagsmistir [Frey
and Kallio 2003; Vinogradov et al. 2006; Zhang et al. 2007]. Protein yapili oldugunun
anlasilmasi ile vgb farkli canlilara klonlanmis ve etki ettigi metabolik yolaklar
arastirilmistir. VHb’nin hiicre kiitlesinin, antibiyotik iiretiminin, fermentasyon
iriinlerinin ve toplam veya tek bir proteinin miktarin1 arttirmada, ayrica ¢evre i¢in
potansiyel zararli bilesiklerin biyodegradasyonunda etkinlik sagladigi bilinmektedir
[Stark et al., 2011].

Izole edildigi canli olan Vitreoscilla sp. zorunlu aerobik bir canli olmasina
ragmen, VHb nin ekspresyonunun diisiik oksijenli kosullarda indiiklenmesi sayesinde
hipoksik kosullarda yasayabilmektedir [Pringsheim, 1951]. VHb ekspresyonu oksijen
seviyesine bagli olarak diizenlenir [Boerman and Webster, 1982]. Oksijen baglayan
protein olarak, ortamda olan oksijeni, terminal solunum oksidazlarina tasir. Bazi
caligmalarda VHb’nin solunumdaki etkisini belirlemek amaciyla, spesifik bolgelere
mutasyonlar yapilarak oksijen baglanmasini etkileyen etmenler arastirilmistir
[Ratakonda et al., 2013]. Sekil 2.2.”de VHb nin 3 boyutlu yapist mevcuttur [Ratakonda
etal., 2013]. Yapilan bir ¢alismada, terminal oksidazlar1 olmayan mutant bakterilerde
VHb varligi sayesinde solunum devam edebilmistir. Bu durum VHb’nin terminal
solunum oksidazi olarak da is yapabildigini ortaya koymustur [Dikshit et al. 1992].

02, CO, NO ve CN- gibi cesitli ligandlar hemoglabinlerin hem grubuna
baglanarak adsorbsiyon spektrasi olusturmaktadir. G6zlemlenen adrobsiyon spektrasi
sayesinde hemoglobinlerin karakterizasyonu belirlenir. Oksijen ve karbonmonoksit
ferrous hem grubuna, nitrik oksit ise ferrous ve ferrik hem grubuna baglanir.
Hemoglobin miktarini belirlemek amaciyla VHb’i absorbsiyon spektrasinda goriiniir
hale getirmek i¢in CO ile indirgendiginde 419-439 nm araliginda, kimyasal olarak

NazSsOs ile ise 416-430 nm araliginda absorbsiyon piki vermektedir.



Bakteriyel hemoglobinin oksijen durumuna bagli bir sekilde ekprese edilmesinin
nedeni, promotoriiniin (Pvgb) oksijene duyarli bir promotér olmasidir. Promotordeki
bu duyarlilik, iizerinde tanima bolgelerini tagidigi Fnr, ArcAB ve OxyR gibi bazi
global diizenleyici proteinlerin oksijen durumunu algilayic1 mekanizmalarda gorev
almasiyla saglanmaktadir (Sekil 2.1) [Yang et. al., 2005].

Crp/Arc For Pribnow l_,

wt TGTGCGATTAA GTTTTAAGRG GCAATAAAGR TTATAATAAG TGCTG

Sekil 2.1: Yabanil tip vgb’nin promotdr bolgelerinin sekanslari. Kalin: Pribnow
kutusu; Altr gizili: ArcA bolgesi; Italik: Crp bolgesi; Bold ve italik: Fnr bolgesi.

Sekil 2.2: Vitreoscilla hemoglobinin ii¢ boyutlu yapist

Solunum metabolizmasimi diizenleyerek bir¢ok farkli metabolik yolagi da
etkinlestime 6zelligi olan vgb, ¢esitli amaglarla bazi mikroorganizmalara aktarilmistir.
vgb’nin aktarildigi mikroorganizmalar ve iiretiminin arttirildigi tiriinlerden bazilart

Tablo 2.2°de verilmistir [Stark et al., 2014].



Tablo 2.2: VHb eksprese eden mikroorganizmalar araciligiyla mikrobiyal {iriinlerin
artisinin saglandigi giincel ¢calismalar.

Tiirler Uriinler Referanslar
P. aeruginosa Rhamnolipid Kahraman ve Erenler, 2012
B. amyloliquefacien  Poly-y-glutamic acid Zhang et al., 2013
A. hydrophila Hydroxyalkanoates Liuetal., 2011
C. freundii Methionine y-lyase Kahraman ve ark., 2011
C. crenatum L-arginine Xuetal. 2011
S. elodea Gellan gum Wu et al. 2011
S. gilvosporeus Natamycin Wang et al. 2014
S. diastatochromogenes Toyocamycin Ma et al. 2014
E. coli Biomass Pablos et al. 2011
E. coli Etanol Sanny et al. 2010;

Arnaldos et al. 2012;
Abanoz et al. 2012;
Akbas et al. 2014

Bir ¢alismada, E. coli’nin etanolojenik suslarindan VHb ekspres etmeyen FBR5
ve VHb ekspres eden TS3 suslart kullanilarak glukoz, ksiloz veya misir kalintisi
hidrolizat1 i¢eren besiyerinde mikroaerobik kosullarda etanol iiretimi incelenmistir.
Calismanin sonunda mikroaerobik kosullarda TS3’tiin FBR5’ten glukoz, ksiloz ve
misir kalintist hidolizat1 iceren besiyerlerinde sirastyla %30, %119 ve %59 oraninda
daha ytiksek oranda etanol tirettigi belirlenmistir. Biiyiik 6l¢ekte tiretim potansiyelini
belirlemek i¢in 2L hacimde glukoz ve ksiloz besiyeri igerisinde gerceklestirilen
fermentasyon sonucunda TS3 FBR5’ten sirasiyla %10 ve %15 oraninda daha yiiksek
miktarda etanol iirettigi rapor edilmistir [Sanny et al., 2010].

Farkli oranlarda (0.25-2x) LB ve 80g/dm? ksiloz iceren besiyeri kullanilarak
etanol tiretiminde VHb ekspresyonunun etkisini gérmek amaciyla VHb ekspres
etmeyen FBRS ve VHb ekspres eden TS3 suslar1 kullanilmistir. Tiim durumlarda TS3,
FBR5’ten daha yliksek miktarda etanol iiretmistir. En yiliksek etanol iiretimi 0.25x LB
kullanildiginda TS3 ile elde edilmistir. Misir piiskiilii hidrolizat1 farkli oranlarda (0.2,
0.4 ve 0.8m*/m®) 2x LB’ye karistirilarak olusturulan besiyerinde de TS3, FBR5’ten



daha vyiiksek miktarda etanol iiretmis, en yiiksek verimin 0.4 m*m?3 hacminde
hidrolizat iceren besiyeri ile elde edildigi belirlenmistir [Arnaldos et al., 2012].

VHb ekspres eden suslarla yapilan baska bir c¢alismada ise farkli besin
takviyeleri ile desteklenen peyniralti suyu, peyniralti suyu tozu veya seker pancari
melasi i¢eren besiyerlerinde E. coli’nin VHb ekspres etmeyen FBR5 ve VHb ekspres
eden TS3 ve TS4 suslari kullanilarak etanol iiretimine VHb ekspresyonun etkisi
arastirilmistir. 48 saat siiren fermentasyon sonunda VHb ekspresyonunun {i¢ sanayi
atig1 ile de etanol liretimini arttirdig belirlenmistir [Akbag ve ark., 2014].

Patates isleme atig1 hidrolizati kullanilarak yapilan bir ¢aligmada etanolojenik
FBR5 (vgb-), TS3 (vgb+) ve TS4 (vgb+) suslari ile LB besiyerinde etanol iiretimi
incelenmistir. Diisiik havalandirmali kosullarda gergeklestirilen fermentasyonlar
sonucunda VHb ekspresyonunun TS3 ve TS4 suslarinda sirasiyla %5 ve %18 oraninda
etanol liretimini arttirdig1 belirlenmistir [Abanoz ve ark., 2012].

Biyoetanol iiretiminde verimin yiiksek olmasi 6nemlidir. Bu amagla kullanilan
hammadde, kiiltiir kosullar1 ve olusturulan fermentasyon besiyeri icerigi gibi verimi
etkileyecek parametreler iyi belirlenmelidir. Tiim bunlarin yanisira fermentasyonu
saglayacak mikroorganizmanin 6zellikleri de verimi arttirmada olduk¢a onemlidir.
Bitkisel hammaddeler ve gida isleme atiklart genellikle tek seker ¢esidi
icermediklerinden, kullanilacak olan fermentatif mikroorganizmanin birden ¢ok seker
cesidini metabolize edebilmesi gereklidir. Ozellikle biiyiik dlgekte iiretimde ortam
kosullar1 asir1 kontrollii olamayacagindan pH degisiklikleri, oksijen yetersizligi ve
canlimin kendi trettigi ¢esitli metabolitlerin varlig1 veya artis1 gibi ¢evresel kosullarin
degismesinden olumsuz etkilenmeyecek tiirde dayanikli mikroorganizmalar se¢mek,
genetik miihendisligi ile canliyr iyilestirmek ya da mikrobiyal hiicreleri olumsuz
ortamdan biyoteknolojik yontemlerle izole etmek gerekmektedir.

Tez c¢alismasinda, E. coli’nin etanolojenik FBR5 susu ve bakteriyel
hemoglobin (Vitreoscilla hemoglobini) iiretecek sekilde transforme edilmis TS3 ve
TS4 suslart kullanilmistir. Fermentasyon esnasinda sadece etanol degil laktik asit,
hidrojen, biitirik asit veya aseton da iiretilebilir. Farkli metabolitlerin olusumu ile
ortamdaki karbon kaynagi kaybin1 onlemek i¢in etanolojenik FBRS susunun tiim
fermentasyon yolaklar1 susturulmus ve Zymomonas mobilis’in pLOI297 plazmidinde
kodlanan piruvat dekarboksilaz (pdc) ve alkol dehidrojenaz (adhb) genleri ile

rekombine edilmistir. Boylece fermentasyon sonunda firetilen tek metabolit etanol
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olmustur [Althertun and Ingram, 1989]. Bakteriyel hemoglobinin etanol iiretiminde
etkisini belirlemek amaciyla FBRS5, vgb bulunduran az kopya sayili pTS3 plazmidi
transforme edilip TS3 susu; pTS4 plazmidi ile transforme edilmesi ile ¢ok kopya TS4
susu gelistirilmistir [Sanny et al., 2010].

2.5. Hiicre Immobilizasyonu

Immobilizasyon, tutuklanmak istenen yapinin etkinliginin korunmasi ve etkin
bir iiretim saglanmasi i¢in kullanilan bir yontemdir. Bu amagcla gelistirilmis
flokiilasyon, yilizeye tutunma, tastyici ortama kovalent baglanma, hiicrelerin ¢apraz
baglanmasi, polimer jel igerisine kapsiilleme ve matriksde tutuklanma gibi cesitli

immobilizasyon yontemleri mevcuttur (Sekil 2.3) [Cassidy et al., 1996].

o 2. Yiizeye tutunma
1. Flokiilasyon g 3. Tasyicrya kovalent

P baglanma
;“F sRgesy q q
sooloe M

P

[e e
()
e

4. Hiicrelerin capraz 5. Polimer jel icerisine 6. Matriks icinde tutuklama
baglanmasi kapsiilleme

Sekil 2.3: Immobilizasyonda kullanilan yéntemler

Bilimsel ve endiistriyel alanlarda kullanmak {izere mikrobiyal enzimler
[Mosbach, 1987a; Mosbach 1987b; Mosbach 1987c], organeller [Mattiasson ,1983a;
Mattiasson 1983b] ve hiicreler immobilize edilmektedir [Cassidy et al., 1996].
Immobilize edilen bu yapilar metabolit iiretimi, bir bilesigin ya da hiicrenin bir ortama
kontrollii salinim1 veya cevreye zararli bir bilesigin biyodegradasyonunu saglamak
icin kullanilabilmektedirler. Metabolit iiretiminde mikroorganizmalarin kullanimi

aragtirmalarin disinda endiistriyel olarak da yayginlasmistir. Kitlesel tiretimde ortam
11



sartlarinin  degismesiyle ortaya c¢ikan sorunlarin Oniine ge¢mek icin farkl
biyoteknolojik yontemler gelistirilmistir.

Yiiksek yogunluktaki hiicrelerin, hidrojel bir matriks sayesinde bir arada tutarak
iretkenliklerinin arttirilabildigi birgok calismada rapor edilmistir. Bu gecirgen
matriksler sayesinde immobilize edilen mikrobiyal hiicreler degisen pH, sicaklik,
organik ¢oziicii konsantrasyonu gibi zararli ¢evresel kosullardan izole bir sekilde
canliliklarmi koruyabilmektedirler [Park and Chang, 2000]. Ayrica iiretim sonrasi
immobilize hiicreleri {iriinden ayirmak, serbest hiicrelerle kiiltiire almaya kiyasla daha
kolay olmaktadir. Tutuklamanin yapildigt polimerin porlu yapis1 sayesinde,
mikrobiyal hiicrelerin liretmis oldugu metabolitin elde edilmesi pratik hale
gelmektedir. Bu sayede yiiksek konsantrasyonlu iiretimin oldugu kosullarda
metabolitin sebep olabilecegi hiicrelerin inhibisyona ugramasi durumunun da niine
gecilmesi saglanmis olmaktadir.

Aljinat, bakteriyel seliiloz, x-Carrageenan gibi dogal polimerlerin yanisira
poliakrilamid, polietilen glikol ve poliiiretan gibi sentetik polimerler de hiicre
immobilizasyonunda kullanilmaktadir. Hiicre immobilizasyonunda dogal polimerleri
kullanmak hiicre canliliginin devamliligina zarar vermediginden genellikle daha ¢ok
tercih edilmektedir. Sodyum aljinat dogal polmerler igerisinde en yaygin
kullanilanidir.  Polimerlesme kosullarinin  uygulamayr zorlastirmamasi, kolay
bulunmasi gibi 6zelliklerinden dolay1 diger dogal polimerlere gore daha fazla tercih
edilmesine neden olmustur.

