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OZET

TEZ BASLIGI: Termofilik-Seliilolitik bakteri Clostridium

thermocellum Kullamilarak Seliilloz ve Seliilozik Atiklarin

Parcalanmasi ve Seker Birikiminin Optimizasyonu

YAZAR ADI: Ozlem Ozpmar

Bu calismada dogada bol miktarda bulunan ve yenilenebilir bir karbon
kaynagi olan seliiloz ve seliiloz igerikli lignoseliilozik atiklarin termofilik, seliilolitik
ve anaerobik bir bakteri olan Clostridium thermocellum ATCC 27405 susu
tarafindan kullanimi arastirilmistir. Kiiltiir ortaminda seliiloz kullanimi sonucu
biriken sekerlerin etanol liretim kapasitesi daha yiiksek olan mikroorganizmalar
tarafindan substrat olarak kullanilabilecegi diisiiniilerek proses sonucunda biriken

glukoz miktar1 takip edilmistir.

Calismanin ilk asamasinda besiyeri bilesen konsantrasyonlarinin ve ortam
kosullarinin selillozun parcalanmasi sonucu biriken seker miktarina ve etanol
tiretimine olan etkisi incelenmistir. Besiyerindeki fosfat, magnezyum, demir ve
kalsiyum bilesenlerinin seker birikimi tizerinde etkili oldugu tespit edilmistir. 50°C
inkiibasyon 1sisinin ve azot gazi atmosferinin seker birikimini ve etanol iiretimini

arttirdig1 gézlemlenmistir.

Calismanin ikinci kisminda tarimsal kaynakli lignoseliilozik atiklarin C.
thermocellum hiicreleri tarafindan kullanilabilirligi incelenmistir. Bu maddeler
icerisinde hemiseliiloz, lignin gibi enzim hidrolizini yavaglatic1 polimerler
igerdiginden bunlar1 gidermek i¢in kaynatma ve alkali uygulamasi gibi on islemler
yapildiktan sonra besiyerine ilave edilmistir. Arpa ve bugday sapinda uygulanan
alkali hidrolizi ile glukoz birikiminde sirasiyla %14 ve %10’lik bir artis oldugu

gozlenmistir. Bu kisimda ayrica kagit fabrikasi atiklarmin C. thermocellum



tarafindan parcalanmasi ve etanol iiretimi incelenmistir. Farkli miktarlarda kagit atigi
iceren C. thermocellum kiiltiirlerinde en yiiksek glukoz birikimi (5,9 g/1) 20 g/l kagit

iceren kiiltiirde gerceklesmistir.

Tez c¢alismasinin son kisimda ise glukoz birikiminin siirekliligini
saglayabilmek i¢in C. thermocellum kiiltiirleri yar1 sitirekli sistemde iiretilmislerdir.
Her giin, iki gilinde bir ve ii¢ giinde bir 5 ml ve 10 ml hacimlerde taze besiyeri ile
seyreltilen kiiltiirlerden ii¢ glinde bir 5 ml seyreltme yapilan kiiltlirde optimum
glukoz birikimi saglanmis ve 5,7 g/l olarak tespit edilmistir. Kiiltiirlerde etanol

tiretimi 0,3 ile 0,8 g/l arasinda degismistir.
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SUMMARY

TITLE OF THE THESIS: Cellulose and cellulosic waste degradation by

thermophilic cellulotic bacteria Clostridium thermocellum and optimization of

glucose accumulation

AUTHOR: Ozlem OZPINAR

In this study, the use of cellulose and renewable lignocellulosic wastes, which
are found in waste amount in nature, by thermophilic, cellulolytic and anaerobic
bacterium Clostridium thermocellum ATCC 27405 strain was studied. Glucose
accumulated in C. thermocellum culture at the end of cellulose degradation can be
used as substrate for microorganisms which have higher ethanol production capacity.
Because of that glucose accumulation at the end of cellulose degradation was

monitored.

In the first part of the thesis, the effect of medium component concentration
and environment conditions on sugar accumulation as a result of cellulose
degradation and ethanol production was investigated. It was determined that
phosphate, magnesium, iron and calcium components in the medium were effective
on the sugar accumulation. Incubation temperature of 50°C and nitrogen gas

atmosphere increased the sugar accumulation and ethanol production.

In the second part of the study, the usage of agricultural lignocellulosic
wastes by C. thermocellum cells was examined. These lignocellulosic wastes contain
some polymers like hemicellulose and lignin which slow down the enzymatic
hydrolysis. In order to ease the hydrolysis some pretreatment methods like boiling
and alkaline hydrolysis were performed. It was shown that glucose accumulation
increased respectively % 14 and 10 with alkaline hydrolysis applied to barley and
wheat. In this part of the thesis, degradation of wastes from paper pulp industry by C.



vii

thermocellum was also studied. It was shown that the highest glucose accumulation

(5,9 g/) occurred in the culture which contained 20 g/l paper pulp waste .

In the last part of the study, semi-batch C. thermocellum cells were run for
sustaining glucose accumulation. The cultures were diluted every day, every two
days and every three days with 5 ml and 10 ml volumes of fresh RM containing 10
g/l cellulose. Optimum glucose accumulation was observed in the culture which was
diluted with 5 ml fresh medium every three days. Amount of glucose was measured
as 5,7 g/l in that culture. The ethanol concentration in the cultures varied between 0,3

to 0,8 g/l
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1. GIRIS

Diinya niifusunun hizli artisina ve gelisen teknolojiye paralel olarak enerjiye
olan talep siirekli artmaktadir. Bununla birlikte fosil enerji kaynak rezervlerinin
sinirlt ve yakin bir gelecekte tiikenecek olmasi giinimiizde alternatif enerji
kaynaklariin daha verimli bir sekilde degerlendirilmesi mecburiyetini
dogurmaktadir. 1973 Diinya enerji krizi enerji kaynaklarinin mevcut varliginin
gelecekte tiikkenmek iizere oldugunu ortaya koymus ve tiim insanlig1 enerji konusuna
yogunlagtirmistir. Diinyada birgok {ilke, tiikenebilir enerji kaynaklarina olan
bagimlilig1 azaltmak i¢in yeni ve yenilenebilir enerji kaynaklarindan daha fazla

yararlanma yoluna gitmektedir.

Yeni ve yenilenebilir enerji kaynaklar1 baslica; biyokiitle, giines, hidrolik,
rliizgar, jeotermal, gel git, dalga enerjisi seklinde smiflandirilabilir. Bu enerji
kaynaklarinin biiylik bir kismi diinyada yaygm bir kullanim alani bulmustur.
Gelismis ve gelismekte olan ilkelerde kullanimi en yaygmn olan enerji
kaynaklarindan birisi de biyokiitlenin sahip oldugu enerjidir. Biyokiitle; 100 yillik bir
zaman diliminden daha kisa silirede yenilenebilen, karada ve suda yetisen bitkiler,
hayvan atiklari, besin endiistrisi ve orman yan Uriinleri ile kentsel atiklar1 i¢eren tiim
organik maddeler olarak tanimlanmaktadir. Biyokiitle; her yerde yetistirilebilmesi,
cevre korunmasina katkisi, elektrik {iretimi, kimyasal madde ve ozellikle tasit
araglart icin yakit elde edilebilme ozellikleri nedeni ile hem gelismis hem de
gelismekte olan iilkelerde biiyiik 6nem tagimaktadir [Coombs, 1992]. Tarimsal
bitkiler ve atiklari, endistriyel odun ve tomruk atiklari, ¢iftlik hayvanm atiklar

biyokiitle kaynaklaridir.

Orman ve tarim iriini olan selillozik maddeler yeryliziinde en genis
yenilenebilir karbonhidrat kaynaklarini olustururlar. Bu nedenle seliiloz igeren
iriinler ile kentsel ya da endiistriyel atiklar, kimyasal hammadde ve enerji iiretimi

icin ¢ok biiylik bir dneme sahiptir.



Lignoseliilozik biyokiitle en 6nemli alternatif enerji kaynaklarindan biridir.
Lignoseliilozik atiklarin igerigindeki seliiloz enzimatik ve kimyasal hidrolizle
pargalanarak seker agiga ¢ikarilir. Bu sekerler alternatif bir enerji kaynagi olan
etanolun elde edilmesi icin bazi bakteri ve mayalar tarafindan ham madde olarak

kullanilabilir.

Diinya capinda yilda yaklagik 1,3x10' milyon ton bitki atig1 iiretilmektedir
[Demain et al, 2005]. Bu bitki kalintilarinin ve diger seliilozik atiklarin hidrolizi ve
endiistriyel biyoetanol gibi iiriinlere doniistiiriilmesi biiyiik bir ekonomik potansiyele
sahiptir. Bunun yani sira fosil yakitlara olan bagimlilig1 azaltacak olmasi nedeniyle

cevrenin korunmasinda pozitif etki yaratacaktir.

Bugiin biyoetanol biiyiik capta seker pancari veya nisasta acisindan zengin
materyallerden {iretilmektedir. Tarimsal yan {riinlerin ham madde olarak
kullanilmast biyoetanol {iiretimi i¢in ham madde miktarin1 artacak ve maliyeti
diisiirecektir. Ancak biyoetanoliin lignoseliilozik ham maddelerden iiretimi seker ve
nisastadan iiretimine kiyasla ¢ok daha zordur. Lignoseliillozun monomerik sekerlere
doniistiiriilmesi  birka¢ proses icermektedir. Lignoseliilozik materyal buharla
muamele edildikten sonra enzimatik hidroliz ile ortamda bulunan seliiloz molekiilleri

monomer sekerlere parcalanir [Ohgren et al, 2006].

Bu tez ¢alismasinda seliiloz ve seliilozik bitki kalintilarinin C. thermocellum
tarafindan pargalanmasi sonucu biriken seker miktari ve iiretilen etanol miktari

Olciilmiis, farkli parametrelerin glukoz miktar1 tizerindeki etkileri incelenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Lignoseliilozun yapisi ve Lignoseliilozik Maddeler

Lignoseliilozik maddeler dogada; agag, ot, zirai atiklar, ormancilik atiklar1 ve
evsel kat1 atiklarin yapisinda bulunur. Eskiden yakacak odun, hayvan yemi ve insaat
malzemesi olarak kullanilan lignoseliilozik maddeler artik kagit hamuru ve kagit
tirtinlerinde lif kalitesini arttirmak i¢in kimyasal hammaddeler ve alternatif enerjiler
tiretmek i¢in de kullanilmaktadir. Lignoseliilozik biyokiitle etanol gibi sivi yakitlara
ve karboksil asit gibi kimyasallara doniistiiriilebilir [Bothast et al, 1999; Szczodrak
and Fiedurek, 1996; O’Dwyer 2005]. Yenilenebilir seliiloz veya lignoseliilozik
materyallerin, yenilenemeyen fosil materyallerle rekabet edebilecek yakitlara
doniistiiriilmesi arastirmalar1 yam sira lignoseliilozik kaynaklardan farkli amaclarla
kullanilabilecek kimyasal hammadde iiretimi iizerine de farkli arastirmalar

stirdiiriilmektedir [Eager et al, 1983; Geng, 2002].

Bitki hiicre duvari, lignin ve hemiseliiloz i¢ine gomiilmiis seliiloz liflerinden
olusan bir makromolekiildiir [Brett and Waldon, 1996; O’Dwyer, 2005]. Odunsu ve
lifli bitkilerin yapisinda bulunan lignoseliilozik materyal baslica ii¢ polimerden
olusur; seliiloz, hemiseliiloz ve lignin. Bunlara ilaveten c¢esitli miktarlarda nigasta,
pektin, proteinler, cesitli ekstraktlar veya re¢ineli materyalleri de igermektedir.
Lignoseliiloz kuru agirlik olarak %35-50 seliiloz, %20-35 hemiseliiloz ve %10-15
lignin icermektedir [Wyman 1994; O’Dwyer, 2005]. Seliiloz ve hemiseliiloz agirlik
ylizdesi olarak sert tahtali agaclarda yumusak tahtali agaclara ve bugday sapina gore
daha fazladir. Buna karsin yumusak tahtali agaclarda lignin igerigi fazladir. Cizelge
2.1’de degisik atiklar ve bitkilerin yapisinda bulunan lignoseliilozik maddelerin

miktarlar1 karsilastiriimistir.

Hemiseliiloz mikrofibriller olusturmak iizere seliilloz liflerinin etrafinda
siralanan kompleks bir karbonhidrat polimerdir [Akmaz, 2001]. Agacin kuru

agirhigiin %25-30’unu hemiseliiloz olusturur. Hemiseliiloz seliilozdan daha diisiik



molekiiler agirliga sahip bir polimerdir. Seliilozla asil farki hemiseliillozun kisa yan
dallanmaya sahip olmasi ve amorf yapida seker zincirleri igermesidir. Hemiseliiloz
amorf yapidaki morfolojisinden dolayr daha kolay hidrolize olabilir ve suda

¢Oziinebilir.

Cizelge 2.1. Bazi tarimsal kaynaklarin ve atiklarin lignoseliiloz igerikleri [Howard et

al, 2003].

Lignoseliilozik Seliiloz (%) Hemiseliiloz (%) Lignin (%)
materyaller

Sert aga¢ sapi1 40-55 24-40 18-25
Yumusak agac sap1 | 45-50 25-35 25-35
Findik kabugu 25-30 25-30 30-40
Misir kogani 45 35 15
Kagit 85-99 0 0-15
Bugday samant 30 50 15
Pirin¢ samant 32,1 24 18
Yaprak 15-20 80-85 0
Keten tohumu 80-95 5-20 0
Gazete kagidi 40-55 25-40 18-30
Kimyasal kagit 60-70 10-20 5-10
hamurundan gelen

kagit atig1

On atiksu katilar 8-15 - 24-29
Kiispe 334 30 18,9
Domuz atig1 6 28 -

Kat1 si8ir giibresi 1,6-4,7 1,4-3,3 2,7-5,7
Ot 25 35,7 6,4
Cimen 45 31,4 12

2.1.1. Hemiseliiloz

Hemiseliiloz polimerindeki en énemli seker molekiilii ksilozdur. Cogunlukla
tic heksoz (D-glukoz, D-galaktoz ve D-mannoz) ve iki pentoz (D-ksiloz ve L-
arabinoz) igerir [Holtzapple, 1993; O’Dwyer, 2005]. Hemiseliiloz =zinciri
homopolimer (genellikle tek tip seker molekiiliiniin tekrar etmesi) ve heteropolimer

(farkli sekerlerin karisimi) seklinde olabilir.




Ksilanlar hemiseliilozlar i¢cinde nicelik acisindan 6nemli bir yer tutarlar. Kara
bitkilerinin ligninli dokularindaki hemiseliiloz kisimlarinin temel bilesenidirler. Tahil
saplar ile tohum kabuklarinin kuru agirlik olarak %20-30’u ksilandir [Aspinall,
1970; Ates, 1990].

2.1.2. Lignin

Seliiloz ve hemiselilloz farkli seker molekiillerinden meydana gelmis
makromolekiillerdir. Lignin karmasik yapiya sahip, polisakkarid olmayan, hidroksil
ve metoksil gruplarini iceren fenilpropan birimlerinden olugmus ii¢ boyutlu amorf
heteropolimer yapili ve dogada ¢ok fazla bulunan bir polimerdir. Her ne kadar
seliloz ve lignin seliilozlu maddelerin asil bilesenlerinden olsalar da bunlarin
kimyasal ozellikleri tamamen farklidir. Lignin hiicre duvarinda yapisal destek, su

gecirimsizligi ve mikrobiyal etkilere karsi direng saglar [Perez et al, 2002].

2.1.3. Seliiloz

Seliiloz yeryliziinde en ¢ok bulunan organik bilesiktir. Yaklasik olarak her yil
100 trilyon kg seliiloz olugsmaktadir [Bailey and Ollis, 1986]. Seliiloz, hemiseliiloz ve
ligninle birlikte bitkilerin hiicre duvarlarimin ana bilesenidir. Cizelge 2.2’de bazi

bitkiler seliiloz igeriklerine gore siralandirilmstir.

Cizelge 2.2. Cesitli lignoseliilozik bilesiklerin seliiloz igerikleri [O’Dwyer, 2005].

Lignoseliilozik materyaller Seliiloz icerikleri %
Keten 95-99
Hasir 80-90
Bambu 40-50
Odun 40-50
Agag kabugu 20-30




Agaclarin kuru agirh@inin %45°1 seliillozdur bu oran bitkinin yasma ve
bliylime durumuna gore farklilik gosterir. Bitki ve agaclarda hiicre duvarinin,
baklagil tohumlarinin ve meyvelerin kabuklarinin biiylik bir kismini seliiloz
olusturur. En basit karbonhidrat birimlerinden olan glukoz selillozun 6nemli ara

tirlinlerinden biridir [Akmaz, 2001].

2.1.3.1. Seliilozun Yap1 ve Ozellikleri

Seliiloz zincirsel ve silipermolekiiler olmak {izere iki yapisal diizeyde

incelenebilir.

2.1.3.1.1. Zincirsel Yapi

Seliilloz (CeH0Os)n, D-glukoz birimlerinin  B-(1-4) glukozidik bag1 ile
birlesmesi sonucu olusmus dallanmamis dogrusal bir polimerdir. Seliiloz, iki glukoz
birimi iceren sellobiyozun izotaktik polimeri olarak diisiiniiliirse sellobiyoz temel
birim olarak kabul edilebilir. Her bir glukoz biriminin 2. 3. ve 6. karbonlarinda
primer ve sekonder alkoller i¢in bilinen reaksiyonlara girebilecek hidroksil gruplari
bagli bulunmaktadir. Bu hidroksil gruplar birbirleriyle ya da O°, N, S” gruplariyla
hidrojen baglar1 ile iligkilenmektedirler. Ayrica hidrojen baglar1 seliilozun OH"
gruplarinda ve su molekiillerinde bulunmaktadir. Bu hidroksil gruplar1 seliiloz
yiizeyini hidrofobik hale getirir [Palonen, 2004]. Seliiloz zincirinin her iki sonunda
bulunan hidroksil gruplar1 farkli davraniglar gostermektedirler. C1 ile sonlannis ug
indirgen Ozelliklere sahipken serbest hidroksil grubuna sahip glukoz birimi ile
sonlanmig C4 karbonu ucu indirgen olmayan grup igermektedir [Akmaz, 2001]. Sekil

2.1°de seliiloz molekiiliiniin kimyasal yapis1 gosterilmisir.

Polimer molekiillerinde birbirlerine baglanan monomer molekiillerinin sayis1
polimerizasyon derecesi olarak adlandirilmaktadir. Monomer glukozdan polimer
seliiloza geciste polimerizasyon derecesi (PD) 6’nin {izerinde oldugu zaman sudaki
¢cOziinlirliik azalir [Akmaz, 2001]. PD 6’dan kiiciik oldugunda sellodekstrinler

¢oziinebilir. Molekiiller arasi giiclii hidrojen baglar1 ve entropik sistem etkilerinden



dolay1 ¢oziinebilirlikleri PD derecesinin artmasiyla diiser [Zhang et al, 2006].
Seliilozdaki kristalinitenin nedeni hidrojen kopriileridir. Bundan dolayr seliiloz
molekiilleri, kolay ¢dziinmeyen, sert ve lifli bir polimer olarak bitkilerin hiicre

duvarlarinda ideal bir yap1 olustururlar [Ates, 1990].

CH,OH
: CHOH |y L o
CH,OH T 1 o \ likon o
H 0 al OH H O \
\ i/ —o0 of KOH H31© H
L H OH
H  OH
H  OH
—-n

sellobiyoz Urutes

Sekil 2.1. Seliiloz molekiiliiniin kimyasal yapis1 [Perez et al, 2002].

2.1.3.1.2. Siipermolekiiler Yapi

Dogal kaynaklardan elde edilmis seliiloz farkli zincir uzunluklarinda karisik
yap1 icerir. Bu zincirler arasinda hidrojen bag1 olusur. Seliiloz molekiilleri demetler
seklinde birbirleriyle birlesmislerdir. En kiiciik demet elementel fibril olup, aym
yonde uzanan 40 seliiloz molekiiliinden meydana gelir. Elementel fibriller bir araya
gelerek daha biiyiik demetleri, mikrofibrilleri olusturur. Mikrofibriller fibrilleri,
fibriller lamelleri olusturur [Hafizoglu, 1982].

Fibriler yap1 igerisinde seliiloz molekiillerinin birbirine paralel olacak sekilde
diizgiin siralandig1 kristalin bolgeler ve molekiillerin diizensiz olarak siralandigi
amorf bolgeler bulunmaktadir [Kirci, 2000]. Sekil 2.2°de bir seliiloz molekiiliiniin
fibriler yapis1 goriilmektedir. Seliiloz, icerisinde c¢ok diizenli kristalin bolgelerin

bulunmasi nedeniyle su molekiilleri tarafindan ¢ok az ¢6ziiniir.



Sellalaz MNibril

Kugik Fibril

Sekil 2.2. Seliilozun fibriler yapis1 [Kirci, 2000].

Seliiloz yapisinin %85°1 kristalin bolgeden olugmaktadir. Amorf bolge olarak
adlandirilan ve daha az diizenli olan bolge ise seliilozun %15’ini olusturur [Ulbrik,
1991]. Sekil 2.3’de bir selilloz molekiilindeki kristalin ve amorf bdlgeler
goriilmektedir. Seliillozun kristalin yapisina hidrojen baglar1 sebep olur. Kristalinite
seliiloza suda ¢oziinememe, gerilme kuvveti ve reaksiyonlara direnglilik 6zellikleri
kazandirir. Kristalin bolge seliilozun enzimatik kullaniminda en biiyiik dezavantajdir
[Ryu and Mandels, 1980; Ulbrik, 1991 ]. Amorf bolge daha kolay hidrolize olur
[Tsao, 1978; Ulbrik, 1991].

Kristal ve amorf bolgeler haricinde de degisik diizensizlikler mevcuttur ve
diizensizlikler yiizey alanimmi genisleterek kismen de olsa suda ¢oziinmeyi
kolaylastirir. Saf seliilozla c¢alisildiginda, seliilozun amorf bolgesinin kristalin
bolgesine kiyasla mantarlar tarafindan 5-10 kat daha hizli pargalandig1 gorilmiistiir

[Klyosov, 1990; Gama et al, 1994; Lynd et al, 2002].



amorf bolge
kristal bolge kristal bolge

i I }

Sekil 2.3. Bir seliilloz molekiiliindeki kristalin ve amorf bolgeler [Ulbrik, 1991].

2.2. Seliilolitik Mikroorganizmalar ve Selillaz Enzim

Sistemleri

Giliniimiizde endiistriyel seliilaz kaynagi olarak genellikle mantarlar
kullanilmaktadir. Ancak bu organizmalarin enzimleri genellikle yiiksek protein
tiriinleri ile birlikte tretilmekle beraber diisiik spesifik aktivite ve istenmeyen
biyokimyasal 6zellikler tasimalar1 nedeniyle, daha aktif ve dis etkilere daha az hassas
seliilazlar1 iireten bakteriler {izerindeki calismalar yogunlasmustir. Ozellikle bazi
Clostridium tiirleri [Giallo et al, 1985], rumen bakterileri [Coughan and Ljungdahl,
1988] ve Acetovibrio cellulolyticus [Saddler and Khan, 1981] tizerindeki ¢alismalar

artmigtir.

Seliiloz  hidrolizi  kiicik  bir grup  mikroorganizma  tarafindan
gergeklestirilmektedir. Seliilozu hidrolize eden enzimler genis g¢apta mantar ve
bakterilerden elde edilmektedir. Bu enzimler seliiloza kuvvetlice baglanirlar ve

hidroliz ederler.

Bakterilerde seliilozun pargalanmasi aerobik veya anaerobik olarak
gerceklestirilebilir. Bu islem sonucunda seliiloz basit sekerlere doniisiir [Hungate,
1950; Bryant and Robinson, 1961; Miller and Wolin, 1974]. Seliilozun
par¢alanmasinda gorev alan birden fazla enzimden olusan yapiya selillozom adi
verilir. Seliilozom ilk kez Clostridium thermocellum’da kesfedilmistir. C.

thermocellum’un selillozom enzim sistemi yaklagik 3000 kDa civarindadir.