E. coli’nin FBRS5, TS3 ve TS4 suslariyla yapilan bir ¢alismada erlenler ve
fermentor kullanarak serbest ve immobilize hiicrelerin etanol {iretim kapasiteleri
arastirilmistir. Farkli oranlarda (%3, 5, 8 ve 15) peyniralti suyu tozu ve maya 6ziitii (%
0.3 ve 0.5) igeren fermentasyon besiyerinde 48-96 saatlik inkiibasyonlar
gerceklestirilmistir. Calismanin sonucunda daha fazla etanol tiretimi gergeklesmis ve
%8 oraninda laktoz ve 9%0.5 oraninda maya 0ziitli igeren besiyerinde tiim suslarla
farkli oranlarda serbest hiicrelere gore en etkin etanol iiretiminin saglandigi besiyeri
olarak belirlenmistir [Sar et al., 2016].

Fermente edilebilir sekerlerce zengin Mahula bitkisinin (Madhuca latifolia L.)
taze ve 12 ay depo edilmis ¢i¢ekleri kullanilarak S. cerevisiae CTCRI susunun serbest
ve immobilize formlarinin etanol iiretimi 2L hacimli erlenlerde inkiibasyonu

saglanarak incelenmistir. Sonu¢ olarak immobilize hiicrelerin etanol {iretiminde
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serbest hiicrelerden daha etkin oldugu belirlenmistir. En yiiksek alkol iiretimi taze
ciceklerle olusturulan besiyeri igerisinde immobilize hiicrelerle gergeklestirilen
fermentasyon sonucu elde edilmistir [Swain et al., 2007].

Stirekli etanol iiretimini saglamak i¢in yapilan bir calismada ise farkli oranlarda
(50, 100, 150g/L) seker kamis1 melasi ile olusturulan besiyeri serbest ve %3 oraninda
sodyum aljinat kullanilarak kaplanmis immobilize hiicrelerle immobilize hiicre
reaktoriinde inkiibe edilmistir. En yiiksek etanol tiretimi %46.23 teorik alkol verimi ile
19.5g/L miktarinda elde edilmistir [Ghorbani et al., 2011].

Farkli immobilizasyon matrikslerinin alkol iiretimine etkisini kiyaslamak
amaciyla Ca-aljinat ve k-Carrageenan ile immobilize edilmis Z. mobilis ve S.
cerevisiae hiicreleri siirekli fermentasyon sisteminde inkiibe edilmistir. Ca-aljinat ile
kaplanan hiicreler x-Carrageenan ile kiyaslandiginda daha etkin etanol iiretimi
saglamiglardir. En yiiksek iiretim %82 konversiyon oraniyla 77g/L/h etanol ile Ca-
aljinat kapli Z. mobilis hiicreleri ile elde edilmistir [Ryu and Lee 1997].

Biyoetanol iiretiminde immobilizasyonu ticari boyuta tasimak icin olusturulan
boncuklarin tekrar kullanilabilirlikleri arastirilmaktadir. Biiyiik 0Olgekte etanol
tiretiminde her {iretim i¢in yeni boncuklar olusturmak zamandan, paradan ve
isgliciinden zarar edilmesine neden olacaktir. Bu nedenle igerisindeki hiicrelerin
metabolizmalarini olumsuz etkilemeyecek kadar birden c¢ok sefer kullanilabilecek
dayaniklilikta boncuklar olusturmak ve bu boncuklarin kullanilabilirligini belirlemek
oldukga dnemlidir.

Yapilan bir caligmada, sodyum aljinat ile immobilize edilmis E. coli’nin FBRS
ve TS3 suslart kullanilarak, peyniraltt suyu tozu igeren besiyeri igerisinde etanol
tiretiminde boncuklarin tekrar kullanilabilirligi arastirilmistir. Farkli saklama
soliisyonlarinda farkli siirelerde (15, 30, 60 giin) muhafaza edilen immobilize hiicreler
etanol iiretiminde farkli sonuglar vermistir. 15 ve 30 depolanan boncuklar 96 saatlik 8
tekrar boyunca azalma olmadan etanol iiretimi devam etmistir [Sar et al., 2017].

Onuygulamaya tabi tutmadan ve herhangi bir besin takviyesi eklemeden
dogrudan dogal sorgum kiispesi kullanilarak immobilize S. cerevisiae hiicreleri
tekrarl1 etanol {iretimi incelenmistir. Immobilize hiicrelerin etanol iiretiminde serbest
hiicrelerden 2.24 kat daha etkin oldugu belirlenmistir. Tekrarli kullanim i¢in
fermentasyon ortaminda 200g/L seker bulunacak sekilde kiispe eklenmis ve neredeyse

tiim sekerin ilk 16 saatin sonunda tiikkendigi gozlenmistir. 50mL besiyeri igerisinde
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gerceklestirilen tekrarli kullanim denemeleri sonucunda 13 tekrar boyunca ortalama
olarak 96g/L. alkol elde edilmis, hatta sonraki tekrarlarda miktarin 100g/L’ye
yaklastig1 rapor edilmistir [Yu et al., 2007].

Duarte ve arkadaslar1 (2013), boncuk dayanikliligini arttirmak amaciyla 6nceden
olusturulmus Ca-aljinat boncuklar1 kitosan ile kaplayarak etanol tiretimini glukoz veya
stikroz iceren besiyerlerinde incelemislerdir. Etanol iiretiminde Ca-aljinatli hiicrelerin,
kitosan kapli1 Ca-aljinatlu hiicrelerden daha verimli oldugu belirlenmistir. Boncuklar
10 saatlik 8 kullanim boyunca sabit denebilecek seviyede etanol iiretimi saglamisken,

8 kullanimdan sonra bozulmaya baslamis oldugu rapor edilmistir [Duarte et al., 2013].

2.6. Malt Oziitiiniin Eldesi ve Ozellikleri

Nisasta igerigi yiiksek hammaddelerin biyoetanol iiretiminde kullanilmasi
oldukca yaygindir. Bunun sebebi bu hammaddelerin elde edildigi bitkilerin diinyada
genis bir bolgede yetisebilmesi, 6zel ekolojik isteklerinin olmayisi, hem yaz hem de
kis bitkisi olan varyetelerinin bulunmasi ve depolanmaya uygun olmalaridir [Zabed et
al., 2014]. Tahillar (%60-80), yumrular (%60-90), baklagiller (%25-50) ve
olgunlasmamis yesil meyveler (%70) nisasta igerikleri yiiksek hammaddelerdendir
[Huang et al., 2013]. Misir, bugday, kasava, patates ve tath patates de biyoetanol
tiretiminde kullanilan, nisasta i¢erigi yiiksek tiriinlerin arasina girmistir [Balat, 2011].

Nigastal1  iirlinlerin  biyoetanol iiretiminde karbon kaynagi olarak
kullanabilinmesi i¢in bazi 6n uygulamalardan gegirilmesi gerekmektedir. Nisastay1
glukoza hidrolize edebilmek i¢in bazi amilolitik enzimler kullanilmaktadir. Ancak
kiigiik 6lgekte tiretim yapildiginda enzim kullanimi maliyeti arttirabilmektedir.

Bir tahil tiirii olan arpa (Hordeum vulgare), yiiksek nisasta igeriginin yanisira
cimlenmesiyle birlikte etkinlesen enzimleri sayesinde igerdigi nigastanin biiyiik bir
kismimi pargalayabilen bir tohumdur. Bu ilging 6zelligi sayesinde herhangi bir
kimyasal uygulamasi yapmaya gerek kalmadan nisasta hidrolizi sonucu glukoz elde
edilmektedir. Diger tahillarda bu islemi yapabilecek miktarda enzim olmadigindan
arpa diger tahillardan bu 6zelligi ile ayrilmaktadir [Durgun, 2008].

Malt oziitlinii elde etmek genel olarak 1slatma, ¢imlendirme, kurutma-kavurma
ve mayseleme, siizme ve buharlastirma islemleri sirasiyla uygulanmalidir. Islatmadaki

ama¢ tohumun suyu igerisine alarak ¢imlenme icin gerekli bitki biiylime
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diizenleyicilerinin harekete ge¢cmesini saglamaktir. Hatta bu agamayr hizlandirmak
icin disaridan Giberellik asit (GA) takviyesi yapilabilmektedir. Cimlenmeyi baslatacak
olan GA arpa tanesindeki al6ron tabakasina ulasir. Enzim deposu olan aléron
tabakasinda enzimlerin olusumu ve var olan enzim miktarinin artis1 saglanir [Durgun,
2008]. Sirasiyla endo-p-glukanaz, a-amilaz, proteaz ve fosfataz enzimler olusur.
Cimlenme sonunda seker miktart %2-3’ten %7,5-14,5’e ylikselir [Durgun, 2008].
Azotlu madde miktar1 ise ¢cimlenmeyle %8-10’dan %20-25’e ¢ikar [Durgun ve Kilig,
1978]. Cimlenen tohum kontrolii sicakliklarda (50-60 °C) kurutulmaktadir [Durgun,
2008]. Kurutmadan sonra kademeli olarak farkli sicakliktaki su ile muamele edilen
malt, enzimlerin etkin calistig1 sicakliklarda hidrolizi saglanarak daha kiiciik yapidaki
monomerlerine ayrismaktadir. Elde edilecek malt 06ziiti beslenme amach
kullanilacaksa maltoz miktarinin fazla olmasi saglanir. Sonucta elde edilen fiiriin
santrifiijle tortularindan ayrilir. Elde edilen malt 6ziitiiniin kuru madde igerigi olduk¢a
yiiksek ve zengindir. igerdigi kuru maddeler arasinda maltoz, glukoz, dekstrinler,
azotlu maddeler, mineraller, pentozlar, maltotriozlar ve tetraozlar bulunur
[Schormiiller, 1974]. Tablo2.3.’de maltlamanin arpadaki kuru madde miktarina etkisi

verilmistir [Bhatty, 1996].

Tablo 2.3: Maltlama islemine tabi tutulmus ve tutulmamis arpanin kuru madde

igerikleri
Icerik, Kuru Madde Malt Edilmemis Malt Edilmis
Nem % - 43.4
Toplam Protein % 15.3 13.7
Nisasta % 61.4 62.8
Beta Glukan % 4.4 1.2
Coziiniir Karbonhidratlar % 2.9 10.2
Cozinir Proteinler % 3.6 4.4
Viskozite, cps 20.2 1.6
Kalan Seker % 0.3 3.2
Alfa Amilaz, Ceralpfa Units g 0.1 288
Beta Glukanaz, U/kg 0 502
Proteolitik Aktivite mg npn 100g™* 46 105
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3. GERECLER VE YONTEMLER

3.1. Gerecler

3.1.1. Kullanilan Sarf Malzemeler

Bu tez ¢alismasinda kullanilan sarf malzemelerden NaOH, Na2S204, (NH4)2SOa4,
NaCl, HCI, H2SO4, D-Xylose, asetonitril (HPLC Grade), streptomisin siilfat, ampisilin
sodyum ve gentamisin siilfat antibiyotikleri Merck (Darmstatd, Almanya)’ten temin
edildi. Tripton, maltoz ve agar Biolife (Milano, Italya)’tan, maya 6ziitii ise Applichem
(Darmstatd, Almanya)’den saglandi. Sodyum aljinat, D-Glucose, MgS04.7H20 ve
CaCl> Sigma-Aldrich (Amerika Birlesik Devletleri)’ten satin alindi. Biyoetanol
tiretimi i¢in besiyerine ilave edilen malt 0ziitii ise Anadolu Efes Biracilik ve Malt
Sanayii A.S.’den temin edildi. HPLC analizleri i¢in 6rnekleri hazirlamada kullanilan
0,22 pm sirga ucu filtreler Sartorius (Gottingen, Almanya)’tan ve alkol ve seker
analizi i¢in GL Sciences (Tokyo, Japonya) marka NH> kolon (Inertsil, 4.5 1.D.x250
mm) tercih edildi.

3.1.2. Kullanilan Cihazlar

Calisma boyunca hiicrelerin besiyerleri icerisinde inkiibasyonlari New
Brunswick Scientific Excella E2s model galkalamali inkiibatorde saglandi. Hiicrelerin
optik yogunluklar1 (OD) Shimadzu UV Spektrofotometre UV 1800 ile ol¢iildii.
Besiyeri igeriklerinin hazirlanmasi esnasinda tartim islemleri i¢in Kern 200-3 marka
hassas tart1 kullanilirken, hazirlanan ¢ozeltilerde tam karigmay1 saglamak amaciyla ve
kabin igerisinde hiicre immobilizasyonunda IKA RH Basic 2 marka manyetik
karistirict kullanildi. Besiyeri ve kiiltir pH degerleri Hanna Instruments HI
2211pH/ORP metre ile belirlendi. Gerektiginde besiyeri hazirlarken, hemoglobin
Olctimleri i¢in kiiltiirden ortamindan hiicreleri ayirirken ve 6rneklerin kalan seker ve
etanol Ol¢timleri i¢in hazirlik asamasinda Awel CF 48-R, Heraeus Labofuge 400R ve
Labogene Scanspeed 1730R santrifiijleri kullanildi. Hemoglobin 6l¢iimlerinden 6nce
kiiltiirlerden elde edilen pelletlerdeki hemoglobinin ekstraksiyonunu saglamak i¢in
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Branson Ultrasonic Sonifier 250 (Danbury, ABD) ile pargalanarak hemoglobin
miktarlar1 Shimadzu UV Spektrofotometre UV 1800 (Kyoto, Japonya) ile dlgiildii.
Fermentasyon sonunda kalan seker ve iiretilen etanol miktarin1 6lgmek icin cesitli
modiillerden olusan Shimadzu marka HPLC cihazi (LC-20AD, Autosampler SIL-
20AC, RID Dedektor RID-10A, UV Dedektér SPD-20A, Floresan Dedektor RF-20A,
Firm CTD-10AS) kullanildi.