10

Seliilozom bir¢ok anaerobik bakteride ve mantarda bulunmaktadir [Fanutti et
al, 1995; Li et al, 1997]. Selillozomun seliilozu par¢alamasi sonucu ortaya ¢ikan iiriin

sellobiyoz’dur [Ulbrik, 1991].

sellodextrin 2 sellotetroz ——» 4 sellobiyoz (2,1)

Kesikli sistemde seliilaz enzimi seliilloza baglh olarak ya da ortamda serbest
olarak bulunabilir. Seliilozom logaritmik fazdan once hiicreye yapisik olarak bulunur
ve eksponansiyel faz sonunda ortamda serbest kalir, duragan fazda ise seliilozu
parcalamaya baglar [Demain et al, 2005]. C. thermocellum hiicreleri seliilozu ya da
sellobiyozu substrat olarak kullandiginda YAS (yellow affinity substance) ad1 verilen
sar1 renkte bir madde iiretir. Bu sar1 renk selillaz varliginin gostergesidir. YAS
seliiloz liflerine yapisir ve seliilolitik sistemle seliiloz arasinda koprii gorevi goriir.
Molekiil agirlig1 1500 Da civarinda olan YAS etanol ve asetonda ¢6ziiniir ve seliiloza

yapistiginda oksidasyon i¢in stabil hale gecer.

2.2.1. Seliilozun Parcalanmasinda Seliilolitik Yol ve Enzimler

C. thermocellum seliillozu par¢alamak i¢in iki farkli yola sahiptir. Bunlar
hidroliz ve fosforolizasyondur. Bayer ve arkadaslar1 (1988) C. thermocellum’un
hidrolitik sisteminde yaklasik 14 bilesenin oldugunu rapor etmislerdir. Asagida
selilozun pargalanmasinda kullanilan hidrolitik ve fosforilitik yollar gosterilmistir

[Carreira et al, 1983; Ulbrik, 1991].

Ekzo&Endoglukanaz

selilloz + H,O » sellodekstrinler + sellobiyoz (2,2)

sellodekstrin fosforilazk

sellodekstrinler + Pi » glukoz-1-P + sellobiyoz (2,3)

sellobiyoz + pi Scliobiyoz fosforilaz o, 1 02-1-P + glukoz 2.,4)

sellobiyoz + H,0 —1082 | olykoy 2.5)
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C. thermocellum’un selillozu par¢alamak i¢in kullandig1 enzimler ve
ozellikleri asagida siralanmistir;

Endoglukanazlar: Selilloz molekiillerini, molekiil boyunca rastgele yerlerden
hidroliz ederler. Indirgen olmayan zincir sonlar1 olusturmak igin B-1,4 glukozidik
baglar iizerinde aktivite gosterirler. {lk harekette bulunan bilesenin, kristalin seliiloz
lizerine atak yapma ve i¢ glikozid baglarini rastgele bolme 6zelliklerine sahip
endogukanazlardan biri oldugu diisiiniilmektedir. Endoglukanazlar daha ¢ok
selilozun amorf kisimlarinda aktiftirler. C. thermocellum’un en az yedi
endoglukanaz enzimine sahip oldugu biyokimyasal ve genetik c¢alismalarda
kanitlanmistir. Birincil hidroliz endoglukonaz ve ekzoglukonazin kati substrat
ylizeyine yapismastyla baglar. Enzimatik depolimerizasyonda endoglukonaz ve
ekzoglukonaz hiz kisitlayicr basamaktir. Tkincil hidroliz sivi fazda birincil
hidrolizden agiga ¢ikan sellobiyozun p-glukosidaz tarafindan  glukoza
doniistiiriilmesini icerir. Baz1 B-glukosidazlar biiyiik sellodekstrinlerin hidrolizinde

de gorev alirlar [Zhang and Lynd, 2004].

Ekzoglukanazlar (sellobiyohidrolazlar): Seliilaz bilesenleri arasinda en az
kararliliga sahip sellobiyohidrolazdir. Bu enzim grubu seliiloz lifinin sonundaki
indirgen olmayan seker zincirinden sellobiyozun kurtarilmasini katalizler. Genel
olarak ilk hiicum bileseni olmasalar da sellobiyohidrolazlarin kristalin seliilloz
hidrolizi  i¢gin  gerekli oldugu kabul edilmektedir.  Endoglukanazlarla
ekzoglukanazlarin sinerjistik etkisinin olduguna dair literatiirde bir¢ok c¢alisma

mevcuttur. Sekil 2.4 bu sinerjistik etkiyi gostermektedir.

B glukosidaz (sellobiyazlar): Glukosidazlar [ baghh glukoz oligomerlerini
parcalayarak sellotetroz ve sellobiyozu agiga cikarirlar ve sellobiyozu glukoza
hidrolize ederler. Glukosidazlar ile reaksiyon baslamadan dnce endoglukanazlar ve

sellobiyohidrolazlar seliiloz yiizeyine tutunurlar [O’Dwey et al, 1982; Akmaz, 2001].

Enzimlerin biyosentezi indiiksiyon mekanizmasi ve katabolit baski tarafindan
kontrol edilmektedir. Seliilaz enzimi indiiklenebilen bir enzimdir; substrat1 ortamda

mevcut ise yeterli miktarda enzim iretilir [Mandels, 1975; Ates, 1990].



12

Sekil 2.4. Sellobiyohidrolaz (CBH) ve endoglukonaz (EG)’1n sinerjistik ativitesinin

sematik gosterimi [Teeri, 1997]: Ici bos daireler (NR) ile simgelenmis indirgen

olmayan uglari, i¢i dolu olan daireler (R) ile simgelenmis indirgen uclar1 ve (C) ile

gosterilen kisimlar kristalin bolgeyi temsil etmektedir.

Cizelge 2.3. Scliilaz bilesenlerinin degisik substratlar {izerine etkisi [Wood and

Campayo, 1990].

Substratlar
Kristal Amorf | CMC Sello- sellobiyoz
Enzimler seliiloz seliiloz | (Karboksimetil | oligosakkaritler
seliiloz)

Sellobiyohidrolaz | Yavas Cok Aktif degil Aktif Aktif

aktif degil
Endoglukonaz Aktif degil | Cok Cok aktif Aktif Aktif

aktif degil
B-Glukosidaz Aktif degil | Aktif | Aktif degil Aktif Aktif

degil

Cizelge 2.3’de seliilaz enzim siteminde bulunan enzimlerin degisik substratlar

tizerindeki aktivitesi karsilagtirnlmistir. Cizelgede adi1 gecen seliilaz enzim sisteminin

tiyesi olan enzimlerin seliillozun par¢calanmasindaki gorevleri ise Sekil 2.5’de sematik

olarak gosterilmistir.
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Sekil 2.5. Seliilozun parcalanmasindaki seliilolitik enzimlerin islevleri [O’Dweyer,

2005].

Fosforilizasyon kendi bagina bir seliilolitik yol degildir fakat seliilozun
parcalanmasini hizlandirir. Sellodekstrin ve sellobiyoz gibi hidroliz {iriinlerinin
kullanildig: ikinci bir yoldur. Sellodekstrin hiicre i¢ine transfer oldugunda asagidaki
intraselliiler reaksiyon gerg¢eklesmektedir. Sellodekstrin fosforilazlar ilk kez Sheth ve

Alexender (1969) tarafindan hiicre 6ziitlerinden saflagtirilmigtir.

(Glukoz)y + Pi ———* (Glukoz) n.;+ Glukoz 1-P (2,6)

Sellodekstrin fosforilaz, selloheksoz (N=6) (N=Zincirdeki seker sayisi),
sellopentoz (N=5), sellotetroz (N=4), ve sellotriozu (N=3) parcalar ancak sellobiyozu

(N=2) pargalayamaz. Sellobiyozun fosforilizasyonu sellobiyoz fosforilaz enzimi
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tarafindan gerceklestirilmektedir. Hidrolitik yolla seliiloz parcalanmasinda biiyiik
miktarda {iretilen sellobiyoz sellobiyoz fosforilaz enziminin yardimiyla parcalanir

[Ng and Zeikus 1986; Ulbrik, 1991].

(Glukoz), + Pi — 4 Glukoz + Glukoz -1-P (2,7

Iki enzimin aktivitesi sonucu ortaya c¢ikan son iiriinler glukoz ve glukoz-1-
P’tir. Glukoz fermentasyon ortaminda birikir. C. thermocellum’un kompleks
karbonhidratlarin varliginda glukozu parcalayamadig: fakat glukoz-1-P’1 parcaladigi
belirtilmistir. Bu nedenle her iki yol (hidrolitik ve fosforilitik) sonucunda da olusan

glukoz C. thermocellum tarafindan kullanilmamaktadir [Ulbrik, 1991].

Patni ve Alexander (1971) tarafindan C. thermocellum’un fruktoz-1,6-difosfat
(FDP) aldolaz ve glukokinaz iceren Embden-Meyerhorf metabolik yolu ile glukozu
katabolizledigi bildirilmistir. Sekil 2.6’da bu yol gosterilmistir. Hiicre dziitlerindeki
glukolitik enzimlerin varliginda glukoz priivik asite par¢alanmaktadir [Ben-Bassat,
1980; Ulbrik, 1991]. Glukoz ve glukoz-1-P seliilolizin {iriinleridir. Embden
Meyerhorf metabolik yolunun baglangic noktasi olan serbest glukoz, glukokinaz
enzimi ile glukoz-6-P’ye doniisiir ve metabolik yola baglanir. C. thermocellum’da
fosfoglukomutaz izole edilememistir fakat ortamda glukoz-6-P birikmesi bu enzimin

varligini ortaya koymaktadir.

C¢H 1,06+ 2ADP + 2P0 ___, 2CH;COCO,H +2ATP+2(0H)  (2,8)

Embden Meyerhof metabolik yolunda son iiriinler priivik asit ve ATP’dir.
Priivik asit laktat dehidrogenaz ile laktik asite veya priivat dehidrogenaz tarafindan

asetil-CoA’ya doniistiiriiliir. Asetil —CoA ise etanol ve asetik asite dontistiirtiliir.
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Sekil 2.6. Seliiloz parcalanmas1 ve Embden Meyerhorf metabolik yolu [Guedon et al,
2002]. 1-sellobiyaz, 2-sellodekstrin fosforilaz ve sellobiyoz fosforilaz, 3-glukokinaz,
4-fosfoglukomutaz, 5- L-Laktat dehidrogenaz (L-LDH), 6-priivat dehidrogenaz
(PFO), 7-hidrogenaz, 8-fosfotransasetilaz, 9-asetat kinaz, 10-asetaldehit
dehidrogenaz, 11-alkol dehidrogenaz (ADH), fosfat (P); ferrodoksin (Fd);
oksidasyon (ox); rediiksiyon (red); HS-CoA, koenzimA
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2.3. Seliilolitik Termofilik Mikroorganizmalar ve Ozellikleri

Ekstrem ¢evrelerde yasayan mikroorganizmalar diger mikroorganizmalarin
ireyemedigi ya da c¢ok az gelisme gosterdikleri sartlarda gelisebilirler.
Mikroorganizmalar yasamsal faaliyetlerini silirdiirebilmek i¢in ¢esitli stres
faktorlerine uyum saglarlar. Birgok kimyasal ve fiziksel faktdr, organizmalarin

gelisimini ve canliligini kontrol eder.

Organizmanin gelisimini arttiran veya azaltan her bir faktor, ayn1 zamanda
organizmalarin biyolojik ve ekolojik gruplarini da belirlemektedir. Sicaklik canlilarin
evrimi ve hayatsal faaliyetlerini kontrol eden en énemli ¢evresel faktorlerden biridir

[Kristjansson and Hreggvidsson, 1995; Son, 1999; Skirnisdottir, 2000].