3.1.3. Kullanlan Bakteri Suslan

Bu tez c¢alismasinda USDA laboratuvarindan temin edilen Escherichia coli
FBRS susu [Dien ve ark., 2000] ve bu sus kullanilarak Dr. Sanny tarafindan gelistirilen
TS3 ve TS4 [Sanny et al., 2010] suslart kullanildi. Biitiin suslar pdc (piruvat
dekarboksilaz), adhb (alkol dehidrojenaz) [Dien ve ark., 2000] igeren plazmidler ile
transforme edildi. Bu suslardan TS3 ve TS4 vgb igerecek sekilde olusturulan
plazmidler ile transforme edilerek gelistirildi (Illinois Institute of Technology,

Department of Biological Chemical and Physical Sciences, Chicago, IL, USA).

3.2. Yontemler

3.2.1. Kiiltiir Ortamlarimin Hazirlanmasi

Calismada E. coli FBR5, TS3 ve TS4 suslari kullanilarak gida sanayinde
kullanilan malt 6ziitiinden biyoetanol {iretimi gergeklestirildi. Biyoetanol {iretimi i¢in
gereken fermentasyon siiresi, besiyerinin i¢erdigi seker tiirliniin tiiketilme hizina gore
belirlendi. Besiyerine takviye amagli mineral karigimi eklendi (Kuhad et al., 2010).
Besiyerlerinin karamelize olmasini engellemek i¢in seker soliisyonlar1 ve malt 6ziiti,
diger iceriklerden ayr1 bir sekilde otoklavland: (Hirayama Hiclave™, HVE-50,
Saitama, Japonya). Besiyeri igerisine her bakteri susu i¢in eklenmesi gereken

antibiyotikler ve miktarlar1 Tablo 3.1°de gdsterildi.
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Tablo 3.1: Kullanilan bakteri suslariin inkiibasyonu i¢in kullanilan antibiyotik
tiirleri ve miktarlari.

Bakteri Susu Antibiyotik Tiirii Miktari
FBR5 Ampisilin 100 pg/mL
TS3 Ampisilin; Streptomisin 100 pg/mL; 50 pg/mL
TS4 Ampisilin; Gentamisin 100 /mL; 5 pg /mL

3.2.1.1. Pasajlamada Kullanilan Kati Besiyerinin Hazirlanmasi

Tablo 3.2°de igerigi verilen %8 ksiloz igeren LB (Luria-Bertani) besiyeri steril
edildikten sonra sicakligi yaklasik 50°C’ye sogutulduktan sonra Tablo 3.1°¢ gore
uygun antibiyotikleri eklendi. Steril kosullarda Petri kaplarina dokiildii ve donmasi

beklendi. Kullanim stresine kadar +4°C’de muhafaza edildi.

Tablo 3.2. LB Besiyeri igerigi (1L, pH 7.0).

Besiyeri Igerigi Miktar (g)

Maya Oziitii 5
Tripton 10
Ksiloz 80
NaCl 5
Agar 15

3.2.1.2. Glukozlu Besiyerinin Hazirlanmasi

Biyoetanol iretimi ile ilgili ¢aligmalarda genel olarak kullanilan bir
monosakkarit seker ¢esidi olan glukoz, mikroorganizmalarin metabolize edebildigi
evrensel bir karbon kaynagidir. Kullanilan bakteri suslarinin glukozlu besiyerindeki
(GB) etkinligini gérmek icin %8 oraninda glukoz igeren besiyeri igerigi olusturuldu

(Tablo 3.3).
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Tablo 3.3. Glukozlu Besiyeri Icerigi (1L, pH 7.0).

Besiyeri Igerigi Miktar ()

Tripton 10
Maya Oziitii 5
Glukoz 80
MgSO4 0.5
CaCl> 0.1
(NH4)2SO04 2

3.2.1.3. Maltozlu Besiyerinin Hazirlanmasi

Malt 6ziitlinilin biyoetanol {iretimindeki etkinligini gormek icin ayn1 miktarda ve
tiirde sekerler igeren bir besiyeri olusturuldu. Bunun i¢in %4.5 oraninda maltoz ve %1

oraninda glukoz igeren besiyerinin icerigi (MB) Tablo 3.5’tedir.

Tablo 3.4. Maltozlu Besiyeri Icerigi (1L, pH 7.0).

Besiyeri Icerigi Miktar (g)

Maltoz 45
Glukoz 10
Maya Oziitii 5
MgSO4 0.5
CaCl2 0.1
(NH4)2S04 2

3.2.1.4. Malt Oziitii iceren Besiyerinin Hazirlanmasi

Anadolu Efes Biracilik ve Malt Sanayii A.S.’den temin edilen malt 6ziitiiniin
icerdigi seker cesitleri ve miktarlart HPLC (Shimadzu) araciligi ile belirlendi. Yapilan
analiz sonucunda %9 oraninda Maltoz ve %2 oraninda glukoz icerdigi tespit edildi.
Yapilan 6n ¢alismalarla bu ¢alismada kullanilan bakteri suslarinin {ireyebildigi seker

konsantrasyonu belirlenerek ve uygun bir besiyeri icerigi gelistirildi. En etkin
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tiremenin oldugu seker miktari olarak %4.5 maltoz ve %1 glukoz olarak belirlendi.

Malt &ziitii iceren besiyeri (MOB) igerigi Tablo 3.4 tedir.

Tablo 3.5. Malt Oziitlii Besiyeri Igerigi (1L, pH 7.0).

Besiyeri Igerigi Miktar ()

Malt Oziitii
(Maltoz %9) 500 mL
(Glukoz %2)
Maya Oziitii 5
MgSO4 0.5
CaCl; 0.1
(NH4)2S04 2

3.2.2. Stok Kiiltiirlerin Pasajlanmasi ve Muhafazasi

Bakteri suslar1 uygun antibiyotikleri ve %8 (w/v) oraninda ksiloz igeren steril

LB agar besiyeri (Tablo 3.2) kullanilarak pasajlandi.

3.2.3. Onkiiltiirlerin Hazirlanmasi

Onkiiltiir icin 24 saatlik taze kiiltiirler kullamldi. Bir veya iki koloni 10 mL
fermentasyon besiyerine 50mL hacimlik erlenlerde inokiile edilerek yaklasik 16 saat
boyunca 37°C sicaklikta 180 rpm ¢alkalama hizinda bir inkiibatorde (Edmund Biihler
GmbH, TH15, Hechingen, Almanya) inkiibe edildi. Kiiltiirlerin ODgoonm’deki optik
yogunluklari, ODeoonm 0.6 degerini asmayacak sekilde gerektiginde steril 6zgiin

besiyeri ile seyreltilerek ol¢iildii.
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3.2.4. Kalsiyum Aljinat ile Hiicre Immobilizasyonu

Calismada, hiicre immobilizasyonunu saglamak amaciyla sodyum aljinat
(Sigma) kullanildi. Sodyum aljinat UV 1s1k altinda 30 dakika boyunca steril edildi
[Ivanova et al., 2011]. Steril edilen sodyum aljinat steril kosullar altinda steril saf suya
yavasca eklenerek ¢6zelti haline getirildi. Kullanilan %3’liik CaCl, ve %0,9’luk NaCl
cozeltileri 121°C’de 15 dakika boyunca otoklav edilerek steril edildi.

Immobilize edilecek hiicreler ODgoo 0.05 olacak sekilde iiretilen onkiiltiirden
almarak 4100 rpm hizinda 4°C sicaklikta 16 dakika boyunca steril kosullarda santrifiij
edildi. Elde edilen pellet, steril %0.9 NaCl ¢ozeltisi ile karigtirilarak ODgoo degeri
0.05’e denk gelecek sekilde seyreltilerek hazirlandi. Hazirlanan hiicre siispansiyonu
%3 (w/v) final konsantrasyonlu sodyum aljinat ¢ozeltisi ile 1:1 (v/v) oraninda
karistirildi. Hiicre-aljinat karisimi 1000 pL mikropipetle, karisim hacminin 3 kati
hacimdeki %3’liik CaCly ¢ozeltisi igerisine yapisma olmayacak sekilde dikkatlice
manyetik karigtirici tizerinde diisiik karistirma hizinda (400 rpm) dakikada 150 damla
olacak sekilde damlatildi. Damlatma islemi bittikten sonra 1 saat boyunca
polimerlesmenin saglanmasi i¢in boncuklar oda sicakliginda bekletildi. Yaklasik 3-4
mm c¢apli boncuklar, polimerlesme sonunda tutuklanmamis hiicrelerden ve fazla
CaCly’den arindirmak igin steril saf su ile yikandi [lvanova et al., 2010; Sar et al.,
2016].

3.2.5. Serbest Hiicrelerin ODsoo Degerlerinin  Belirlenmesi ve
Inkiibasyonu

Bakteri onkiiltiirlerinden fermentasyon besiyeri igerisinde Son ODgoo degeri 0.05
olacak sekilde hesaplanarak 80 mL fermentasyon besiyeri igerisine inokiilasyon
yapildi. Fermentasyon 100 mL hacimlik erlenlerde 37°C sicaklikta 180 rpm galkalama
hizinda farkl siirelerde (48 ve 72 saat) gergeklestirildi.

3.2.6. Immobilize Hiicrelerin Besiyeri icerisine inokiilasyonu
Bolim 3.2.4’te belirtildigi gibi immobilizasyonu saglanan hiicreleri iceren

boncuklar fermentasyon ortami igerisine %20 oraninda (80 mL besiyeri igerisinde 16
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mL boncuk olacak sekilde) eklendi. Inkiibasyon 100 mL hacimlik erlenlerde 37°C
sicaklikta 180 rpm c¢alkalama hizinda farkli siirelerde (48 ve 72 saat) gerceklestirildi.

3.2.7. immobilize Hiicrelerin Tekrarh Kullamm Etkinliginin
Belirlenmesi

Immobilize ederek tutuklanan FBRS, TS3 ve TS4 suslarmin biyoetanol
tiretiminde tekrarli kullanilabilirligini arastirmak iizere glukozlu, maltozlu ve malt
Oziitlii besiyeri ayr1 ayr1 degerlendirildi. Bu amagla boncuklar, her fermentasyon siiresi
48 saat siirecek sekilde {i¢ besiyeri i¢in de ardisik olarak 9 defa yeni fermentasyon
besiyerine aktarilarak kullanildi. Yeni besiyerine aktarma islemi steril kosullarda
stizgecli huni aracihifiyla en az iic kez steril saf su ile durulandiktan sonra
gerceklestirildi. Inkiibasyon icin 100 mL hacimli erlenler kullanildi. Agiz kismi
mantar tipa ile kapatilan erlenler iistii 22-kalibre igne ile delinerek gaz ¢ikist saglandi.
Inkiibasyon her uygulama icin 180 rpm hizda, 37°C’de calkalamali inkiibatorde
gerceklestirildi.

3.2.8. Kiiltiir Kosullar:

Calisma, bakteriyel hemoglobinin diisiik oksijenli kosullarda ekspresyonunun
saglanmasi i¢in diisiik oksijenli kosullarda gergeklestirildi. Bunun ig¢in erlenlerde %20
oraninda havalanma olacak sekilde 100 mL’lik erlenin 80 mL’si besiyeri ve inokulum
veya kiiltiir ortaminin %20’si oraninda (80mL besiyeri hacminin 16 mL’si boncuk, 64
mL’si besiyeri olacak sekilde) immobilize hiicre ile dolduruldu. Agiz kismi mantar
tipa ile kapatilan erlenlerin iisti 22-kalibre igne ile delinerek gaz c¢ikisi saglandi.
Inkiibasyon her uygulama i¢in 180 rpm hizda, 37°C’de calkalamali inkiibatdrde
gerceklestirildi.

3.2.9. Toplam Hiicre Sayisinin Belirlenmesi

Farkli besiyerleri icerisinde inkiibe edilen serbest ve immobilize hiicrelerin

kiiltiir sonundaki hiicre sayilar1 bir spektrofotometre kullanilarak belirlendi.
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Kiiltiirlerin ODgoo nm’deki optik yogunluklari, ODgoo nm 0,6 degerini asmayacak

sekilde gerektiginde steril 6zglin besiyeri ile seyreltilerek 6l¢iildii.

3.2.10. Uretilen Biyoetanol ile Kalan Seker Miktarmmin Olciimii ve
Verim Degerlerinin Hesaplanmasi

48 ve 72 saatlik fermentasyon siireleri sonunda iiretilen etanol ve kalan seker
miktarlarim1 belirlemek i¢in yaklasik 1,5 mL hacimlerde 6rnekler mikrosantrifiij
tiiplerine alindi. 10000 rpm rotasyon hizinda +4°C’de 10 dakika boyunca santrifiij
edilen 6rneklerin iist stvilart 0.22pu por ¢apl steril olmayan filtrelerle siiziilerek cam
viallere aktarildi. Analiz 6ncesi, beklenen araliklardaki glukoz veya maltoz sekerleri
ve etanol miktarlari standart olarak (%0.5-1.0-2.0-4.0-5.0) 6nceden belirtilen degerlere
gore degerlendirildi. 25°C kolon sicakliginda 1mL/dk akis hiz1 ile izokratik akis
modunda 20uL injeksiyon hacmi kullanilarak ayarlanan analiz kosullarinda HPLC’de
orneklerin igerdikleri seker ve etanol miktarlar1 belirlendi. Mobil faz olarak ultra saf
su ile hazirlanan Asetonitril ¢ozeltisi (60:40) kullanildi.

Yapilan Olgiimler sonunda elde edilen veriler dogrultusunda alkol miktar
(g/100mL), alkol verimi (%) ve teorik verim (%) hesaplamalar1 asagida verilen

formiillere gore yapildi:

Etanol Miktar1 (1oogmL> = Etanol Miktar1 (%v/v) X 0,78924 (3.2)

Tiiketilen Seker (g/L)

Substrat Tiiketimi (%) = Toplam Seker (g/L)

x 100 (3.2)

Etanol Miktar (g/L)

Y
Alkol Verimi ( A)) " Tiketilen Seker Mikar (g/L)

X 100 (3.3)
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3.2.11. Rekombinant  Suslardaki Hemoglobin Ekspresyonunun
Ol¢iimii

Fermentasyon sonunda vgb iceren TS3 ve TS4 suslarmin sentezledikleri VHb
miktarlar1 indirgenmis-indirgenmemis [Webster and Liu, 1974] fark spektrasiyla
[Khosla ve Bailey,1988] UV-1800 Shimadzu UV-VIS NIR spektrofotometre cihazi
(Shimadzu, Kyoto, Japonya) kullanilarak dl¢iildii.