Termofilik mikroorganizmalar 50-70°C gibi yiiksek sicaklik degerleri
arasinda yasayabilen organizmalardir. Bu mikroorganizmalar i¢in optimum {ireme
1181, Brock (1967) tarafindan 55-60°C olarak Onerilmistir. Daha sonra yapilan
calismalarda bu degerin ilizerinde yasamsal faaliyetlerini siirdiirebilen hipertermofilik
mikroorganizmalarin varligi tespit edilmistir. Yapilan g¢alismalar sonucunda bu
bakteriler i¢in optimum gelisme 1sisinin 80-85°C oldugu belirlenmistir [Bilgehan

1994; Son, 1999; Skirnisdottir, 2000; Hjorleifsdottir et al, 1997].

Termofilik organizmalar gelisimleri igin ihtiyag duyduklari optimum
sicakliga gore 3 gruba ayrilirlar;
1. Optimum gelisim sicaklig1 65-75°C olan zorunlu veya agir1 termofiller,
2. 35°C’de gelisebilen, fakat optimum gelisme sicakligi 50-60°C olan fakiiltatif
termofiller
3. 30°C ve alt sicakliklarda gelisebilen, maksimum gelisim sicakligi 45-50°C olan

termotolerant bakteriler.

Termofilik mikroorganizmalarin ekstrem sicaklik degerlerinde yasamsal
faaliyetlerini siirdirmeleri bazi yapisal farkliliklarina baghidir. Bunlar; membran

lipitlerinin erime noktasinin mezofillere gore yiiksek olmasi, DNA’larindaki G-C
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igeriginin dolayisiyla hidrojen baglarinin sayilarinin fazlahigi, diisiik su aktivitesine
sahip olmalari, igerdikleri proteinlerin ¢ok sayida alt birimden olugmasi, daha az
polar aminoasit ve daha fazla sayida yiiklii aminoasit ihtiva etmeleri seklinde
siralanabilir [Tolner et al, 1997; Haney et al, 1999; Spink and Chaires, 1999; Diilger,
2003].

Termofilik bakterilerin yayilim gosterdikleri bdlgeler ¢ok c¢esitlidir. Bu
mikroorganizmalara tiim jeotermal alanlarda, termal topraklarda ve c¢ollerde
rastlanmaktadir. Jeotermal bdlgelere 6rnek olarak ndtral pH’li kaplicalar, kiikiirtce

zengin asidik kaplicalar ve derin deniz dipleri verilebilir [Adigiizel, 2006].

Lignoseliillozik  materyallerin  hidrolizinden acgiga ¢ikan  sekerlerin
fermentasyonunu yapabilen yeterince mikroorganizma olmamast bu materyalin
kullanimin1 engelleyen ana faktorlerden biridir. Bazi termofilik bakteriler ve genetik
arastirmalar sonucunda elde edilen baz1 suslar seliilozun etanole direkt doniisiimiinde
onemli rol oynarlar [Jeewon, 1997]. Optimum iireme sicakligt 60°C olan 1limh
termofilik bakteriler etanol fermentasyonu konusunda c¢ok sik glindeme gelirler
[Camganella and Wiegel, 1993; Hogsett et al, 1992; Kurose and Tonomura, 1994;
Lamed and Bayer, 1988]. Ciinkii termofilik fermentasyonun birtakim avantajlari
vardir. Ornegin yiiksek sicakliklarda ortamda yogunluk ve yiizey direnci az, substrat
¢cOziinlirliigli ve reaksiyon hiz1 yiiksek, biyoreaktér sogutmasi ekonomik,
kontaminasyon riski diisiik, oksijen ¢Oziiniirliigii az, iirlinlin elde edilmesi kolay,
substrat {initesine diisen {iriin {iretimi yiiksek, ve iirlin birimine diisen hiicre miktar

dustiktiir.

2.3.1. Clostridium thermocellum’un Genel Ozellikleri

Clostridium thermocellum seliillozu pargalayabilen anaerobik-termofilik,
etanol iireten ve gram pozitif bir mikroorganizmadir. Biyokiitle igerisindeki seliilozu
direkt olarak tek basamakta etanole doniistiirme yetenegine sahiptir. Buna karsin

diisiik etanol toleransina sahip olmasit bu bakterinin en Onemli dezavantajidir.
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C. thermocellum ilk kez Viljoen, Fred ve Peterson tarafindan 1926’da at
giibresinden izole edilmistir [Viljoen et al, 1926]. Daha sonra McBee tarafindan
karakterize edilmis ancak saf kiiltiiriin elde edilmesi 25 yil almigtir [Mcbee, 1950].
C. thermocellum dogada yaygin bir sekilde ¢iirtimiis organik materyallerde bulunur.
Bilim adamlar1 bu susu en c¢ok evsel ve zirai atiklardan, atiksu c¢amurundan,

topraktan, pamuktan, nehir ¢amurundan ve sicak bolgelerden izole etmislerdir

[Ulbrik, 1991].

C. thermocellum’un seliilolitik enzim sistemi selillozu pargalayabilen
anaerobik bakteriler ve funguslar i¢cin model teskil etmektedir [Johnson et al, 1982].
C. thermocellum’ un seliilaz enzim sisteminin spesifik aktivitesi ticari degeri yiiksek
oldugu bilinen ve yaygin kullanima sahip bir fungus olan Trichoderma reseei’nin

seliilaz enziminin seksen katidir [Johnson, 1983].

Bu mikroorganizma tamamen anaerobiktir ve termofilik sicaklik araliginda
iirer. Hiicreler genelde uca dogru incelen diiz veya biraz egri cubuk seklinde ayr1 ayri
veya ciftler halinde bulunur. Sporlar oval ve kabarik hiicrelerdir. Yiizey kolonileri
sulu, biraz konveks ve genellikle ¢oziinebilir sar1 pigmentler tiretir [Ulbrik, 1991]. C.

thermocellum’un mikroskop altindaki goriintiisii Sekil 2.7°de gosterilmistir.

Sekil 2.7. C. thermocellum hiicrelerinin mikroskobik goriintiisii [Bayer and Lamed,
1988].
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C. thermocellum seliiloz ve eser miktarda maya oziitii igeren (%0,05) minimal
besiyerinde iyi lireme gosterir. Fazla miktarda maya oziitii veya pepton eklenmesi
biiyiimeyi desteklememektedir. Karbon kaynagi olarak seliiloz, sellobiyoz,
hemiseliilozu kullanabilirken glukoz, fruktoz, mannoz, galaktoz, arabionoz, sukroz
ve maltozu fermente edemezler [McBee, 1950]. Ancak uzun bir adaptasyon fazindan
sonra glukoz, fruktoz gibi sekerleri parcalayabildigi gosterilmistir [Freier et al, 1988;
Carreira et al, 1983; Ulbrik, 1991]. Nitrojen kaynagi olarak amonyum, nitrat, iire
veya belirli aminoasitleri kullanabildigi gosterilmistir. Bu mikroorganizmanin ksileni
parcalayabildigi fakat sonucta ortaya c¢ikan ksiloz ve ksiloz oligomerlerini
kullanamadigi goriilmiistiir [Demain et al, 2005]. C. thermocellum farkli formlardaki
seliilozu farkli hizlarda parcalamaktadir. Saf ya da aritilmig haldeki seliilozu
mikrokristal halindeki islenmis polimerden daha hizli parcaladigi bilinmektedir
[Ulbrik, 1991].

C. thermocellum bakterisinin {iremesi yavastir. Seliiloz i¢ceren ortamda en kisa
cogalma zamani 7 saattir. Sellobiyoz iceren ortamda ise bu siire 2,5 saate iner.
Kesikli ¢aligmalarda duragan faza fermentasyonun on birinci gliniinden sonra ulastigi

gosterilmistir [ Maugeri and Goma, 1988; Ulbrik, 1991].

Seliilozun parcalanmasi ¢ozilinebilir substrata yani seliilloza hiicrelerin
tutunmasiyla baslar. Tutunma ortamin sartlarina baghdir. Kesikli sistemde glukozun
ortamda birikmesi inhibe edicidir. Diger son {iriinler etanol, asetik asit, laktik asit
enzimin substrata tutunmasinda etkili degildirler. Acik sistemlerde seliiloz
parcalanmasi liremeyle baglantilidir. Ortam sartlar1 uygun degilse sporlar olusur

[Ulbrik, 1991].

Seliilolitik fermantasyonun asil iiriinii glukoz, sellobiyoz, laktik asit, asetik
asit, formik asit, etanol, CO, ve Hj’dir [Freier et al, 1988; Ulbrik, 1991]. C.
thermocellum ATCC 27405 susunun 25 mM (1,15 g/l) etanol, 10 mM (1,12 g/l)
laktat ve 7,5 mM (0,45 g/l) asetat iirettigi rapor edilmistir [Sato et al, 1991]. Kesikli
kiiltirde ATCC 27405 susunun 4-16 g/l etanol varliginda %350 oraninda inhibe
oldugu gdzlenmistir [Demain et al, 2005].
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C. thermocellum’un kullanimindaki potansiyel problem sellobiyoz
birikiminden kaynaklanan giiclii inhibisyondur. Bu inhibisyon B-glukosidazlarin
eklenmesiyle ya da amorf substratlarin fosforik asitle muamele edilmesiyle
diisiiriilebilir [Lee et al, 1997]. Mc Bee (1948) glukozun, besi ortaminda %0,15’den
fazla seliloz oldugunda ve fermentasyon yavasladiginda ya da durdugunda

biriktigini tespit etmistir.

C. thermocellum hiicreleri seliiloz ve seliilozik atiklar1 karbon kaynagi olarak
kullanabilmektedir, hi¢bir 6n isleme tabi tutulmamis kagit atiklarini sahip oldugu
selilozik enzimler sayesinde parcalaylp glukoz ve direkt olarak etanole

dontistiirebilmektedir. Sekilde 2.8’de C. thermocellum hiicrelerinin karbon kaynagi

olarak kullandig1 kagidi par¢alama asamalar1 gosterilmistir.

Sekil 2.8. C. thermocellum kiiltiiriinde iki haftalik inkiibasyon sonucunda kagidin

pargalanmasi.
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2.4. Seliilloz Iceren Kaynaklar ve Kimyasal Hidroliz

Yontemleri

Stirekli tiretimi yapilan ve tiiketilen bitkilerin lignoseliilozik sap kisimlari
(musir, arpa, bugday saplar1 gibi), kereste imalathanelerinden elde edilen talas ve
diger kalintilar diisiiniildiigiinde 6nemli bir biyokiitle potansiyeli ortaya ¢ikmaktadir.
En yiiksek atik miktar1 bugday ve arpa yetistiriciliginden kaynaklanmaktadir.
Bununla birlikte, misir ve pamuk yetistiriciliginden de Onemli miktarda atik
olusmaktadir [Basgetingelik ve ark, 2005]. Tiirkiye’nin sahip oldugu potansiyel
diisiiniildiiglinde bu atiklardan faydalanilmasi ve yararl iirlinlere doniistiiriilmesi bir
zorunluluk halini almistir. Cizelge 2.4’de Tiirkiye’nin tarimsal iriinlerinden agiga
cikan atik miktarlart verilmigtir. Siirdiriilebilir ve yenilenebilir bu dogal
kaynaklardan temiz enerjiler iiretilmesi ¢evre sagligimin da korunmasina yardimci

olacaktir.

Tarimsal atiklar {i¢ grupta incelenebilir;

1.Yillik {iriin atiklari: Uriinlerin hasadindan sonra tarlada kalan kalintilardir.
Tirkiye'de temel yillik iirtinler tahillar, misir, pamuk, piring, tiitiin, aycicegi seklinde
siralanabilir.

2. Cok yillik iirtin atiklari: Budama atiklari, kabuklar ve ¢ekirdekler gibi kalintilardir.
3. Tarima dayal1 endiistri atiklari: Pamuk ve ¢ir¢ir atigi, zeytinyagi fabrikalari, piring

ve musir endiistrileri, sarap ve ¢ekirdek fabrikalar1 atiklar1 bu gruba girmektedir.

Lignoseliilozik atiklarin icerdigi ligninin direngli yapisindan dolay1 bakteriyel
olarak pargalanmasi zordur bu ylizden bu atiklardan glukoz ve etanol gibi iirlinler

elde etmek i¢in bir takim 6n islemlere gerek duyulmaktadir.