3.2.12. istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler, Microsoft Office, Excel 2016 programi ile yapildi. p
degerleri tek kuyruklu t-testi ile VHb’nin ve/veya hiicre immobilizasyonunun farkli
sekerlerden ve gida sanayinde kullanilan malt Gziitiinden etanol tiretimini olumlu

etkileyecegi hipotezine dayanilarak belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1. Glukoz ile Hazirlanan Besiyerindeki (GB) Etanol
Uretimleri

Serbest ve immobilize haldeki FBRS, TS3 ve TS4 suslarinin %8 (w/v) oraninda
glukoz igeren modifiye LB (GB) besiyeri igerisindeki 37°C sicaklikta 180 rpm
calkalama hizinda, diisiik havalandirilmali kosullarda 48 ve 72 saatlik inkiibasyonu
sonucu hiicre yogunluklari (ODsgo NM) Ve iiretilen alkol miktar1 (g/100mL, %v/v)
incelendi. Elde edilen verilere gore suslarin 72 saat sonunda substrat tiikketimi (%),
alkol iretimi (%) oranlar1 ve birim hiicre biyokiitlesi basina etanol {iretimi (g

etanolx100mL*/OD) belirlendi.

e Inkiibasyon sonu hiicre yogunlugu

Uygun antibiyotikleri igeren GB besiyerinde diisiik havalandirmali kosullarda
48 ve 72 saatlik inkiibasyonlar sonunda, genel olarak serbest hiicreler immobilize
hiicrelerden daha yiiksek oranda iireme 6zelligi (ODsoo) gosterdi. En yiiksek ODgoo
degeri 72 saatte serbest FBRS5 susu ile elde edildi (Tablo 4.1).

e Serbest hiicrelerle etanol iretimi

Biitiin serbest formdaki suslar i¢in fermentasyon siiresinin 48 saatten 72 saate
arttirilmasi sonucunda etanol iiretiminde %10-20 oraninda artis belirlendi. Serbest
formdaki VHb eksprese eden TS4 susu FBRS susu ile karsilastirildiginda, TS4 susu
ile 48 saat sonunda %5 oraninda daha fazla olacak sekilde %2.6 (v/v) oraninda
(p>0.05) etanol tiretildigi goriildii. Fermentasyon 72 saatte sonlandirildiginda ise,
serbest formdaki TS4 susunun serbest formdaki FBRS5 susundan %13 oraninda
(p=0.005) daha fazla etanol tirettigi saptandi (Tablo 4.1).

e Immobilize hiicrelerle etanol iiretimi

Immobilize hiicrelerle fermentasyon siiresinin 48 saatten 72 saate arttirilmasi ile
biitiin suslarla etanol {iretiminde %5-17 oraninda artis belirlendi. 48 saatlik
fermentasyon sonunda en yiiksek etanol iretiminin %2.27 (v/v) oraninda ve FBR5

susundan %14 daha yiiksek oranda (p=0.01) olacak sekilde immobilize formdaki TS4
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susu ile elde edildigi saptandi. 72 saat boyunca siirdiiriilen fermentasyon sonunda ise
en yiiksek etanol iretiminin immobilize TS4 susu ile %2.7 (v/v) oraninda ve bu
tiretimin FBR5 susu ile elde edilen iiretimden %26 oraninda daha fazla (p=0.01)
oldugu tespit edildi. TS4 susuna ait hiicreleri immobilize etmenin etanol {iretimini 48
saatte %10, 72 saatte ise % 7 oraninda arttirdig1 belirlendi (Tablo 4.1).

VHb ekpresyonunun etanol iiretimini 72 saat sonunda immobilize TS4 (vgb+)
susu serbest formadaki FBRS (vgb-) ile karsilastirildiginda %21 (p=0.02) oraninda
arttirdigr goriildii. Tim uygulamalarda TS3 susunun etanol iiretimi FBRS susundan

daha diisiik oldugu saptandi (Tablo 4.1).

e Substrat tiiketimi

72 saatlik fermentasyon sonunda, serbest hiicrelerle en yiiksek substrat
tiikketiminin %350 oran1 ile TS3 susu tarafindan gergeklestirildigi goriildii. Immobilize
hiicreler arasinda ise en yiiksek substrat tliketiminin %59 orami ile FBRS susu

tarafindan gergeklestirildigi belirlendi (Sekil 4.1).

o Alkol verimi
En yiiksek alkol veriminin VHb ekprese eden TS4 susu ile serbest formda %60,

immobilize formda ise %53 oraninda oldugu saptandi (Sekil 4.1).

e Birim hiicre biyokiitlesi basina etanol tiretimi

Biitiin fermentasyon siireleri sonunda immobilize hiicrelerle serbest hiicrelerle
elde edilen birim hiicre biyokiitlesi basina etanol degerinden yaklasik 6-15 kat daha
yiiksek miktarda bulundu. Ayrica ozellikle VHb ekspresyonu yapan immobilize
suglarla 48 saat (TS3) ve 72 saat (TS4) sonunda en yiiksek birim hiicre biyokiitlesi
basina etanol degerleri elde edildi (Sekil 4.2).
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Tablo 4.1: GB besiyeri icerisindeki serbest (S) ve immobilize (I) FBR5, TS3 ve TS4
suslariin 48 ve 72 saat sonundaki hiicre yogunluklar1 (OD600 nm), iiretilen alkol
miktar1 (9/100ml, %v/v). Her deger en az ii¢ tekrarin ortalamasidir. Parantez i¢indeki
degerler her ortalama deger i¢in hesaplanan standart sapmalar1 géstermektedir.

Hiicre oD EtOH EtOH
Siire Suslar
Formu 600nm 9/100mL %v/v
FBR5 4,96 (0.04) 1.57(0.02) 1.97(0.02)
S TS3 4.08 (0.10) 1.52(0.01) 1.91(0.01)
TS4 5.85(0.01) 1.64 (0.05) 2.06 (0.06)
48 saat
FBR5 0.81(0.16) 1.60(0.06) 2.00 (0.07)
i TS3 0.43(0.01) 1.56(0.06) 1.96 (0.08)
TS4 0.68 (0.04) 1.81(0.04) 2.27(0.05)
FBR5 6.54 (0.08) 1.75(0.01) 2.19(0.01)
S TS3 4,99 (0.16) 1.76 (0.01) 2.21(0.01)
TS4 6.45(0.04) 1.98(0.01) 2.48(0.01)
72 saat
FBR5 1.37 (0.01) 1.67(0.01) 2.10(0.01)
I TS3 0.65 (0.00) 1.83(0.08) 2.29(0.10)
TS4 0.46 (0.01) 2.12(0.05) 2.66 (0.06)
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Sekil 4.1: Serbest ve immobilize FBRS, TS3 ve TS4 suslarinin GB besiyeri
icerisinde 72 saatlik fermentasyon sonundaki substrat tiiketimleri (%) ve alkol

verimleri (%). Her deger en az ii¢ tekrarin ortalamasidir. Hata ¢ubuklar1 her ortalama

deger i¢in hesaplanan standart sapmalar1 gostermektedir.
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Sekil 4.2: Serbest ve immobilize FBRS, TS3 ve TS4 suslarinin GB besiyeri

icerisinde 48 ve 72 saatlik fermentasyon sonu birim hiicre biyokiitlesi basina etanol

tiretim miktarlart. Her deger en az (i¢ tekrarin ortalamasidir. Hata gubuklar1 her
ortalama deger i¢in hesaplanan standart sapmalar1 gostermektedir.
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4.2. Maltoz ile Hazirlanan Besiyerindeki (MB) Etanol
Uretimleri

Serbest ve immobilize formdaki FBR5, TS3 ve TS4 suslarimin %1 oraninda
glukoz ile %4.5 oraninda maltoz igeren besiyeri i¢erisindeki 37°C sicaklikta 180 rpm
calkalama hizinda, diisiik havalandirilmali kosullarda 48 ve 72 saatlik inkiibasyonu
sonucu hiicre yogunluklari (ODgoo Nm) ve iiretilen alkol miktar1 (g/100mL, %v/v)
incelendi. Elde edilen verilere gore suslarin 72 saat sonunda substrat tiiketimi (%),
alkol tretimi (%) oranlart ve birim hiicre biyokiitlesi basina etanol tiretimi (g

etanolx100 mLY/OD) belirlendi.

e Inkiibasyon sonu hiicre yogunlugu

Uygun antibiyotikleri igeren MB besiyerinde serbest hiicreler, immobilize
hiicrelerden daha yiiksek oranda iireme Ozelligi (ODesoo) gosterdi. Fermentasyon
stiresinin 48 saatten 72 saate arttirilmasi ile hiicre yogunluklarinda artig gdzlendi.
Serbest hiicrelerle en yiiksek hiicre yogunlugu 48 saatte FBRS susu ile, 72 saatte ise
TS4 susu ile elde edildi. Immobilize hiicrelerle ise 48 ve 72 saat sonundaki en yiiksek

ODeoo degeri FBRS susu ile elde edildi (Tablo 4.2).

e Serbest hiicrelerle etanol tiretimi

MB besiyerinde suslarin etanol tiretimleri %0.77-2.19 (v/v) oranlarinda bulundu.
Serbest hiicrelerle en yiiksek etanol iiretiminin TS3 susu ile 48 saatte %1.71 (v/v), 72
saatte ise %2.19 oranlarinda oldugu belirlendi. Serbest formdaki hiicrelerle
gerceklestirilen fermentasyonun siiresinin 48 saatten 72 saate arttirilmasi sonucunda
etanol iretimindeki en yiiksek artisin %28 orani ile serbest formadaki TS3 susu ile
elde edildigi saptandi. Serbest formdaki VHb eksprese eden TS3 susu serbest formdaki
FBRS susu ile karsilastirildiginda, 72 saat sonunda TS3 susu ile %26 oraninda daha
fazla (p=0.02) etanol iiretildigi goriildii (Tablo 4.2).

e Immobilize hiicrelerle etanol iiretimi

Immobilize hiicrelerle fermentasyon siiresinin 48 saatten 72 saate arttirilmasi ile
biitiin suslarla etanol {iretiminin %16-57 oranlarinda arttig1 gdzlendi. Immobilize
formdaki hiicrelerle etanol {iretimleri incelendiginde en yliksek {iretimin FBRS susu
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ile 48 saatte %1.19 (v/v) oraninda, 72 saatte ise %1.88 (v/v) oraninda oldugu
belirlendi. Ayrica immobilizasyonun etanol iiretiminde artisa neden oldugu tek susun

%11 orani (p=0.04) ile FBRS5 oldugu saptandi (Tablo 4.2).

72 saat sonunda immobilize TS3 (vgb+) ve TS4 (vgb+) suslar1 serbest formadaki
FBR5 (vgb-) ile karsilastirildiginda ise MB besiyerinde VHb ekpresyonunun etanol

tiretiminde bir artisa neden olmadigi belirlendi (Tablo 4.2).

e Substrat tiiketimi
72 saatlik fermentasyonun sonunda, serbest hiicrelerle en yliksek substrat
tiiketiminin %55 oran1 ile FBR5 susu tarafindan, immobilize hiicrelerde ise %36 ile

TS3 susu tarafindan gergeklestirildigi belirlendi (Sekil 4.3).

o Alkol verimi
72 saat sonunda en yiiksek alkol verimi sirasiyla %261 ve %164 oranlari ile

serbest ve immobilize formdaki TS4 susu ile sagland1 (Sekil 4.3).

e Birim hiicre biyokiitlesi basina etanol iiretimi
Birim hiicre biyokiitlesi basina etanol {iretiminin genel olarak diisiik (0.22-1.31
gx100mL/OD) oldugu gozlendi. En yiiksek iiretim birim hiicre biyokiitlesi basina

etanol tiretimi immobilize formdaki TS4 susu ile elde edildi (Sekil 4.4).
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Tablo 4.2: MB besiyeri igerisindeki serbest (S) ve immobilize (i) FBR5, TS3 ve TS4

suslarinin 48 ve 72 saat sonundaki hiicre yogunluklar1 (OD600 nm) ve iiretilen alkol

miktar1 (g/100ml, %v/v). Her deger en az ii¢ tekrarin ortalamasidir. Parantez i¢indeki
degerler her ortalama deger i¢in hesaplanan standart sapmalar1 géstermektedir.

Hiicre oD EtOH EtOH
Siire Suslar
Formu 600nm 9/100mL %v/v
FBR5  4.15(0.14) 1.34(0.06) 1.69 (0.07)
S TS3 2.34(0.13) 1.36(0.10) 1.71(0.13)
TS4 1.26 (0.48) 0.80(0.04) 0.98 (0.05)
48 saat
FBR5 4.31(0.06) 0.95(0.02) 1.19(0.03)
I TS3 3.40 (0.53) 0.86(0.12) 1.08 (0.15)
TS4 0.58 (0.07) 0.61(0.08) 0.77 (0.11)
FBR5 6.22 (0.09) 1.35(0.03) 1.73(0.04)
S TS3 6.30 (0.30) 1.75(0.01) 2.19(0.01)
TS4 6.79 (0.08) 0.78 (0.01) 1.01(0.01)
72 saat
FBR5 4.69 (0.33) 1.50(0.00) 1.88(0.00)
i TS3 4.03 (0.04) 1.24(0.08) 1.56(0.11)
TS4 0.55(0.11) 0.71(0.08) 0.90(0.11)
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Sekil 4.3: Serbest ve immobilize FBRS, TS3 ve TS4 suslarinin MB besiyeri
icerisinde 72 saatlik fermentasyon sonundaki substrat tiiketimleri (%) ve alkol
verimleri (%). Her deger en az ii¢ tekrarin ortalamasidir. Hata gubuklari her ortalama
deger i¢in hesaplanan standart sapmalar1 gostermektedir.
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Sekil 4.4: Serbest ve immobilize FBRS, TS3 ve TS4 suslarinin MB besiyeri
icerisinde 48 ve 72 saatlik fermentasyon sonu birim hiicre biyokiitlesi basina etanol
iiretim miktarlar1 (g etanolx100 m1"Y/OD). Her deger en az ii¢ tekrarin ortalamasidir.
Hata ¢ubuklar1 her ortalama deger i¢in hesaplanan standart sapmalar1 gostermektedir.