Lignoseliilozik maddelerin parcalanmasi esas olarak ii¢ adimm igerir. Ilk
asamada kirliligin uzaklastirilmasi1 ve ham maddenin boyutunun kiiciiltiilmesi i¢in
ham madde yikanarak ve ufalanarak fiziksel olarak hazirlanir, sonra biyolojik ve ya

kimyasal 0n islemlerle hemiseliilozlar ve ligninin ¢dziinebilir pargalart ayrilir. Daha
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sonra seliiloz basit sekerlere doniistiiriiliir. Sekerlestirme islemlerinde seliillozu daha

verimli kullanilabilir hale getirmek icin bir¢cok 6n islem uygulanir.

Cizelge 2.4. Tiirkiye'nin yillik tarimsal iiretiminden ¢ikan atiklar [Basgetingelik ve

ark, 2005].
Tarla Atiklar | Uretimler | Alan (ha) | Toplam Kullamilabilirlik
iiriinleri (ton) atiklar (%)
(ton)
Gercek
Bugday Saman §2.439.04 9.265.785 23433811 | 15
Misir Sap 4.964.802 | 60
Kogan 2.952.394 | 565.109 1905.027 160
Arpa Saman | ; g5 456 | 3949858 [ g 304564 | 15
Cavdar Saman | 253.243 145.907 358.221 15
Yulaf Saman | 322.830 146.020 321.938 15
Dar Sap 7.283 3.605 0 0
. Saman 209.534 60
Piring Kabuk 332.142 67.161 77749 20
Tiitiin Sap 181.320 222.515 410.487 60
Pamuk Sap 2.554.418 |60
ClI;QlI’ 2.474.868 | 687.787 742 463 20
atigi
Aycicegi Sap 839.066 545.914 2.280.098 | 60
Yer fistig1 | Saman 0 0
Kabuk 71.594 25.167 28.638 80
Soya Saman | 45.944 15.114 22.214 60

Fiziksel 6n islem metodlar1 1slatma, 6giitme, ¢ekme ve yayma, yliksek

basingli buhar ve buharla 1sitmadir. Ogiitme en genel fiziksel 6n islemdir. Bu islemle

hidroliz kabindaki kat1 derisimi artar, parcacik boyutu ve kristalinite azalir boylece

enzim duyarlilig artar [Fan et al, 1980; Ates, 1990].

Kimyasal 6n islem metodlar1 alkali hidroliz, asit hidrolizi, gaz aritimu,

oksidasyon, seliiloz ¢oziiciileri, lignin oziitii ¢oziiciileri ve kimyasal kabarticilarin

kullanimi ile gergeklestirilebilir [Kamm et al, 2006]. Biyolojik 6n islem metodlar

olarak lignin parcalayan mikroorganizmalar, seliilloz pargalayan mikroorganizmalar
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ya da her ikisinin birlikte kullanildig1 kompakt sistemler kullanilabilir [Kamm et al,
2006]. En yaygin kullanilan 6n islem metodu asit katalizli ya da katalizsiz buharla
isitmadir [Galbe and Zacchi, 2002].

Kimyasal 6n islemler iki amagla yapilir;

1. Selillozun kristalin yapisin1 degistirmek; Lignoseliillozik maddelerdeki seliiloz
kristalin ve amorf olmak iizere iki kistmdan olusmustur. Enzimatik hidrolizde amorf
olan kisimlar kristalin kisimlara gbre daha ¢abuk parcalanmaya ugrar. Kimyasal 6n
islemler ile seliilozun kristalin bolgelerinde fiberler arasinda sisme gergeklesir ve
bdylece amorf igerigi artar ve enzim bu bdlgelere daha kolay girer, enzimatik

hidroliz hizlanir.

2. Lignin karbonhidrat kompleksini agmak ve enzimatik hidrolizde fiziksel bir engel
olan lignini ¢Ozlinlir hale getirmek; Lignin makromolekiilii ¢ok c¢esitli
oksitleyicilerden etkilenmektedir. Ligninin par¢alanmasina gore oksitlenme
tepkimelerini, ligninin aromatik karbonil ve karboksilik asit bilesiklerine
parcalandig1r tepkimeler ve aromatik halkanin parcalandigi tepkimeler olarak

siniflandirmak mimkindiir.

Seliiloz igerigi yiiksek olan atiklarin termofilik anaerobik seliilolitik bir
bakteri olan C. thermocellum tarafindan pargalanmasi i¢in herhangi bir 6n islem
gerekmemektedir. Bakterinin kiiltlir ortaminda iiretmis oldugu seliilaz enzim sitemi
sayesinde seliilozik maddeler sellobiyoz ve glukoz molekiillerine pargalanirlar. Bu
acidan degerlendirildiginde seliillozun bakteriyel olarak pargalanmasi basit ve
ekonomik bir islemdir. Olusan glukoz yine ayn1 bakteri ile ve ya ikinci bir proses ile
etanol iiretim kapasitesi yiiksek bir mikroorganizma tarafindan kullanilarak
degerlendirilebilmektedir. Ancak tarimsal bazi bitkilerin sap kisimlarinin
parcalanmasi i¢in bazi kimyasal on islemlere gerek duyulmaktadir. Asagida bu

yontemlerle ilgili detayl1 bilgiler verilmistir.
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Seyreltik Asit Hidrolizi: Seliiloz parcalanmasii arttirmada, yiiksek sicaklikta
seyreltik asit kullanimi etkili bir 6n islemdir. Lignoseliilozik maddelerin seyreltik asit
hidrolizi (%0,2-2 silflirik asit, 121-220°C) hemiseliilozlarin hidrolizinden agiga

¢ikan monomerik seker suruplarinin elde edilmesi, lignin ve hemiseliilozun bir
kisminin uzaklastirilmasi gibi yararlar saglar [Ingram et al, 1997]. Kalint1 seliiloz ve

lignin elektrik veya buhar {iretimi i¢in kullanilir. Agiga ¢ikan seker, etanol iiretimi

icin degerlendirilebilir.

Konsantre Asit Hidrolizi: Bu yontem seyreltik asit hidrolizi ile seker iiretimini
takip eden seliilozun konsantre asit dekristalizasyonuna dayanmaktadir. Sekerlerden
asidin ayrilmasi, asidin geri kazanilmasi ve asidin yeniden konsantre hale getirilmesi
yontemin kritik noktalaridir. Daha sonra fermantasyon islemi ile seker etanole
dontstiiriiliir. Bu uygulamada lignoseliilozik materyaller derisik H,SO4 ve HCI gibi
asitlerle muamele edilirler [Galbe and Zacchi, 2002; Cheng and Sun, 2002].
Yontemin en 6nemli kismi seyreltik asit hidrolizi ile takip edilen dekristalizasyon
islemidir. Dekristalizasyondan 6nce hemiseliillozu ayirmak icin seyreltik asit ile 6n

islem yapilir. Islemler hidroliz reaktdrlerinde gergeklestirilir.

Seliiloz hidrolizinde konsantre asit kullanilmasinin bir takim dezavantajlari
vardir. Konsantre asit korozif ve toksik olmasindan dolay1 borularda tahribatlara
neden olur. Prosesin ekonomik olarak verimlili§inin saglanmasi i¢in hidrolizden
sonra kullanilan asidin geri doniisiimii saglanmalidir [Sivers and Zacchi, 1995;
Cheng and Sun, 2002]. Endiistriyel skalada diisiiniildiigiinde suyun tekrar kullanimi
s0z konusudur. Suyun her doniisiimlii kullaniminda inhibitorlerin seviyesi yiikselir
bu da  hidrolitik fermentasyon basamagini (selilaz  enzimlerini  ve

mikroorganizmalari) olumsuz etkilenyen faktorlerden biridir.

Alkali Hidrolizi: Lignoseliillozik maddelerin lignin igerigine bagli olarak bazi
seliilozik atiklarda alkali hidroliz asit hidrolizine kiyasla daha etkili olmaktadir.
Alkali hidrolizde seyreltik NaOH kullanimi ile karbonhidrat ve lignin arasindaki
capraz baglarin bozulmasiyla lignoselillozik maddenin porozitesi artar,

polimerizasyon derecesi diiser ve kristalinite azalir [Fan et al, 1987].
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Normal sicakliklarda NaOH gibi alkali ¢ozeltilerde alkali konsantrasyonu bir
esik degere ulastigi zaman Seliiloz liflerinin suda oldugundan daha fazla sistigi,
elastiklestigi ve kisaldig1 bilinmektedir [ Maldas et al, 1996]. Alkali 6n islemler daha
cok kagit endiistrisinde ligninin tamamini uzaklagtirmak i¢in kullanilir. % 5 alkali
ortamda 130-180°C’de ligninin depolimerizasyonu ve ¢Oziinmesi gergeklesir. Bu
islem sirasinda hemiseliilozlar ¢ozlinerek uzaklasir. Ayrica yiiksek sicaklikta dnemli
miktarda karbonhidrat sakkarinik asite doniisiir. Bu nedenle diisiik sicaklikta uzun
stireli seyreltik alkali ile 6n islem kismi olarak lignini uzaklastirirken hemiseliilozlara

etki etmedigi ve istenmeyen yan iirlinler vermedigi i¢in daha ¢ok tercih edilir.

Seliilozik maddenin cinsine gdre ligninin % 20-65 oraninda uzaklastirilmasi
enzimatik hidroliz agisindan yeterlidir [Cowling and Kirk, 1976]. Rani ve arkadaslar
(1997) piring samani, sorgum ve musir kogani atiklarina kimyasal 6n islem olarak

alkali hidroliz (%1 NaOH) uygulamislardir.

Enzimatik Hidroliz: Lignoseliilozik maddenin enzimatik hidrolizi substrat ve enzim
ozelliklerine, derisimlerine, sicaklik, pH ve zaman gibi parametrelere baglidir.
Substratin  kristal yapisindaki degisiklikler; enzim etkilesimi, polimerizasyon
derecesi, tepkime hizi ve adsorpsiyon iizerine etkilidir [Caston and Wilke, 1980;

Ates, 1990].

Biyokiitlenin enzimatik hidrolizi i¢in yapilan Onemli bir proses
modifikasyonu bir ¢ok seker substratinin birlikte fermente olmasini saglayan es
zamanli sekerlestirme ve fermantasyon isleminin gelistirilmesidir. Bu islemde seliilaz
ve fermente edici organizmalar birlestirilmektedir. Seliilozik bakterilerin seliilozu
parcalamasiyla ac¢iga cikardiklar1 glukoz molekiilleri mayalar tarafindan fermente
edilerek etanole doniistiiriiliir. Boylece iiriinlerden kaynaklanan inhibisyon azaltilmis
olur. Bu sistemin birka¢ avantaji vardir; diisiik enzim gereksinimi, yiliksek iiriin
eldesi, glukoz hemen uzaklastirildigi i¢in etanol iiretiminde diisiik sterilizasyon
gereksinimi, kisa proses siiresi avantajlari arasinda sayilabilir. Buna ragmen bu tip
bir proseste etanol inhibisyonu goriilebilir [Cheng and Sun, 2002; Wu and Lee,
1997].
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Seliilozun enzim yoluyla hidrolizi, selillozun sekere yiliksek miktardaki
doniisiimiinii  saglarken minimum seviyede yan {riin olusur. Ilmli sartlarda
gerceklestigi icin enerji gereksinimi disiliktiir. Ayrica enzimler fermentasyon
tanklarinda her hangi bir korozyona neden olmazlar. Bu nedenle diger hidroliz
yontemlerine gore enzimatik hidroliz daha avantajlidir [Walds et al, 1984; Ates,

1990].

Sekil 2.9°da lignoseliilozik maddelerin sekere doniistiiriilmesi i¢in uygulanan

on islemler ve fermentasyon ile etanol iiretim prosesi agamalar1 gosterilmektedir.