4.3. Malt Oziitii ile Hazirlanan Besiyerindeki (MOB) Etanol
Uretimleri

Serbest ve immobilize formdaki FBRS, TS3 ve TS4 suslarinin %1 (w/v)
oraninda glukoz ile %4.5 (w/v) maltoz igceren malt Oziitlii besiyeri igerisindeki
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icerisindeki 37°C sicaklikta 180 rpm ¢alkalama hizinda, diisiik havalandirilmali
kosullarda 48 ve 72 saatlik inkiibasyonu sonucu hiicre yogunluklari (ODeoo Nm) ve
iretilen alkol miktar1 (g/100mL, %v/v) incelendi. Elde edilen verilere gore suslarin 72
saat sonunda substrat tliketimi (%), alkol {iiretimi (%) oranlar1 ve birim hiicre

biyokiitlesi basina etanol iiretimi (g etanolx100 mL"/OD) belirlendi.

e Inkiibasyon sonu hiicre yogunlugu

Denenen besiyerleri icinde (GB, MB ve MOB) hiicre yogunlugunun en yiiksek
oldugu besiyeri MOB besiyeri olarak belirlendi. Fermentsyon siiresinin 48 saatten 72
saate kadar arttirilmasinin tiim suslarda hiicre yogunlugunun artmasina neden oldugu
goriildii. En yiiksek ODegoo degeri immobilize formdaki TS4 susu ile 72 saatlik
fermentasyon sonunda elde edildi (Tablo 4.3).

o Serbest hiicrelerle etanol iiretimi

Uygun antibiyotikleri iceren MOB besiyerinde serbest hiicrelerle etanol iiretimi
genel olarak 72 saatte 48 saatten daha yiiksek bulundu. Serbest formdaki hiicrelerle
fermentasyon siiresinin 48 saatten 72 saate arttirtlmasiyla etanol {iretimindeki en
yiiksek artis %42 orani ile TS4 susuyla elde edildi. Serbest haldeki hiicreler ile en
yiiksek etanol tiretiminin 48 saatte %2.14 (v/v) orani ile FBR5 susu ile, 72 saatte ise
%2.65 (v/v) orani ile serbest formdaki TS4 susu ile elde edildigi belirlendi (Tablo 4.3).

e Immobilize hiicrelerle etanol iiretimi

Immobilize hiicrelerle fermentasyon siiresinin 48 saatten 72 saate arttirilmasi ile
tim suslarla etanol {retiminde %13-78 oranlarinda artis oldugu goriildii.
Fermentasyon sonucu elde edilen en yiiksek etanol tiretimleri 48 ve 72 saat sonunda
TS4 susu ile sirastyla %1.67 ve %2.97 (v/v) olarak belirlendi. immobilize formdaki
TS4 susu ile 48 saatlik fermentasyon sonundaki etanol iiretiminin immobilize FBR5
susu ile ayn1 miktarda (p>0.05) etanol iirettigi belirlendi. 72 saatlik fermentasyonun
sonunda ise immobilize formdaki TS4 susu (vgb+) ile iiretilen etanol miktarinin
immobilize formdaki FBRS susu ile iiretilenden %57 oraninda daha fazla (p=0.002)
oldugu goriildii (Tablo 4.3).
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Serbest formdaki FBR5 ve immobilize formdaki VHb eksprese eden TS4 susu
karsilastirildiginda ise etanol iretiminin TS4 susu ile %12 oraninda (p>0.05) daha
yiiksek oldugu saptand: (Tablo 4.3).

e Substrat tiiketimi

72 saat sonunda substrat tiiketimi serbest formdaki hiicrelerle en yiiksek %87
oram ile FBR5 susu tarafindan gergeklestirildigi saptandi. Immobilize formdaki
hiicrelerle en yiiksek substrat tiiketiminin %88 orani ile TS4 susu ile oldugu belirlendi
(Sekil 4.5).

o Alkol verimi
72 saat sonunda serbest hiicrelerle en yiiksek alkol veriminin %62 orani ile TS3
susu tarafindan, immobilize hiicrelerle ise %48 orani ile TS4 susu tarafindan

saglandig1 belirlendi (Sekil 4.5).

e Birim hiicre biyokiitlesi bagina etanol liretimi
Birim hiicre biyokiitlesi basina etanol {iretimi diger besiyerleri ile

karsilagtirildiginda en diisiik seviyede bulundu (Sekil 4.6).

e VHb ekspresyonu seviyeleri

GB, MB ve MOB besiyerlerinde inkiibe edilen serbest ve immobilize hiicrelerin
inkiibasyon sonu VHb ekspresyon degerleri TS3 ve TS4 suslarinda (nmol/g yas
agirlik) belirlendi. Ug besiyerinde de VHb ekspresyonunun serbest ve immobilize
hiicrelerde en yiiksek TS4 susu ile oldugu gozlendi (p<0.05). Ekspresyon seviyesinin
denenen diger besiyerlerine gore en yiiksek MB besiyerinde oldugu saptandi (Sekil
4.7).
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Tablo 4.3: MOB besiyeri icerisindeki serbest (S) ve immobilize (i) FBR5, TS3 ve
TS4 suslariin 48 ve 72 saat sonundaki hiicre yogunluklar1 (OD600 nm) ve iiretilen
alkol miktar1 (g/100ml, %v/v). Her deger en az ii¢ tekrarin ortalamasidir. Parantez

icindeki degerler her ortalama deger i¢in hesaplanan standart sapmalari
gostermektedir.

Hiicre oD EtOH EtOH
Siire Suslar
Formu 600nm 9/100mL %v/v
FBR5  5.15(0.16) 1.71(0.01) 2.14 (0.01)
S TS3 5.11(0.07) 1.44(0.02) 1.80(0.03)
TS4 5.33(0.29) 1.48(0.15) 1.86(0.18)
48 saat
FBR5 4.68 (0.84) 1.33(0.18) 1.67(0.34)
I TS3 5.08 (0.28) 1.05(0.01) 1.32(0.09)
TS4 4.70 (0.14) 1.33(0.17) 1.67(0.18)
FBR5 6.22 (0.16) 2.09 (0.14) 2.63 (0.08)
S TS3 6.30 (0.06) 1.75(0.07) 2.19(0.04)
TS4 6.79 (0.91) 2.11(0.01) 2.65 (0.06)
72 saat
FBR5 7.50 (0.97) 1.50(0.06) 1.89(0.23)
I TS3 6.87 (1.36) 1.43(0.03) 1.80(0.01)
TS4 7.94 (0.91) 2.37(0.05) 2.97 (0.22)
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Sekil 4.5: Serbest ve immobilize FBRS, TS3 ve TS4 suslarinin MOB besiyeri
icerisinde 72 saatlik fermentasyon sonundaki substrat tiiketimleri (%) ve alkol
verimleri (%). Her deger en az ii¢ tekrarin ortalamasidir. Hata gubuklar1 her ortalama
deger i¢in hesaplanan standart sapmalar1 gostermektedir.
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Sekil 4.6: Serbest ve immobilize haldeki FBRS, TS3 ve TS4 suslarmin MOB besiyeri
icerisinde 48 ve 72 saatlik fermentasyon sonu birim hiicre biyokiitlesi basina etanol
iiretim miktarlari (g etanolx100 ml1"Y/OD). Her deger en az ii¢ tekrarm ortalamasidir.

Hata gubuklar1 her ortalama deger i¢in hesaplanan standart sapmalar1 gostermektedir.
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Sekil 4.7: GB, MB ve MOB besiyerleri igerisinde serbest ve immobilize hiicrelerin
inkiibasyon sonu VHb ekspresyon degerleri (nmol/g yas agirlik). Her deger en az iki
tekrarin ortalamasidir. Hata gubuklar1 her ortalama deger i¢in hesaplanan standart
sapmalar1 gostermektedir.

4.4. Glukoz Iceren Besiyeri (GB) Iicerisinde Immobilize
Hiicrelerin Tekrarh Kullanim

Immobilize edilmis FBRS, TS3 ve TS4 suslarma ait hiicrelerin biyoetanol
tiretiminde tekrarli kullanim etkinligi arastirildi. Bu amagla immobilize suslar1 i¢eren
boncuklar ayri ayri, her fermentasyon siiresi 48 saat siirecek sekilde %8 (w/v) oraninda
glukoz igeren GB besiyerine 9 defa yeni fermentasyon besiyerine aktarilarak
kullanildi. Bu 9 kullanim arasindan segilen 1., 5. ve 9. kez fermentasyon sonunda elde
edilen hiicre yogunluklart (ODsoo nm), iiretilen alkol miktari (g/100mL) substrat
tiketimleri (%) ve alkol verimleri (%) ve birim hiicre biyokiitlesi basina etanol
{iretimleri (g etanolx100 ml"*/OD) incelendi. Ayrica kalan glukoz miktarlar: (%w/v),

tiretilen alkol miktarlari (%v/v) ve VHb ekspresyonlari (nmol/g yas agirlik) belirlendi.

¢ Kaullanim sonu hiicre yogunlugu

Ug kullanim arasindan elde edilen degerlere gore en yiiksek hiicre yogunlugunun
FBR5 (6.17, ODgoo Nm) ve TS4 (4.15, ODsgo NM) susu ile 5. kullanimda oldugu
belirlendi (Tablo 4.4).
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e Substrat tiikketimi

1. kullanimda en yiiksek substrat tiikketimi %355 orani ile FBRS susu tarafindan
gerceklestirilmistir. Ug¢ kullanim igerisinde en yiiksek substrat tiikketimi 5. kullanim
sonucu %67 orant ile TS4 susuyla elde edildi. 9. kullanimda ise %54 oraninda substrat

tilketimi ile en yiiksek tiikketim TS4 susu tarafindan sarfedildigi belirlendi (Tablo 4.4).

o Alkol verimi

Ug kullanim incelendiginde 1. kullanimda en yiiksek alkol veriminin %53 orani
ile TS4 susuyla ve 5. kullanimda %41 oraniyla TS3 susuyla elde edildigi ve 9.
kullanimda ise en yiiksek alkol veriminin %51 orani ile TS4 susuyla saglandig

saptand1. (Tablo 4.4).

e Etanol tiretimi

1. kullanimdaki en yiiksek etanol tiretimi %2.3 (v/v) oraniyla FBRS susuyla, 5.
kullanimdaki en yiiksek etanol tiretimi ise % 2.6 (v/v) oraniyla TS3 (vgb+) susu ile
elde edildigi belirlendi. 9. kullanimdaki en yiiksek etanol tiretimi %2.6 orani ile TS3
ve TS4 suslariyla elde edildigi saptandi. 1., 5. ve 9. kullanimlar arasinda en yiiksek
etanol tiretiminin 9. kullanimda TS4 (vgb+) susu ile %2.65 (v/v) oldugu ve bu iiretimin
FBRS5 susu ile tiretilenden %12 oraninda (p=0.02) daha fazla oldugu goriildi (Sekil
4.8).

e VHb ekspresyonu

En yiiksek VHb ekspresyonu 9. kullanimda TS3 susunda gozlendi. TS3 susunun
TS4 susuna oranla %92 daha fazla (p<0.05) VHb ekspresyonu gerceklestirdigi
belirlendi (Sekil 4.9).

e Birim hiicre biyokiitlesi bagina etanol {iretimi

Immobilize hiicrelerin GB besiyeri igerisinde etanol iiretimi icin tekrarli
kullanim1 sonunda en yliksek birim hiicre biyokiitlesi basina etanol iiretiminin 5.
kullanim sonunda 2.41gx100mLY/OD ile TS3 susu ile elde edildigi saptanmustir (Sekil
4.14).
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Tablo 4.4: GB besiyeri igerisindeki immobilize FBRS, TS3 ve TS4 suslarinin 48
saatlik 9 kullanim1 sonundaki hiicre yogunluklar: (OD600 nm), substrat tiiketimi (%)
ve alkol verimi (%) degerleri. Tablodaki veriler 1., 5. ve 9. tekrarlara aittir. Her deger

en az iki tekrarin ortalamasidir. Parantez i¢indeki degerler her ortalama deger igin
hesaplanan standart sapmalar1 gostermektedir.

Substrat o
oD EtOH Alkol Verimi
Kullanim  Suslar Tiketimi
600nm 9/100mL %
%
FBR5 1.21(0.13) 1.87(0.07) 55.50 (3.01) 41.70 (0.62)
1 TS3 0.64(0.09) 1.51(0.01) 50.88 (2.47) 36.79 (1.93)
TS4  0.82(0.02) 1.81(0.04) 42.00 (3.36) 53.33 (3.10)
FBR5 6.17(0.26) 1.67 (0.64) 64.44 (2.99) 31.39 (6.01)
5 TS3 2.26 (0.20) 2.07 (0.09) 62.00 (0.88) 41.23 (2.39)
TS4  4.15(0.17) 1.73(0.16) 67.44 (0.97) 31.77 (3.35)
FBR5 3.85(0.23) 1.28(0.14) 45.44 (16.88)  36.58 (9.91)
9 TS3 3.18(0.16) 1.91(0.18) 47.06 (11.23)  50.99 (7.47)
TS4  3.26(0.10) 2.03(0.12) 54.50 (2.47) 46.06 (0.60)
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Sekil 4.8: GB besiyeri igerisindeki immobilize FBRS5, TS3 ve TS4 suslarin 48 saatlik
inkiibasyonlar sonunda tekrarli kullanimlarina ait kalan glukoz miktart (%w/v) ve
iiretilen alkol miktar1 (%v/v). Her deger en az iki tekrarin ortalamasidir. Hata
cubuklar1 her ortalama deger i¢in hesaplanan standart sapmalar1 gostermektedir.
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Sekil 4.9: GB besiyeri igerisindeki immobilize TS3 ve TS4 suslarinin 48 saatlik 9
tekrarli kullanimlar1 sonundaki VHb ekspresyonu degerleri. Her deger en az iki
tekrarin ortalamasidir. Hata gubuklar1 her ortalama deger igin hesaplanan standart
sapmalar1 gostermektedir.