LIGNOSELULOZ
v ' | I
Alkali Derizike Asit Seyreltik Asif On Iglemler
Hidrolizi Hidrolizi Hidrolizi _l
l . . Enzim Salkkarifikasyon-
Azt Gernt e
o . ¥ azanmmi Tretimi Fermantasyon (SF
h 4
L pi Fermantasyoq Enzimatile |q |
» > Hidroliz
Destilasyon
ETANOL

Sekil 2.9. Lignoseliillozik maddelerin sekere doniistiiriilmesi i¢in uygulanan 6n

islemler ve fermantasyon ile etanol {iretim prosesi.
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2.5. Lignoseliilozik Atiklarin Biyo-Etanol Uretiminde

Kullanimi

Fosil yakita dayali enerji kullanimi; fosil yakit digsaliminin biiylimesi, ithalat
giderinin artmasi gibi olumsuzluklardan baska, ¢evre kirlenmesinin de artmasina
neden olmaktadir. Yeryliziindeki petrol kaynaklarinin tiikenmeye yiiz tutmasiyla
birlikte petrol disinda alternatif enerji kaynaklar1 iiretme c¢alismalarinda diinya
capinda bir artis gézlenmektedir. Yaklasik yirmi yildir, tagima sektoriinde ihtiyag
duyulan, % 97’sini petrol kaynaklarinin olusturdugu enerjinin degisik yollardan
saglanmasi i¢in yeni teknolojiler gelistirilmeye ¢alisilmaktadir [Mielenz, 2001]. Atik
maddelerin enerjiye doniistiiriilmesi i¢in yapilan aragtirmalar bu caligmalarin en
giincel ve iimit verici 0rnegidir. Atigin enerjiye doniistiiriildiigii glivenli ve dogaya
zararsiz olan bu islemde kullanilan atigin hacminin %90 oraninda azaldigi

saptanmustir [VanWyk, 2001].

Etanol giiniimiizde bircok iilkede yakit eklentisi veya genisleticisi olarak
kullanilmaktadir. Yeniden formiile edilmis benzin ile kiyaslandiginda %95 etanoliin
(E95) (%95 etanol, %5 benzin karigimi) siilfiir emisyonunu %60-%80 oraninda
azalttig1 tespit edilmistir. E95 yakith arabalardan ¢ikan organik emisyon orani %13-

15 oraninda daha diigiiktiir [Tyson et al, 1993].

Ingram ve arkadaslarinin 1999 yilinda 6nerdikleri lignoseliilozdan etanol
tiretimi isleminde, lignoseliillozun asit hidrolizi ve kat1 siv1 ayrimi yapildiktan sonra
ortaya ¢ikan hemiseliiloz surubu CaOH ile islem gordiikten sonra E. coli tarafindan
fermentasyonda kullanilmistir. Ortaya ¢ikan lignin ise katidan ayrilip fabrikada yakit
olarak kullanilmistir. Bu arada seliiloz ticari seliilaz enzimi kullanilarak hidrolize
edilmis ve ortaya ¢ikan glukoz S. cerevisiae tarafindan etanole donistiiriilmiistiir.
Ancak seliilaz enziminin pahali olmasindan dolay1 etanol iiretimi igin S. cerevisiae
yerine daha az miktarda seliilaz enzimi gerektirmesi nedeniyle selillozun
parcalanmasi sonucu ortaya ¢ikan sellobiyoz ve sellotriozlar1 kullanabilen etanol
tireticisi rekombinant Klebsiella oxytoca P2 kullanilmistir [Zaldivar et al, 2001]. Bu

proses literatiirede SHF (Seperate Hidrolysis and Fermentation) ayri hidroliz ve
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fermentasyon olarak bilinen proseslerin drneklerinden biridir [Zaldivar et al, 2001].
SHF farkli mikroorganizmalar kullanilarak ve farkli riinlerin iiretimi amaciyla da
kullanilmaktadir. Ornegin bugdaym Aspergillus awamori’nin iiretti§i enzimlerle
pargalanmasi sonucunda glukoz agisindan ve bu mantarin hidrolizi nedeniyle diger
mikro besin kaynaklarinca zengin bir fermentasyon soliisyonu ortaya ¢ikar. Bu
sollisyon biyoetanol, organik asit, gliserol, ¢dziiciiler, biyolojik olarak parcalanabilen
plastikler ve aminoasitlerin mikrobiyal yollarla {retimlerinde besiyeri olarak

kullanilabilir [Kountinas et al, 2004].

Bakteriyel direkt doniistiirme prosesi etanol iiretim maliyetini diigiirmenin
timit verici bir yoludur. Etkili bir direkt doniisiim prosesi i¢in tek ya da iki
organizmanin birlesimiyle olusan mikrobiyal sistemin asagidaki 6zelliklere sahip
olmas1 gerekir: 1. Yiiksek miktarda aktif selilloz ve hemiseliiloz enzim sistemi
sentezlemesi 2. Seliilloz ve hemiselillozdan seker fermentasyonu yapabilmesi 3.
Istenen iiriinii istenmeyen diger yan iiriinlerden daha fazla miktarda iiretebilmesi ve
bu {iriiniin saf olarak ayristirilabilmesi. Yukarida belirtilen tiim 6zelliklere sahip bir

mikroorganizma heniiz mevcut degildir.

Biyoetanol {iretim maliyetinin genis bir kismin1 olusturan besiyeri maliyetinin
minimum seviyeye cekilmesi i¢in lignoseliiloz gibi yenilenebilir ve ucuz karbon
kaynaklariin kullanilmasi gerekmektedir. Termofilik, anaerobik bir bakteri olan C.
thermocellum’ un seliilolitik enzim sistemi seliilozu pargalayabilen anaerobik
bakteriler ve funguslar i¢in model teskil etmektedir. Ancak seliilozu parcalamasi

sonucunda tirettigi etanol miktar1 genellikle ¢cok diistiktiir.

Bu tez calismasinda biyoetanol iiretiminde kullanilabilecek glukozun elde
edilmesi amaciyla termofilik seliilolitik bir bakteri olan C. thermocellum’un seliilozu
parcalama kapasitesinden faydalanilmistir. ilk olarak selillozun C. thermocellum
tarafindan parcalanmasi sonucu ortamda biriken glukoz miktarini arttirmak amaciyla
seker birikimini etkileyen faktorler arastirillmistir. Calisma sirasinda uygulanan
islemlerin mikroorganizmanin etanol ve diger fermentasyon son {iriinlerinin
tiretimine etkisi de takip edilmistir. Ayrica lignoseliilozik atiklarin alkali hidrolizi ve

C. thermocellum tarafindan par¢alanmasi sonucu ortamda biriken glukoz miktarlar
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tespit edilmistir. Tez g¢alismasinin son bolimiinde C. thermocellum’un seliilozu
par¢alamasiyla ortaya c¢ikan glukoz miktarinin yiikseltilmesi ve iiretimin
stirekliliginin saglanmas1 amaciyla yari siirekli sistem calismalar1 yapilms, ytliksek
miktarda glukoz elde edilebilmesi icin gerekli olan reaktor besleme zaman araliklari

ve eklenecek substrat miktar1 tespit edilmistir.
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3. MATERYAL

3.1. Deneyde Kullanilan Mikroorganizma

Bu caligmada Amerikan Kiiltiir Kolleksiyonu’ndan (American Type Culture
Collection) temin edilmis olan Clostridium thermocellum ATCC 27405 susu
kullanilmistir. C. thermocellum kisa siireli saklamalar i¢in bolim 3.2’de igerigi
verilmis olan RM sivi besiyerine periyodik olarak ekilmistir. Uzun siire muhafaza
icin logaritmik faza kadar iiretilen hiicreler % 20 gliserol igeren RM besiyerinde -20

°C de saklanmiglardir.

3.2. Kullanilan Besiyeri

Bakterilerin iiretilmesi i¢in RM (Russian Medium) besiyeri kullanilmistir
[Tsoi et al, 1987]. RM besiyeri 10 g/l karbon kaynagi (seliiloz veya seliiloz iceren
atik maddeler), 2 g/l iire, 2 g/l KH,POy4, 3 g/l KoHPO4, 5 g/l maya oziiti, 0,2 g/l
MgCl,.6H,0, 0,05 g/l CaCl,.2H,0, 0,0025 g/l FeSO4.7H,0 ve 1 g/l L-Sistin amino
asiti icermektedir. Besiyeri 100 ml’lik septum siselerinde karbon kaynagi (C), iire
(RM 1), tampon (RM II), maya 6ziitii (RM III) ve metaller ve sistin (RM IV) olmak
lizere bes ayr1 bilesen seklinde hazirlanip anaerobik kabinde 15 dakika bekletilerek
oksijenden arindirilmiglardir. 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilen
besiyerleri hiicrelerin iiretilmesi i¢in kullanilmistir. Besiyerinin  oksijenden
arindirildiginin anlagilmasi igcin RM II bilesenine 2 ml resazurin (1 g/l) indikatorii
eklenmistir. Anaerobik ortam saglanmasi i¢in kullanilan kabin Sekil 3.1°de
gosterilmistir. Kabin atmosferi deneylerin amacina gore karigim gazi (% 10 CO+%

5 Hyt% 85 azot gazi) veya yalnizca azot gazi igermektedir.
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Sekil 3.1. Besiyerlerinin hazirlandigi ve C. thermocellum hiicrelerinin iretildigi

anaerobik kabin.

3.3. Hiicrelerin Ekilmesi

Deneye baslanmadan 6nce hiicreler ti¢ giin boyunca RM besiyerinde 55°C’de
karisim gazi iceren anaerobik kabinde iiretilmislerdir. Tiim deneyler ayni sartlarda
hazirlanip tiretilmis taze kiiltiirden ekim yapilarak baglatilmistir. Ekim yapmak i¢in
steril enjektorler kullanilmig, 50 ml RM besiyeri iceren 100 ml’lik lastik kapakli
septum siselerine 5 ml kiiltiir ekilmistir. Tiim deneylerde baslangic kiiltiirii (as1)

miktar1 toplam kiiltiir hacminin 1/11°1 olacak sekilde ayarlanmistir

3.4. Maya Oziitii Hazirlanmasi

Laboratuarda maya o6ziitli hazirlamak i¢in RM besiyerinde biiyiitlen S.
cerevisiea hiicreleri 6500 rpm’de 5 dk ¢oktiiriilmistiir. Dipte kalan hiicreler saf su ile

iki kez yikandiktan sonra etiivde kurutularak maya 6ziitii elde edilmistir.
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3.5. Yan Siirekli Kiiltiir Ortaminin Hazirlanmasi

Yar siirekli sistem deneyleri 50 ml RM besiyeri iceren 100 ml’lik septum
siselerinde gerceklestirilmistir. RM besiyeri karbon kaynagi olarak 10 g/l seliiloz
icermektedir. C. thermocellum hiicreleri ekilerek olusturulan kiiltiirler anaerobik
kabin i¢inde bulunan inkiibator igerisinde 55°C’de iiretilmislerdir. Kiiltiirler on giin
herhangi bir besin eklemesi yapilmadan firetilmisler, onuncu giin sonunda proses
farkl1 peryotlarda ve farkli miktarlarda beslemeler yapilarak yar1 siirekli hale
getirilmistir. Ug farkli besleme periyodu ve iki farkli besiyeri miktari ile toplam alt:
farklr yar siirekli kiiltiir olusturulmustur. Buna gore kiiltiirlerden her giin, iki glinde
bir ve ii¢ giinde bir 5 ml veya 10 ml kiiltlir disar1 alinarak yerine ayn1 miktarlarda 10
g/l seliilloz iceren RM besiyeri eklenmistir. Alinan 6rneklerdeki glukoz ve etanol

miktarlart HPLC cihazi kullanilarak 6l¢iilmiistiir.