4.5. Maltoz I¢eren Besiyeri I¢erisinde Immobilize Hiicrelerin
Tekrarh Kullanim

Immobilize edilmis FBRS, TS3 ve TS4 suslarina ait hiicrelerin bulundugu
boncuklarin biyoetanol iiretiminde tekrarli kullanim etkinligi arastirildi. Bu amagla
boncuklar, her fermentasyon siiresi 48 saat siirecek sekilde %1 (w/v) oraninda glukoz
ile %45 (w/v) oraninda maltoz igeren besiyerinde (MB) 9 fermentasyon
gerceklestirecek sekilde aktarilarak kullanildi. Bu 9 kullanim arasindan segilen 1., 5.
ve 9. kullanimlardan elde edilen hiicre yogunluklari (ODeoo nm), iiretilen alkol
miktarlarn (g/100mL) substrat tiiketimleri (%), alkol verimleri (%) ve birim hiicre
biyokiitlesi basina etanol iiretimleri (g etanolx100mL*/OD) incelendi. Kalan glukoz

ve maltoz miktar1 (%w/v) ve liretilen alkol miktari (%v/v) belirlendi.

e Kaullanim sonu hiicre yogunlugu
Ug kullanim arasindan elde edilen degerlere gore en yiiksek hiicre yogunlugu

degeri (ODgoo Nm) FBRS susu ile 5.34 olarak 1. kullanimda oldugu belirlendi.
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e Substrat tiikketimi

Substrat tiikketiminin {i¢ sus i¢in de en yiiksek 1. kullanimda oldugu saptanmaistir.
1. kullanimda en yiiksek substrat tiiketiminin %71 oraniyla TS4 susu ile oldugu
belirlendi. 5. kullanimdaki en yiiksek substrat tiketimi %17 orani ile TS3 susunda
gbzlenirken, 9. kullanimda %12 ile FBRS susuna gozlendi (Tablo 4.5).

o Alkol verimi

1. kullanimdaki en yiiksek alkol verimi %50 orani ile TS3 ve TS4 suslarindan
elde edildi. 5. kullanimda FBRS ve TS4 suslarinin %150 oraniyla en yiliksek verimi
sagladigi saptandi. 9. kullanimdaki alkol veriminin en yiiksek oldugu susun %180
orani ile TS3 susu oldugu belirlendi. FBR5 susu ile karsilagtirildiginda TS3 ve TS4
suglari ile 9. kullanimda sirasiyla %19 ve %13 oraninda daha fazla verim saglandigi

goriildii (Tablo 4.5).

¢ FEtanol iiretimi

1. kullanimda en yiiksek etanol iiretiminin TS4 susu ile %2.5 (v/v) oraninda
FBR5 susu ile iiretilen alkolden %14 daha yiiksek (p=0.01) oranda iiretildigi saptandi.
5. kullanimdaki en yiiksek tiretimin %]1.3 (v/v) oraniyla TS4 ve FBRS suslariyla, 9.
kullanimdaki en yiiksek iiretimin ise %1.4 (v/v) orantyla TS4 susu ile elde edildigi
gortldi (Sekil 4.10).

e VHb ekspresyon seviyeleri
1., 5. ve 9. kullanimlar karsilagtirildiginda VHb ekspresyonunun TS3 susu ile
TS4 susundan (p<0.05) daha yiiksek oldugu belirlendi (Sekil 4.11).

e Birim hiicre biyokiitlesi bagina etanol {iretimi
Immobilize hiicrelerin MB besiyeri ile fermentasyonda tekrarli kullanimi
sonunda en yiiksek birim hiicre biyokiitlesi basina etanol liretiminin 5. kullanim

sonunda 1.12gx100mL"Y/OD ile TS4 susu ile elde edildigi belirlenmistir (Sekil 4.14).
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Tablo 4.5: MB besiyeri igerisindeki immobilize FBRS, TS3 ve TS4 suslarinin 48

saatlik 9 kullanim1 sonundaki hiicre yogunluklar: (OD600 nm), substrat tiiketimi (%)
ve alkol verimi (%) degerleri. Tablodaki veriler 1., 5. ve 9. kullanimlara aittir. Her
deger en az iki tekrarin ortalamasidir. Parantez i¢indeki degerler standart sapmalari

gostermektedir.
Substrat o
oD EtOH Alkol Verimi
Kullanim  Suslar Tiiketimi
600nm 9/100mL %
%

FBR5 5.34(0.15) 1.50(0.00) 55.73(2.19) 48.45(1.90)

1 TS3 217 (0.19) 1.48(0.07) 52.55(2.06) 50.65 (0.53)
TS4 3.82(0.16) 1.99(0.02) 71.45(0.10) 50.11(0.43)
FBR5 1.95(0.70) 1.12(0.01) 13.55(1.41) 149.62(14.87)
5 TS3 3.13(0.09) 1.03(0.17) 17.00(0.64) 109.04 (14.38)
TS4 1.03(0.34) 1.08(0.00) 13.36(3.21) 149.28(35.90)
FBR5 3.09(0.04) 0.98(0.15) 11.91(1.67) 150.70 (44.15)
9 TS3 1.95(0.02) 0.89(0.13) 9.09(2.57) 179.55(25.11)
TS4 2.84(0.12) 0.95(0.06) 10.00(0.77) 170.12 (1.96)
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Sekil 4.10: MB besiyeri igerisindeki immobilize FBRS, TS3 ve TS4 suslarin 48
saatlik inkiibasyonlar sonunda tekrarli kullanimlarina ait kalan glukoz miktari
(%w/v) ve liretilen alkol miktar1 (%v/v). Her deger en az iki tekrarin ortalamasidir.
Hata ¢ubuklari her ortalama deger i¢in hesaplanan standart sapmalar1 gostermektedir.
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Sekil 4.11: MB besiyeri igerisindeki immobilize TS3 ve TS4 suslarinin 48 saatlik 9
tekrarli kullanimlart sonundaki VHb ekspresyonu degerleri. Her deger en az iki
tekrarin ortalamasidir. Hata ¢ubuklart her ortalama deger i¢in hesaplanan standart
sapmalar1 gostermektedir.

4.6. Malt Oziitii Iceren Besiyeri Icerisinde Immobilize
Hiicrelerin Tekrarh Kullanim

Immobilize edilmis FBRS5, TS3 ve TS4 suslarma ait hiicrelerin biyoetanol

tiretiminde tekrarl kullanim etkinligi arastirildi. Bu amagla immobilize suslari igeren
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boncuklar ayr1 ayr1, her fermentasyon siiresi 48 saat siirecek sekilde %1 (w/v) oraninda
glukoz ile %4.5 (w/v) oraninda maltoz igeren malt Oziitii besiyerinde 9 defa yeni
fermentasyon besiyerine aktarilarak kullanildi. Bu 9 kullanim arasindan segilen 1., 5.
ve 9. kez fermentasyon sonunda elde edilen hiicre yogunluklar1 (ODeoo nm), iiretilen
alkol miktar1 (g/100mL) substrat tiiketimleri (%) ve alkol verimleri (%) ve birim hiicre
biyokiitlesi basia etanol iiretimleri (g etanolx100 ml™/OD) incelendi. Ayrica kalan
glukoz miktarlar1 (%w/v), iiretilen alkol miktarlar1 (%v/v) ve VHb ekspresyonlar

(nmol/g yas agirlik) belirlendi.

¢ Kullanim sonu hiicre yogunlugu

Kullanimlar karsilastirildiginda toplam hiicre sayimi i¢in ODggo nm’de yapilan
Olclimlere gore en yiiksek hiicre yogunlugu 5. kullanimda goézlendi. En yiiksek deger
5. kullamimdaki FBRS susu ile belirlendi.

e Substrat tiiketimi
1., 5. ve 9. kullanimlar arasinda en yliksek substrat tiiketimi %87 orani ile 1.

kullanimdaki TS3 susu tarafindan gergeklestirildi (Tablo 4.6).

o Alkol verimi
Her ti¢ kullanimda da en yiiksek alkol verimi TS4 susu ile elde edildi. 1., 5. ve
9. kullanimlar arasinda en yiiksek alkol verimi %54 orani ile 5. kullanimdaki TS4 susu

ile sagland1 (Tablo 4.6).

¢ FEtanol iiretimi

En yiiksek etanol iiretiminin 1., 5. ve 9. kullanimlarda sirasiyla %3, %?2.3 ve
%2.1 (v/v) oranlart ile TS4 susuyla elde edildigi saptandi. FBRS susu ile
karslastirildiginda TS4 susu ile 1., 5. ve 9. kullanimda sirasiyla %55, %25 ve %18
oraninda (p<0.05) etanol {iretminin arttig1 gorildi (Sekil 4.12).

o VHb ekspresyon seviyeleri
MOB besiyerinde diisiik havalandirmali sartlarda inkiibe edilen TS3 ve TS4
suslarinin VHbD ekspresyonu seviyeleri 1., 5. ve 9. kullanimlar boyunca incelendi. Her

ti¢ kullanimda da TS4 susunun TS3 susundan daha yiiksek oranda VHb ekspresyonu
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yaptigi belirlendi. 5. kullanimda TS4 susu TS3 susundan %48 (p=0.07) oraninda daha

yiiksek ekspresyon yaparak en yiiksek ekspresyonu gergeklestirdigi saptandi (Sekil

4.13).

¢ Birim hiicre biyokiitlesi bagina etanol liretimi

Immobilize hiicrelerin MOB besiyeri igerisinde etanol iiretimi icin tekrarl

kullanim1 sonunda en yiiksek birim hiicre biyokiitlesi basina etanol iiretiminin 9.

kullanim sonunda 0.87gx100mLY/OD ile TS4 susu ile elde edildigi saptanmustir (Sekil

4.14).

Tablo 4.6: MOB besiyeri icerisindeki immobilize FBRS, TS3 ve TS4 suslarinin 48
saatlik 9 kullanimi sonundaki hiicre yogunluklar: (OD600 nm), substrat tiiketimi (%)
ve alkol verimi (%) degerleri. Tablodaki veriler 1., 5. ve 9. tekrarlara aittir. Her deger

en az iki tekrarin ortalamasidir. Parantez i¢indeki degerler her ortalama deger icin

hesaplanan standart sapmalar1 gostermektedir.

Substrat o
oD EtOH Alkol Verimi
Kullanim  Suslar Tiketimi
600nm 9/100mL %
%
FBR5 1.21(0.05) 2.02(0.02) 79.73(3,73) 45.67 (1.75)
1 TS3 0.64 (0.29) 1.42(0.04) 62.91 (0.00) 40.72 (1.13)
TS4 0.82 (0.16) 2.40(0.05) 87.27 (0.51) 48.76 (1.33)
FBR5 6.17(0.03) 1.45(0.01) 71.18(2.19) 36.61 (0.62)
5 TS3 2.26 (0.00) 1.51(0.12) 71.64 (2.57) 37.83 (1.93)
TS4 4.15(0.62) 1.83(0.03) 61.09 (3.34) 53.66 (3.10)
FBR5 3.85(0.15) 1.29(0.10) 52.27 (0.90) 44.17 (2.73)
9 TS3 3.18 (0.09) 1.02(0.15) 40.55(4.11) 45.01 (2.19)
TS4 3.26 (0.08) 1.67 (0.17) 45.55(2.19) 51.72 (4.42)
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Sekil 4.12: MOB besiyeri igerisindeki immobilize FBRS5, TS3 ve TS4 suslarin 48
saatlik inkiibasyonlar sonunda tekrarli kullanimlarina ait kalan glukoz miktari
(%w/v) ve liretilen alkol miktar1 (%v/v). Her deger en az iki tekrarin ortalamasidir.
Hata ¢ubuklari her ortalama deger icin hesaplanan standart sapmalar1 gostermektedir.
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Sekil 4.13: MOB besiyeri icerisindeki immobilize TS3 ve TS4 suslarmin 48 saatlik 9
tekrarli kullanimlart sonundaki VHb ekspresyonu degerleri. Her deger en az iki
tekrarin ortalamasidir. Hata her ortalama deger i¢in hesaplanan standart sapmalari
gostermektedir.
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Sekil 4.14: GB, MB ve MOB fermentasyon besiyerleri icerisindeki immobilize
FBRS, TS3 ve TS4 suslarinin 48 saatlik inkiibasyonlar sonunda tekrarli kullanimlari
ile belirlenen birim hiicre biyokiitlesi basina etanol tiretim miktarlari (g etanolx100
ml"Y/OD). Her deger en az iki tekrarm ortalamasidir. Hata ¢ubuklar1 her ortalama
deger i¢in hesaplanan standart sapmalar1 gostermektedir.
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5. TARTISMA VE SONUCLAR

Diinyada misir, bugday, seker pancari ve seker kamisit gibi karbonhidrat igerigi
yiiksek bitkilerin hammadde olarak kullanilmasyla biyoetanol iiretimi oldukga
yaygindir. Etanol liretimi i¢in misir %72 oraninda nigasta igermesiyle en yaygin
kullanilan hammaddelerden biridir [Sohn et al., 2007]. Misirdan etanol iiretiminin
yayginlagmasi ile ortaya ¢ikan misir fiyatindaki artis, biyoetanol tireticilerinin ve bilim
insanlariin yeni hammadde kaynaklar1 arastirmasina neden olmustur [Griffey et al.,
2010]. Bu amagla incelenen tahillardan arpanin (Hordeum vulgare L.), kabuklu
cesitlerinde %50-55 oraninda, kabuksuz ¢esitlerinde ise %61 oraninda nisasta igerdigi
belirlenmistir [Sohn et al., 2007; Huth et al., 2002]. Yakit olarak kullanmak amaciyla
etanol iiretmek icin arpayr hammadde olarak kullanmak daha diisiik fiyatli olmasi ve
proteince zengin olmasi gibi baz1 6zelliklerle misir ve bugdayin 6niine ge¢mektedir
[Griffey et al., 2010].