3.6. Lignoseliilozik Kaynaklarin Kimyasal Hidrolizi

Lignoseliilozik atiklarin C. thermocellum tarafindan pargalanmasi ve glukoz
birikiminin saptanmasi1 amaciyla arpa sapi, bugday sapi, misir kabugu, sazlik otu,
palmiye agaci lifi ve barbunya kabugu RM besiyerine miktarlar1 10 g/l olacak sekilde
eklenmistir. Kontrol kiiltiirlerinde kullanilan karbon kaynaklari herhangi bir 6n
isleme tabi tutulmamislardir. Diger kiiltiirlerde ise eklenecek olan atiklar kiigiik
pargalara ayrildiktan sonra yarim saat siiresince saf su i¢inde kaynatilmiglar ve
besiyerine eklenmislerdir. Etkisi incelenecek ikinci kosul olan alkali hidroliz yontemi
icin atiklar kiigiik pargalara ayrildiktan sonra saf suda 30 dakika kaynatilmiglardir.
Daha sonra iizerlerine %1’lik NaOH ¢o6zeltisinden 5 ml eklenerek
otaklavlanmislardir. Otoklavdan sonra ndtralizasyon icin iizerlerine %1°lik H,SO4
cozeltisi damlatilarak pH 7,0’ye ayarlanmistir. Kalintilar saf su ile ii¢c kez
yikandiktan sonra ¢oktiiriilmiis ve ¢okelek kisimlar 60°C etiivde iki giin

kurutulduktan sonra besiyerine ilave edilmislerdir [Rani et al, 1997].
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3.7. Kagit Fabrikas1 Atiklarnmn C. thermocellum

Tarafindan Kullanilmasi ve Etanol Uretimi

TOPRAK KAGIT fabrikasindan (Bilecik, Tiirkiye) alinan sivi ve kati atik
orneklerinde bulunan seliillozun C. thermocellum tarafindan kullanimi ve etanol
tiretiminin belirlenmesi amaciyla alinan orneklerdeki seliiloz miktar1 fenol siilflirik
asit metodu ile tespit edilmistir. Bu yontem ile kagit atig1 ¢cozeltisinin seliiloz igerigi
0,17 g/ml olarak hesaplanmistir. Kagit atig1 ¢6zeltisinden seliiloz miktarlar1 5, 10, 20,
30, 50, 100, 150 g/1 olacak sekilde alinarak besiyerlerine eklenmis, C. thermocellum
hiicreleri ile ekim yapildiktan sonra fermentasyon sonunda biriken glukoz miktar1 ve
etanol iiretimi tespit edilmistir. Bazi kiiltiirlerde kagit atiklart seliiloz ile 1/4, 1/2, 3/4
ve 1/1 oraninda karistirilarak karbon kaynagi miktar1 toplam 10 g/l olacak sekilde

besiyerine eklenmistir.
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4. YONTEM

4.1. Toplam Indirgen Uclu Seker Miktarimin Tespiti

Toplam seker miktarini tespit etmek amaciyla ‘fenol-siilfiirik asit’ metodu
[Dubois et al, 1956] modifiye edilerek kullanilmigtir. Standart egri olusturmak i¢in;
0,03-1 g/l araliginda glukoz konsantrasyonuna sahip stok c¢ozeltiler hazirlanmistir.
Bu standartlardan 500 pl alinarak tizerine 500 pl %5 fenol ¢ozeltisi ve 2,5 ml derisik
H,SO4 eklenip 30°C’de 15 dk su banyosunda bekletilmistir. Olusan renk UV-VIS
Spektrofotometre (GBC-Cintra-20) kullanilarak 490 nm dalga boyunda okunmustur.
Sekil 4.1 indirgen u¢lu seker miktarinin tayininde kullanilan standart egri ve
denklemi gostermektedir. Numunelerdeki toplam seker miktarini tespit etmek igin
alman 1 ml 6rnek 6500 rpm’de 5 dk ¢oktiiriilmiis ve iist sivi alinarak fenol siilfiirik

asit metodu uygulanmistir.

y = 1,5067Ln(x) + 4,7194
61 R2 = 0,9344

Absorbans

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Glukoz konsantrasyonu (g/1)

Sekil 4.1. indirgen uglu seker miktarmin tespiti igin kullanilan standart egri.
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4.2. Kalan Seliiloz Miktarmin Tespiti

Kalan seliiloz miktarini belirlemek i¢in bir onceki boliimde anlatilmis olan
‘fenol-stilfiirik asit’ metodu kullanilmistir. Standart egri olusturmak i¢in; 0,1- 3 g/l
araliginda seliiloz iceren standartlar hazirlanmistir. Numunelerdeki kalan seliiloz
miktarini tespit etmek i¢cin 1ml numune 6500 rpm’de 5 dk ¢oktiiriilmiis ve dipte
kalan ¢okelti kismina fenol siilfiirik asit metodu uygulanmistir. Seliiloz miktarinin

belirlenmesi i¢in kullanilan standart egri ve denklemi Sekil 4.2°de gosterilmistir.

6. y = 1,723Ln(x) + 3,0444
R? = 0,9562

Absorbans

0 1 2 3 4

Seliiloz konsantrasyonu (g/1)

Sekil 4.2. Seliiloz konsantrasyonunun tespiti i¢in kullanilan standart egri.

4.3. Glukoz, Sellobiyoz, Etanol, Laktik Asit ve Asetik Asit
Miktarimin HPLC (High Pressure Liquid Cromotography)
kullanilarak Tespit Edilmesi

Kiiltiir ortaminda biriken glukoz ve sellobiyoz ayrica olusan fermentasyon
son lriinlerinin (etanol, laktik asit ve asetik asit) miktarlar1 HPLC (Essence system,

Lab Alliance) cihazi kullanilarak 6l¢iilmiistiir. HPLC cihazina numune verilmeden
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once 1 ml numune 0.45 pm goézenek genigligine sahip filtreden siiziilmiistiir. Stiziilen
numune 45°C’de ¢alisan kolon firini i¢ine yerlestirilmis polimer IEXH form 8 pm
seker kolonu ve 45°C’de cgalisan refraktif indeks dedektorii kullanilarak analiz
edilmistir. Mobil faz olarak 9 mM siilfiirik asit ¢ozeltisi kullanilmistir. Akis hizt 1
ml/dk olarak ayarlanmistir. Sekil 4.3°de HPLC analizlerine ait sellobiyoz, glukoz,

laktik asit, asetik asit ve etanol standartlarina ait sinyal pikleri gosterilmistir.

22867
) |20,

0,00 min

Sekil 4.3. HPLC analizinde standart sellobiyoz, glukoz, laktik asit, asetik asit ve

etanol’e ait sinyal pikleri.
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S. BULGULAR

5.1. Besiyeri Bilesen Konsantrasyonlari ve Fiziksel
Parametrelerin C. thermocellum Kiiltiiriindeki Glukoz
Birikimi, Seliilloz Kullanimi ve Fermentasyon Son

Uriinlerinin Uretimine EtKisi

Tez ¢alisgmasinin bu boliimiinde C. thermocellum 27405 kiiltiiriinde seliiloz
kullanimi, glukoz ve toplam seker birikimi, etanol ve diger fermentasyon son
tiriinlerinin tretimi degisik kiiltiirel kosullarda incelenmistir. Test edilen parametreler
ve sinirlart sdyledir; inokulum (as1) miktar (kiiltiir hacminin 1/11, 1/6, 3/13 ve 2/7’si
olacak sekilde), besiyeri hacmi (5, 10, 50 ml), besiyeri bilesenlerinin degisik
konsantrasyonlart: seliiloz (5-30), tire (0-20 g/1), fosfat (0-200 mM), MgCl,.6H,O (0-
1 g/l), Fe;SO4.7H,0 (0-0,25 g/1), CaCl,.2H,O (0-0,5 g/l), maya oziiti (1-10 g/l),
laboratuar kosullarinda hazirlanan maya 6ziitii konsantrasyonlar1 (1-10 g/1), pH (4,5-

11), sicaklik (50°C, 55°C ve 60°C) ve atmosfer gazlari (argon, azot ve karigim gazi)

Oncelikle 10 g/l seliiloz igeren RM besiyerinde C. thermocellum hiicrelerinin
seltilaz aktivitesi sonucu ortamda biriken glukoz ve toplam seker (indirgen uglu
seker) iki hafta boyunca izlenmistir. Fermentasyonun ii¢ ve yedinci gilinleri arasinda
toplam seker miktar1 logaritmik bir artis gdostererek 7,9 g/I’ye ulasmis ve daha sonra
kayda deger bir artis gostermemistir (Sekil 5.1). Glukoz konsantrasyonu ise
fermentasyonun onuncu giinline kadar artis gostermistir. Toplam seker ve glukoz
miktarlar1 fermentasyonun ikinci haftasi sonunda sirasiyla 8,3 ve 6,5 g/l'ye

ulagmastir.
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konsantrasyon (g/1)

zaman (giin)

—e— glukoz —=—toplamseker
Sekil 5.1. C. thermocellum kiiltiiriinde zamana baglh toplam seker ve glukoz birikimi.
Besiyeri hacminin glukoz birikimi ve etanol iiretimine olan etkisini incelemek

icin 5, 10 ve 50 ml’lik RM besiyerleri hazirlanarak C. thermocellum hiicreleri

ekilmis, glukoz ve etanol miktarindaki artis bir hafta boyunca izlenmistir.

—
(o] oo o
I I |

glukoz
konsantrasyonlar (g/1)

etanol
konsantrasyonlari (g/1)

0\\\\\\\
01 2 3 4 5 6 7

zaman (giin) zaman (giin)

—a—5m| —e—10m|l —a—50ml —a—5m| —e—10ml —a—50ml
(A) (B)

Sekil 5.2. Besiyeri hacminin C. thermocellum kiiltiirtindeki glukoz birikimine (A) ve

etanol iiretimine (B) etkisi.
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Besiyeri hacminin degistirilmesi glukoz birikiminde 6nemli bir artisa neden
olmamistir. Bir hafta sonunda en yiiksek glukoz miktar1 50 ml hacimdeki besiyerinde
4,8 g/l olarak dl¢iilmiistiir (Sekil 5.2. A) . Etanol iiretimi ise 5 ml’lik kiiltiirde diger
hacimlere kiyasla biraz daha yiiksektir. 50 ml’lik kiiltiirde etanol miktar ikinci giin

sonunda 0,4 g/l iken 5 ml’lik kiiltiirde 0,5 g/l oldugu tespit edilmistir (Sekil 5.2. B).

Glukoz birikimi ve etanol iiretimini arttirmak i¢in 50 ml RM besiyerine
ekilecek optimum hiicre miktari1 belirlemek amaciyla C. thermocellum as1
kiiltiirtinden kiiltiir hacminin 1/11, 1/6, 3/13, 2/7’si olacak sekilde ekim yapilmustir.
As1 kiiltliri hacminin glukoz birikimine ve etanol iiretimine etkisi Sekil 5.3 A ve

B’de goriilmektedir.

10 -
= = 08
2 &0
N B = 06
o © S ©
=7 2 > 04
- — = <
on E o B
5 5 02
= =
vg g O T T T 1
0 5 10 15 0 szan( ..1(; 15
zaman (giin) gun
—a— 1/11 —— 1/6 —— /11 —m— 1/6
—— 3/13 —>— 2/7 —a— 3/13 —¢— 2/7
(A) (B)

Sekil 5.3. RM besiyerindeki C. thermocellum hiicre miktarinin glukoz birikimine (A)

ve etanol iiretimine (B) etkisi.

Besiyerine ekilen hiicre kiiltiirii miktarinin glukoz birikimi i¢in 6nemli oldugu
goriilmiistiir. En yiiksek glukoz birikimi ag1 kiiltlirli miktar1 besiyerinin 1/11°1 iken
elde edilmistir ve 7,6 g/l olarak Olcililmiistiir. Besiyerine fazla hiicre ekilmesi ortamda

biriken glukozun miktarinda diisiise neden olmustur (Sekil 5.3. A).
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As1 kiiltiiri miktar1 kiiltiir hacminin 1/11°1 oldugunda etanol iiretimi diger
kiiltiirlerdeki iiretime kiyasla daha yiksektir (Sekil 5.3. B). Bu kiiltiirde etanol

miktar1 fermentasyonun ii¢lincii glinlinde 0,5 g/I’ye ulagmustir.