Bu ¢alismada arpadan elde edilen malt 6ziitiiniin kullanarak E. coli’nin etanol
ireticisi suslarindan bakteriyel hemoglobin igcermeyen FBRS5 susu ile bakteriyel
hemoglobin iceren TS3 ve TS4 suslarina ait serbest ve immobilize hiicrelerin
biyoetanol {iretiminde kullanimi ile immobilize edilen hiicrelerin biyoetanol
tiretiminde tekrarli kullanim potansiyelleri incelenmistir. Ayrica farkli karbon
kaynaklarmin (monosakkarit ve disakkarit) boyle bir tiretimdeki etkinligini aragtirmak
i¢in diisiik oksijenli kosullarda, %8 (w/v) oraninda glukoz igeren modifiye LB besiyeri
(GB), %]1(w/v) oraninda glukoz ile %4.5 (w/v) oraninda maltoz igeren besiyeri (MB)
ve %1 (w/v) oraninda glukoz ile %4.5 (w/v) oraninda maltoz iceren malt Oziitli
besiyerleri (MOB) kullanilmistir.

Bir monosakkarit olan glukoz igeren (%8 w/v) GB besiyerinde, inkiibasyon sonu
hiicre yogunlugunun (ODsgo) 48 ve 72 saat sonunda serbest hiicrelerle immobilize
hiicrelerden daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. En yiiksek ODgoo degerinin 72 saatte
sonunda serbest FBRS susu ile elde edildigi belirlenmistir. Icerik olarak zengin bir
besiyeri olan GB besiyerinde yiiksek miktarda bir monosakkarit olan glukozun
bulunmas1 ve kullanilan suslar tarafindan kolay metabolize edilebilmesi nedeniyle
hiicre yogunlugunun yiiksek oldugu diistiniilmektedir. Serbest formdaki suslar i¢in 48
saatten 72 saate arttirilan fermentasyon siiresinin, etanol liretiminde %10-20 oraninda
artisa neden oldugu goriilmiistiir. Serbest formdaki VHb eksprese eden TS4 susu
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FBRS5 susu ile karsilastirildiginda, 48 saat sonunda %5 oraninda daha fazla olacak
sekilde 1.64 g/100mL, 72 saat sonunda ise bu oran 1.98 g/100mL ile %13’¢c
yiikselmistir. Fermentasyon siiresinin 48 saatten 72 saate arttirilmasi ile biitiin
immobilize suslarla etanol tiretiminde %5-17 oranlarinda artis oldugu gortilmiustiir. 48
saat sonundaki en yiiksek etanol tiretiminin TS4 susu ile; FBRS5 susu ile iiretilenden
%14 oraninda daha fazla olacak sekilde 1.81 g/100mL oldugu belirlenmistir. 72 saat
boyunca siirdiiriilen fermentasyon sonunda ise en yiiksek etanol iiretiminin FBRS susu
ile elde edilen tiretimden %26 oraninda daha fazla olan 2.12 g/100mL ile immobilize
TS4 susuyla tiretildigi tespit edilmistir. TS4 susu ile serbest hiicrelere gore immobilize
hiicrelerle etanol iireriminin 48 saatte %10, 72 saatte ise % 7 oraninda arttig1
goriilmiistiir. Substrat tiikketimleri 72 saat sonunda incelendiginde serbest hiicrelerle en
yiiksek substrat tiiketiminin %350 oran1 ile TS3 susunda oldugu belirlenmistir.
Immobilize hiicrelerle ise en yiiksek substrat tiiketiminin %59 oran1 ile FBR5 susunda
oldugu saptanmustir. Alkol verimlerine gore karsilagtirilan serbest ve immobilize
hiicreler arasinda en yiiksek verim oranlarmin serbest hiicrelerle %60 oraniyla,
immobilize hiicrelerle ise %53 oraniyla TS4 susuna ait oldugu saptanmistir. Birim
hiicre biyokiitlesi bagina etanol miktar1 serbest hiicrelerle kiyaslandiginda immobilize
hiicrelerle yaklasik 6-15 kat daha yiiksek miktarda oldugu goriilmiistiir. En yiiksek
birim hiicre biyokiitlesi basina etanol degerlerinin VHb ekspresyonu yapan immobilize
suslar olan TS3 ve TS4 suglari ile elde edildigi saptanmustir.

Sanny ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada (2010), etanol fireticisi E. coli
suslarindan VHb eksprese etmeyen FBR5 ve VHb eksprese eden TS3 suslari ile %8
(w/v) glukoz, %8 (w/v) ksiloz %8 (w/v) arabinoz ve %20 oraninda musir atigi
hidrolizati igeren LB besiyerlerinde mikroaerobik kosullarda etanol {iretimi
incelenmistir. Sonugta %8 (w/v) glukoz iceren LB besiyerinde mikroaerobik
kosullarda TS3 susu ile iiretilen biyoetanoliin FBRS susuna gore %30 daha fazla
oldugu belirlenmistir. Biiylik 6l¢ekte tiretim potansiyelini belirlemek i¢in 2L hacminde
fermentor kullanarak %8 (w/v) glukoz ve %8 (w/v) ksiloz igeren LB besiyerleri
icerisinde TS3 susu ile FBRS susu ile iiretilenden sirasiyla %10 ve %15 oraninda daha
yiiksek miktarda etanol iirettigi belirlenmistir. Sonug olarak VHb ekspresyonun etanol
tiretiminde artisa neden oldugu goériilmiistiir.

Abanoz’un yaptig1 tez calismasinda (2012) patates isleme atig1 hidrolizati ile
zenginlestirilen LB besiyeri iginde E. coli’nin FBRS, TS3, TS4 ve TS5 suslarim
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kullanarak biyoetanol iretimi arastirilmigtir. Calismada kullanilan hidrolizatl
besiyerinin kontrolii olarak %8 glukoz ve c¢esitli mineraller igeren LB besiyeri
kullanilmistir. Elde edilen sonuglara gore en yiiksek etanol iiretiminin TS4 susu ile
4.25 g/100mL oldugu belirlenmistir. Yapilan bu ¢alismaya benzer sekilde mevcut tez
calismasinda da GB kullanilarak gerceklestirilen fermentasyon sonunda, serbest
hiicrelerle en yiiksek etanol iiretimi TS4 susu ile 2.1 g/100mL olarak belirlenmistir.
Abanoz’un yaptig1 bu ¢alismada etanol iiretimin mevcut tez ¢alismasindaki etanol
tiretiminden daha yiiksek olmasmin nedeni minerallerce daha zengin bir besiyeri
kullanilmis olmasi olabilecegi diistiniilmektedir.

Calismada disakkarit bir seker tiirii olan %4.5 maltoz ile hazirlanan MB
besiyerinde serbest hiicrelerin immobilize hiicrelerden daha yiiksek oranda iireme
ozelligi (ODgoo) gosterdigi goriilmiistiir. Inkiibasyon siiresinin 48 saatten 72 saate
devam ettirilmesinin hiicre yogunlugunda artisa neden oldugu saptanmistir. Serbest
formda inkiibe edilen hiicrelerde 48 saat sonunda en yiiksek hiicre yogunlugunun
FBRS susu ile, 72 saatte ise TS4 susu ile elde edildigi belirlenmistir. Immobilize
edilmis hiicrelerle en yiiksek hiicre yogunlugunun 48 ve 72 saat sonunda da FBRS susu
ile elde edildigi saptanmistir. MB besiyerinde inkiibe edilen serbest hiicrelerle etanol
tiretimi FBRS, TS3 ve TS4 suslartyla sirasiyla 1.34, 1.36 ve 0.80 g/100mL olarak
belirlenmistir. Serbest hiicreler arasinda en yiiksek tiretimi saglayan TS3 susu 48
saatten 72 saate artan fermentasyon siiresi sonunda %28 oraninda artis (1.75 g/100mL)
gostermistir. Serbest formdaki TS3 (vgb+) susu serbest formdaki FBR5 (vgb-) susu ile
karsilagtirildiginda ise TS3 susu ile 72 saat sonunda %26 oraninda daha fazla etanol
tirettigi belirlenmistir. 48 saatten 72 saate artan fermentasyon siiresinin immobilize
hiicrelerle etanol iiretiminde %16-57 oraninda artisga neden oldugu goriilmiistiir.
Immobilize hiicreler arasinda en yiiksek etanol iiretimi yapan susun 48 saatte 0.95
g/100mL, 72 saatte ise 1.50 g/100mL iiretimle FBRS susu oldugu saptanmstir.
Immobilizasyonun etanol {iretimini arttirdig: tek susun %11 oraninda artis ile FBRS
susu oldugu gortilmiistiir. MB besiyerinde immobilizasyonun ve VHb ekspresyonunun
etanol Uretimine etkisini belirlemek i¢in 72 saatlik fermentasyon sonunda immobilize
formdaki TS3 (vgb+) ve TS4 (vgb+) suslar1 serbest formadaki FBR5 (vgb-) ile
karsilastirildiginda, uygulamalarin etanol {iretiminde bir artisa neden olmadigi
goriilmiistiir. 72 saat sonunda, en yiiksek substrat tiiketiminin serbest hiicrelerle %55

orant ile FBRS susu tarafindan, immobilize hiicrelerde ise %36 ile TS3 susu tarafindan
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gerceklestirildigi tespit edilmistir. En yiiksek alkol verimi ise serbest ve immobilize
formdaki TS4 susu ile sirasiyla %261 ve %164 oranlart ile saglanmistir.
Fermentasyonda kullanilan {i¢ besiyeri igerisinde en diisiik birim hiicre biyokiitlesi
basina etanol iiretimi MB besiyeriyle elde edilmistir. MB besiyerinde birim hiicre
biyokiitlesi bagina etanol liretiminin en yiiksek oldugu sus olarak immobilize formdaki
TS4 susu (1.31 gx100mL?/OD) belirlenmistir.

Akbas ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada (2014) ise E. coli’nin VHb
eksprese etmeyen FBRS ve VHb ekspres eden TS3 ve TS4 suslari kullanilarak farkli
besin takviyeleri ile desteklenmis bir disakkarit olan laktozca zengin peyniralti suyu
ve peyniralti suyu tozu ve seker pancari melasi hidrolizati igeren besiyerlerinden etanol
tiretimine VHb ekspresyonun etkisi arastirilmistir. Bu yan {iriinlerin etanol iiretimine
etkisini belirlemek icin i¢erdikleri seker miktarlarina uygun sekilde sirasiyla CM1 (%4
w/v laktoz), CM2 (%5.5 w/v laktoz) ve CM3 (%1.2 w/v glukoz, %1.2 w/v fruktoz)
kontrol besiyerleri olusturulmustur. 48 saatlik fermentasyon sonunda VHb
ekspresyonunun peyniralti suyu, peyniralti suyu tozu veya seker pancarit melasi igeren
besiyerleri ile etanol {iretimini sirastyla %21-419, %17-362 ve %48-118 oranlarinda
arttirdig1 saptanmistir. CM2 besiyeri (%5.5 w/v laktoz) ile elde edilen en yiiksek etanol
tiretimi TS3 susu ile 1.14 g/100mL olarak belirlenmistir. Bu ¢alismada MB besiyeri
de MOB besiyerinin kontrolii olarak hazirlanmis ve CM2 besiyeriyle igerdikleri
sekerlerin disakkarit olmasi nedeniyle karsilagtirildiklarinda MB besiyerinde en
yiikksek iiretimin benzer sekilde serbest TS3 susu ile 1.36g/100mL oldugu
belirlenmistir. Bu tez calismasinda ise MB besiyerinde immobilize TS3 susu ile
1.24g/100mL etanol {iretimi saglanmigtir.

Bir ¢alismada mahula bitkisinin (Madhuca latifolia L.) taze ve 12 ay depo
edilmis ¢igekleri i¢erisinde bulunan fermente edilebilir sekerlerin (glukoz, fruktoz ve
maltoz) karbon kaynagi olarak kullanilmasinda S. cerevisiae CTCRI susunun serbest
ve immobilize formlarinin etanol iiretimi 2L hacimli erlenlerde gerceklestirilmistir.
%4 sodyum aljinat ¢ozeltisinin 1:1 oraninda hiicre siispansiyonu ile karigtirilmasiyla
immobilize edilen hiicrelerin etanol {iretiminde serbest hiicrelerden daha etkin oldugu
belirlenmistir. Glukoz, fruktoz ve maltoz igeren besiyeri igerisinde en yiiksek alkol
iretimi taze c¢iceklerle olusturulan besiyeri icerisinde immobilize hiicrelerle
gerceklestirilen fermentasyon sonucu elde edilmistir (25g X kgcicek) [Swain et al.,

2007]. Fermentasyonu saglamak amaciyla S. cerevisiae kullanilmasi nedeniyle mevcut
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tez caligmasina oranla yiiksek miktarda etanol liretimi saglandigi belirlenmistir. Ancak
immobilizasyonun hiicrelerin etanol {iretim kapasitelerini arttirmak {izerine olumlu
etkisi benzer sekilde iki caligmada da goriilmiistiir.

%3 kalsiyum aljinat ile imobilize edilmis E. coli’nin FBR5 ve TS3 suslar
kullanilarak yapilan bagka bir ¢aligmada ise serbest ve immobilize hiicrelerin etanol
tiretimleri aragtirtlmistir [Sar et al., 2016]. Fermentasyon besiyerinde bir disakkarit
olan laktozca zengin peyniralti suyu tozu kullanilmistir. Farkli oranlarda (%3, 5, 8 ve
15) peyniralti suyu tozu ve maya 6ziitii (% 0.3 ve 0.5) igeren fermentasyon besiyerinde
48-96 saatlik inkiibasyonlar gercgeklestirilmistir. En yiiksek etanol iiretiminin
immobilize hiicrelerle, %8 oraninda laktoz ve 9%0.5 oraninda maya 0ziitii igeren
besiyerinde 96 saat sonunda immobilize TS3 susu ile elde edildigi (%4 v/v)
belirlenmistir. Bu tez calismast da hem icerdigi karbon kaynaginin disakkarit
olmasiyla hem de immobilizasyonun ve VHb ekspresyonunun kombinasyonunun
etanol liretimini arttirmis olmasiyla benzemektedir. Ancak aragtirmacilar kullanilan
besiyerinin daha yiiksek miktarda seker igermesi ve fermentasyon siiresinin 96 saat
olmasi nedeniyle daha yiiksek etanol iiretimi elde etmistirler.

GB, MB ve MOB besiyerleri i¢inde en yiiksek hiicre yogunlugunu MOB
besiyerinden elde edilmistir. En yiiksek ODgoo degerinin immobilize formdaki TS4
susu ile 72 saatlik fermentasyon sonunda elde edildigi belirlenmistir. Serbest formdaki
FBR5 hiicreleriyle gerceklestirilen 72 saatlik fermentasyon sonucu iiretilen etanoliin
48 saatlik sonunda iiretilenden %42 orani ile en yiiksek artis oldugu tespit edilmistir.
Serbest haldeki hiicreler ile en yiiksek etanol iiretiminin 48 saattel.71 g/100mL ile
FBR5 susu ile 72 saatte ise 2.11 g/100mL ile serbest formdaki TS4 susu ile elde
edildigi belirlenmistir. Fermentasyon siiresi immobilize hiicrelerde 48 saatten 72 saate
arttirldiginda tiim suslarla etanol iiretiminde artis goriilmiistiir. Immobilize hiicrelerle
elde edilen en yiiksek etanol miktarlar1 48 saat sonunda FBRS ve TS4 susu ile 1.33
9/100mL, 72 saat sonunda ise TS4 susu ile 2.37 g/100mL olarak belirlenmistir. 48 saat
sonunda immobilize formdaki TS4 ve FBRS suslarinin ayni miktarda etanol iirettigi
goriilmiistiir. 72 saat sonunda immobilize TS4 (vgb+) susunun 2.37 g/100mL etanol
ireterek immobilize FBR5 (vgb-) susuyla iiretilenden %58 oraninda daha fazla iiretim
yaptig1 tespit edilmistir. Ayrica immobilze formdaki TS4 susunun serbest formdaki
FBRS5 susundan %15 oraninda daha fazla etanol iirettigi belirlenmistir. Serbest

hiicrelerle elde edilen en yiiksek substrat tiiketimi oran1 72 saat sonunda %87 orani ile
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FBRS5 susu ile elde edilmistir. immobilize hiicrelerde ise en yiiksek substrat
titkeriminin %88 orani ile TS4 susu ile oldugu saptanmistir. 72 saatlik fermentasyon
sonunda serbest hiicreler en yliksek alkol veriminin TS3 susu ile (%62), immobilize
hiicrelerle ise TS4 susu ile (%48) saglandig1 goriilmiistiir. Denenen diger besiyerleri
arasinda birim hiicre biyokiitlesi bagina etanol {iretiminin en diisiik oldugu besiyerinin
MOB besiyeri oldugu belirlenmistir.

Fermentasyonda kullanilan GB, MB ve MOB besiyerlerinde serbest ve
immobilize formdaki TS3 ve TS4 suslarina ait hiicrelerin belirlenen VHb seviyelerine
(nmol/g yas agirlik) gore ii¢ besiyerinde en yliksek ekspresyon seviyelerinin TS4 susu
ile elde edildigi goriilmiistiir.

Bu calismada ayrica immobilize edilmis FBRS, TS3 ve TS4 suslarina ait
hiicrelerin biyoetanol iiretiminde tekrarli kullanim etkinligini arastirmak amaciyla
immobilize edilmis hiicreler GB besiyerine 48 saatlik 9 ardisik fermentasyon boyunca
aktarilarak kullanilmistir. Her kullanim sonu hiicre yogunlugu 9 kullanim arasindan
secilen 1., 5. ve 9. kullanimlar arasinda en yiiksek FBRS susu ile 5. kullanim sonunda
oldugu belirlenmistir. En yiiksek substrat tiiketiminin 1. kullanimda %355 orani ile
FBR5 susu ile, 5. kullanimda %67 orani ile TS4 susu ile, 9. kullanimda ise %54 orant
ile TS4 susu ile oldugu tespit edilmistir. En yiiksek alkol verimi oranlari ise 1.
kullanimda %53 orani ile TS4 susuyla, 5. kullanimda %41 oraniyla TS3 susuyla ve 9.
kullanimda ise %51 orani ile TS4 susuyla saglandigi saptanmustir. 48 saatlik ardisik 9
fermentasyon boyunca ortalama etanol iiretimi FBRS, TS3 ve TS4 suslarinda sirasiyla
1.73, 1.58 ve 2 g/100mL olarak belirlenmistir. 1. kullanimdaki en yiiksek etanol
tiretimi 1.81 g/100mL ile FBRS susuyla, 5. kullanimda 2.05 g/100mL ile TS3 (vgb+)
susu ile, 9. kullanimda ise 2.01 g/100mL ile TS3 ve TS4 suslariyla elde edildigi
saptanmistir. En yiiksek VHb ekspresyonu 9. kullanimda TS3 susunda saptanmistir ve
TS3 susunun ekspresyon seviyesinin TS4 susun ekspresyon seviyesinden %92 daha
fazla oldugu belirlenmistir. Denenen {i¢ besiyeri igerisinde en diisiik hiicre
yogunlugunun MB besiyerinde oldugu goézlenmistir. En yliksek hiicre yogunlugu
degerinin (ODeoo nm) FBRS susu ile 5.34 olarak 1. kullanimda oldugu saptanmustir.
En yiiksek substrat tiiketiminin 1. kullanimda %71 oraniyla TS4 susu ile, 5. kullanimda
%17 orani ile TS3 susu ile, 9. kullanimda ise %12 ile FBRS5 susuna oldugu tespit
edilmistir. En yliksek alkol verimlerinin 1. kullanimda %50 orani ile TS3 ve TS4
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suslari ile, 5. kullanimda FBRS ve TS4 suslarinin %150 orani ile, 9. kullanimda ise
%180 orani ile TS3 susu oldugu goriilmiistiir.

300g/L glukoz igeren besiyerinde %3 sodyum aljinatla veya %4 x-Carrageenan
ile immobilize edilmis hiicrelerle yapilan bir calismada 1L’lik erlenlerin %30 oraninda
immboilize hiicre olacak sekilde fermentasyon yapilmistir. Immobilize edilen S.
cerevisiae 101 hiicrelerinin etanol iretimleri 4 tekrar boyunca incelenmis ve en yiiksek
etanol Uretiminin aljinat kapl hiicrelerle %12.8-13.6 arasinda oldugu goriilmiistiir
[Puligundla et al., 2011].

Tekrarli kullanimda denenen {i¢ besiyeri igerisinde en diisiik etanol iiretiminin
MB besiyerinde oldugu belirlenmistir. En yiiksek etanol iiretiminin 1. kullanimda 2.0
9/100mL ile TS4 susu tarafindan saglanmis ve bu degerin FBRS5 susu ile iretilen
alkolden %14 daha yiiksek oldugu belirlenmistir. 5. kullanimdaki en yiiksek tiretimin
1.12 g/100mL ile FBRS5 susu ile, 9. kullanimdaki en yiiksek tiretimin ise 0.98 g/100mL
ile TS4 susu ile elde edildigi goriilmiistiir. Ardisik kullanimlara ait VHb ekspresyonu
seviyeleri incelendiginde 1. ve 5. kullanimda TS3 susunun VHb ekspresyonu TS4 susu
tarafindan eksprese edilenden sirasiyla %4 ve %70 oraninda daha yiiksekken, 9.
kullanimda ise TS4 susunun VHb ekspresyonu TS3 susu tarafindan eksprese edilenden
%21 oraninda daha yliksek oldugu belirlenmistir.

MOB besiyerinde gerceklestirilen ardisik kullanimlar sonunda ODggo nm’de
yapilan 6l¢iimlere gore en yiiksek hiicre miktarinin 5. kullanimda FBRS susu ile (6.17)
gozlemlenmistir. En yiiksek substrat tiiketiminin 1. kullanimda %87 orani ile TS4
susuyla, 5. kullanimda %72 orani ile TS3 susuyla, 9 kullanimda ise %52 orani ile
FBRS susuyla gozlendigi belirlenmistir. Alkol verimleri incelendiginde ise verimin
genel olarak %30-53 oranlar arasinda oldugu saptanmistir. En yiiksek verimin 1.
kullanimda %49 orani ile, 5. kullanimda %54 orani ile, 9. kullanimda ise %51 orani
ile TS4 susuyla oldugu belirlenmistir. 9 ardisik kullanim boyunca elde edilen etanol
tiretimlerinin ortalamalar1 karsilastirildiginda en yiiksek iiretimin 1.86 g/100mL ile
TS4 susu ile elde edildigi saptanmistir. En yiiksek etanol iiretiminin 1., 5. ve 9.
kullanimlarda sirasiyla 2.40, 1.83 ve 1.67g9/100mL ile TS4 susuyla elde edildigi
belirlenmistir. FBR5 susu ile karslastirildiginda ise VHb eksprese eden TS4 susu ile
etanol tiretminin 1., 5. ve 9. kullanimlarda sirasiyla %55, %25 ve %18 oraninda arttigi
tespit edilmistir. MOB besiyerinde ardisik kullanimla fermentasyon yapan TS3 ve TS4
suslarinin VHb ekspresyonu seviyeleri 1., 5. ve 9. kullanimlarda TS4 susu ile TS3
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susundan daha yiiksek oranda VHb ekspresyonu yapildig1 belirlenmistir. En ytliksek
VHb ekspresyonunun ise TS4 susunun 5. kullanimmda TS3 susundan %48 oraninda
daha yiiksek ekspresyon yaparak gercgeklestirdigi saptanmustir.

Peyniraltt suyu tozu ile olusturulan ve %8 (w/v) laktoz iceren besiyeri
kullanilarak yapilan bir ¢alismada, sodyum aljinat ile immobilize edilmis E. coli’nin
FBRS5 ve TS3 suslart kullanilarak, etanol {retiminde boncuklarin tekrar
kullanilabilirligi incelenmistir. 96 saatlik ardisik 14 kullanim boyunca etanol iiretimi
saglanmis ve en yiiksek tiretimin VHb eksprese eden TS3 susu ile 8. kullanimda (%4.4
v/v) elde edildigi saptanmistir [Sar et al., 2017].

Bu caligmada, farkli karbon kaynaklari (glukoz, maltoz, arpa malt Oziitii)
kullanilarak VHb eksprese eden etanol {ireticisi suslarin immobilize edilmesinin etanol
tiretimini arttirma tizerine etkisi aragtirtlmigtir. En yiiksek etanol {iretimin malt 6ziitii
igeren besiyeri ile VHb eksprese eden immobilize TS4 susu tarafindan %2.97 (v/v)
oraninda oldugu ve bu oranin immobilize FBRS susu ile elde edilenden %57 oraninda
daha yiiksek oldugu saptanmistir. Ayrica immobilize hiicrelerin tekrarli kullaniminin
etanol tiretimini arttirmadaki etkisi, 48 saatlik 9 fermentasyon boyunca her ti¢ besiyeri
icin de degerlendirilmistir. Tekrarli kullanimda en etkin biyoetanol iiretimi MOB
besiyerinden TS4 susu ile saglandig1 belirlenmistir.

Ticari olarak biyoetanol liretimi yapilan hammaddelere alternatif olabilecek yeni
karbon kaynaklarinin potansiyellerinin belirlenmesi hem biyoetanol iiretimini farkl
bir boyuta tasiyacak hem de c¢esitlilik saglayacaktir. Ekonomik olarak minimum
maliyetle etanol iiretiminin saglanmasi amaciyla zengin fermentasyon ortamlarinin
olusturulabilecegi hammaddelerin kesfedilmesi iiretimin ticari boyuta tasinmasi
konusunda iilkemiz iireticilerini tesvik edecektir.

Bugiine kadar daha Onceki c¢alismalarda farkli besiyerleri kullanilarak
immobilize hiicrelerin tekrarli kullanimimin biyoetanol iiretimini arttirdigi tespit
edilmistir. Ancak etkin bir sekilde biyoetanol iiretiminin immobilize edilmis
hemoglobin eksprese eden etanol ireticisi E. coli suslart ile yapildigi galigmalar
oldukga sinirhidir. Bu ¢alismada ilk kez etanol {iretimi bir gida sanayi iiriinii olan arpa
malt Oziitii iceren besiyerinden VHb ekspresyonu ve immobilizasyonun birlikte
kullanilmasiyla etkin bir sekilde arttirilmaya ¢alisilmistir. Ileriki galismalarda etanol
tiretiminin biiyiik 6lgekte denenmesi kitlesel {iretimde ve kontrollii kosullar altinda

endiistride pratik kullaniminin belirlenmesi 6nemlidir.
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Geleneksel olarak fermentasyonda kullanilan mayalar disinda alternatif
rekombinant bakterilerin denenmesi, bir¢ok seker tiiriiniin bakteriler tarafindan
metabolize edebilmesi ile etanol iiretimi genisletilmektedir. Bu tez ¢alismasi
sonucunda VHb eksprese eden ve/veya immobilize edilmis etanol treticisi E. coli
suslar1 ile bu giine kadar ilk defa denenen arpa malt Oziitlinden etanol iiretimi
arastirtlmistir. Sonug olarak, arpa malt 6ziitinden VHb eksprese eden etanol iireten E.
coli suslari ile etanol {iretiminin arttigi ve VHb ekspresyonu ile immobilizasyonun

etanol tiretiminde avantajli ve pratik bir yontem olarak kullanilabilecegi belirlenmistir.
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