C. thermocellum tarafindan karbon kaynagi olarak kullanilan ticari selillozun
optimum miktarin1 tespit etmek i¢in 5, 10 (kontrol), 20, 30 g/l seliiloz
konsantrasyonlarina sahip besiyerleri hazirlanmis ve C. thermocellum hiicreleri 1/11
olacak sekilde besiyerlerine ekilmistir. Hiicreler iki hafta boyunca 55°C’de anaerobik
kabinde iiretilmislerdir. Sekil 5.4. A’ da iki hafta sonunda kiiltiir ortaminda biriken
toplam seker, glukoz, sellobiyoz ve kalan selilloz miktar1 gosterilmektedir.
Fermentasyon son iiriinleri olan etanol, laktik asit, ve asetik asit miktarlar1 ise Sekil

5.4. B’ de gosterilmistir.

En yiiksek seker ve glukoz birikimi 10 g/l selilloz igeren besiyerinde
gergeklesmis ve ikinci haftanin sonunda sirasiyla 8 ve 4,5 g/l olarak Slgiilmiistiir.
Seliiloz konsantrasyonunun artis1 glukoz miktarinda diisiise neden olurken etanol
tretiminin 5 g/l ve 30 g/l selilloz iceren besiyerlerinde digerlerine kiyasla daha

yiiksek oldugu gortilmiistiir (Sekil 5.4. B).

10 - -
S g % 08 4
e b 2o
g 6- S, 06 -
7 g
g 4 - E‘S E‘: 0’4 B
5 3
3 5 £ 02 -
g 2 =
Y 0 -
0~ ‘ Sg/l 10g/l 20g/1 30g/1
5g/l 10g/1 ~ 20g/1  30g/1 .
seliiloz konsantrasyonlart (/1) seliiloz konsantrasyonlari (g/1)
O topl: k luk
op a@se ° = glukoz . W etanol O laktik asit @ asetik asit
B sellobiyoz @ kalan seliiloz
(A) (B)

Sekil 5.4. Scliiloz konsantrasyonlarmin C. thermocellum kiiltiiriindeki seker

birikimine (A) ve fermentasyon son iiriinlerinin iiretimine (B) etkisi.
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En uygun iire konsantrasyonunu tespit etmek amaciyla baglangi¢
konsantrasyonu 0, 0,5, 2 (kontrol), 5, 10, 20 g/l olacak sekilde alti farkli iire
konsantrasyonu igeren RM besiyeri hazirlanmistir. Selillozun parcalanabilmesi igin
besiyerine iire eklenmesinin gerekli olmadigi ancak daha yiiksek pargalanma hizi i¢in

besiyerindeki lire konsantrasyonunun 2 g/l olmasi gerektigi goriilmiistiir (Sekil 5.5.
A).

10 - .
= 8 o
C) % 0.8 -
=
| =
2 S 06 -
< n
s 4 £
= £ 04 -
3 g
§°7 £ 02
0+ | | [ Hul
0 05 2 o S
oo 0 05 2 5 10 20
tire konsantrasyonu (g/1) - trasyoniar: ()
ure Kkonsantrasyoniari
O toplam seker glukoz 4
M scllobiyoz kalan seliiloz M ctanol M laktik asit O asetik asit
(A) (B)

Sekil 5.5. Ure konsantrasyonunun C. thermocellum kiiltiiriindeki seker birikimine

(A) ve fermentasyon son iirlinlerinin tiretimine (B) etkisi.

Ure konsantrasyonunun arttirilmas1  glukoz birikimini ~ arttirmamistir.
Optimum seker birikimi ve selilloz yikimi besiyeri 2 g/l iire igerdiginde
gerceklesmistir. Ure konsantrasyonundaki artis selilloz kullammimi ve seker
birikimini disiiriirken etanol tliretiminde artisa neden olmustur. 10 g/l iire iceren
besiyerinde 0,9 g/ etanol iiretilmistir. Besiyerindeki iire konsantrasyonunun 20 g/I’ye

¢ikarilmasi ise hiicre liremesini engellemistir.

Besiyerindeki fosfat miktarinin etkisi 0, 5, 10, 32 (kontrol), 50, 100, 200 mM
fosfat iceren yedi farkli RM besiyerinde incelenmistir. Besiyerindeki fosfat

konsantrasyonunun seliiloz kullanimi ve glukoz birikimi tizerine oldukca etkili
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oldugu goriilmiistiir. En yiiksek glukoz birikimi besiyerindeki fosfat konsantrasyonu
50 mM oldugunda elde edilmistir (5,4 g/1). Fosfat konsantrasyonun arttirilmasi
toplam seker ve glukoz birikiminde inhibe edici bir rol oynamis ve glukoz birikimi
diismiustiir (Sekil 5.6. A). Buna karsilik etanol iiretimi yiiksek fosfat igeriklerinde
artmistir (Sekil 5.6. B). En yiiksek etanol tiretimi 100 mM fosfat igeren besiyerinde
gbzlemlenmistir ve 0,6 g/l olarak Sl¢iilmiistiir (Sekil 5.6. B). Bu konsantrasyonda
seltiloz kullanim1 ve glukoz birikimi kontrole kiyasla sirasiyla % 34 ve % 83
oraninda diislis gostermistir. 200 mM fosfat igeren besiyerinde ise fermentasyon

urtini saptanamamustir.

[u—
|

10 ~
o 00,8 -
5 8 s
S 6- 5 067
> = g
£ 44 E s 04
s INIEN Y
= g
s 0 0 -
0 S5 10 32 50 100 200 0 5 10 32 50 100 200
fosfat konsantrasyonu (mM) fosfat konsantrasyonlar1 (mM)
Otoplamseker HE glukoz o L
& scllobioz Kalan seliiloz B ctanol M laktik asit O asetik asit
(A) (B)

Sekil 5.6. Fosfat konsantrasyonunun C. thermocellum kiiltiiriindeki seker birikimine

(A) ve fermentasyon son tirlinlerinin liretimine (B) etkisi.

Deneylerin bir¢ogunda fermentasyonun homoasetojenik (etanol/asetat ve
etanol/laktat oram1 <1) oldugu gozlemlenmistir. Ancak {ire ve fosfat
konsantrasyonlarindaki artis bu oranlar1 yiikseltmistir. 10 g/I iire igeren besiyerinde
etanol/asetat orani1 2,1, etanol/laktat orani ise 1,5 olarak bulunmustur. 100 mM fosfat
iceren besiyerinde ise etanol/asetat orani1 1,7, etanol/laktat oranmi ise 1,3 olarak

hesaplanmistir.
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Maya 06ziitliniin etkisini belirlemek amaciyla besiyerinde 1, 3, 5 (kontrol), 10
g/l olacak sekilde dort farkli maya Oziitii konsantrasyonu denenmistir. Yapilan
calismada 5 g/l maya 6ziitlinlin glukoz iiretimi i¢in en uygun konsantrasyon oldugu
goriilmistiir (Sekil 5.7. A). Etanol iiretiminin ise maya Oziitii miktarindan fazla
etkilenmedigi 3-10 g/l maya 0ziitii iceren besiyerinde yaklasik 0,2 g/l seviyesinde

oldugu goriilmiistiir.
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W scllobiyoz kalan seliiloz M ctanol M laktik asit O asetik asit
(A) (B)

Sekil 5.7. Maya oziitii konsantrasyonunun C. thermocellum kiiltiiriindeki seker

birikimine (A) ve fermentasyon son iiriinlerinin iiretimine (B) etkisi.

Besiyerindeki mineral konsantrasyonlarinin etkisini aragtirmak i¢in RM
besiyerinde bulunan demir, kalsiyum ve magnezyumun grafikte verilmis olan
konsantrasyonlar1 denenerek seker iiretimi i¢in en uygun mineral konsantrasyonlari
tespit edilmistir. Toplam seker miktarinin, besiyerindeki FeSO4.7H,O miktar1 0.25
g/l oldugunda diger konsantrasyonlara kiyasla daha hizli bir atis gdsterdigi
goriilmiistiir. Ortamda demir elementinin olmamasi glukoz birikimini tetiklemis,
demir konsantrasyonunun arttirtlmasi ise biriken glukoz miktarinda diisiise neden
olmustur (Sekil 5.8. A). Buna karsin FeSO4.7H,O konsantrasyonunun 0,25 g/I’ ye

c¢ikarilmasi etanol tiretimini arttirmistir (Sekil 5.8. B).
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Sekil 5.8. Mineral konsantrasyonunun C. thermocellum kiiltiiriindeki seker

birikimine (A) ve fermentasyon son iiriinlerinin iiretimine (B) etkisi.

Ortamda CaCl,.2H,0 0 ve 0,05 g/l oldugunda toplam seker miktar1 7,8 g/I’ye
cikarken kalsiyum miktarinin arttirilmasi toplam seker miktariin 6 g/I’ye kadar
diismesine neden olmustur. Glukoz birikimi en yiiksek degerine ortamda 0,1 g/l
CaClI,.2H,0 varken ulagmistir (5,3 g/l). Ortamdaki kalsiyum miktarinin 0,5 g/I’ye
yiikseltilmesi biriken glukoz miktarinda diisiise neden olmus (Sekil 5.8. A), etanol
miktarinda ise artis gdzlenmistir (Sekil 5.8. B).
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Seliiloz kullanim1 ve seker birikimini etkileyen en 6nemli elementin Mg
oldugu gozlemlenmistir. Seliiloz kullanimi ve toplam seker birikimi Mg igermeyen
besiyerinde siddetli diisiis gostermistir. Genellikle 7-8 g/I’lerde seyreden toplam
seker miktart Mg i¢cermeyen besiyerinde 3,2 g/I’ye dismiistiir (Sekil 5.8.A). 0,5 g/l
MgCl,.6H,0 igeren besiyerinde ise glukoz birikiminin en yiiksek degerini (5 g/l)

buldugu gozlemlenmistir.

Laboratuarda iiretilen mayalardan hazirlanmis olan maya Oziitiiniin C.
thermocellum 27405 hiicrelerinin seliiloz kullanimi ve etanol {iretimine etkisi Sekil
5.9’da gosterilmistir. Elde hazirlanmis maya 0ziitli iceren besiyerinde seliiloz
kullanim1 diigmiistiir, besiyerinde iki hafta sonunda 3 g/l seliilloz kullanilmadan
kalmustir. 5 g/l ticari maya 6ziitli iceren kontrol besi yerinde 7,8 g/l glukoz birikirken
ayn1 miktarda laboratuar kosullarinda hazirlanmis maya 6ziitli iceren besiyerinde 4,3
g/1 glukoz birikimi olmustur (Sekil 5.9. A). Etanol tiretiminin de kontrol kiiltiiriindeki
degerine kiyasla diisiik oldugu goriilmiistiir. Laboratuar ortaminda hazirlanan maya

Oziitliniin laktik asit liretimini arttirdig1 gézlenmistir (Sekil 5.9. B).
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O toplam seker glukoz oziitli konsantrasyonu (g/1)
W sellobioz B kalan seliiloz M ctanol @ laktik asit O asetik asit
(A) (B)

Sekil 5.9. Laboratuarda hazirlanan maya 6ziitii konsantrasyonunun C. thermocellum
kiiltiirtindeki seker birikimine (A) ve fermentasyon son {irlinlerinin iiretimine (B)

etkisi.
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Ortam sicaklikligi, atmosfer gazlar1 ve ortam pH’s1 etkisi incelenen diger
parametrelerdir. Besiyeri ortam sicakhiginin C. thermocellum kiiltiirlerinin toplam
seker, glukoz birikimi, seliiloz kullanimi ve fermentasyon iirlinlerinin iiretimine olan

etkisi Sekil 5.10 *da gosterilmistir.
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Sekil 5.10. Ortam sicakliginin C. thermocellum kiiltiiriindeki seker birikimine (A) ve

fermentasyon son iirlinlerinin iiretimine (B) etkisi.

Seker tiretimi, glukoz birikimi ve seliilloz kullanimi i¢in en uygun sicakligin
50°C oldugu ve kalan seliillozun 1,6 g/l, toplam sekerin ise 8,5 g/l oldugu tespit
edilmistir (Sekil 5.10. A). Etanol {iretimi i¢in de 50°C en uygun sicaklik olarak tespit
edilmistir. Bu sicaklikta etanol konsantrasyonu ikinci haftanin sonunda 0,5 g/l olarak

Olctilmiistiir (Sekil 5.10. B).

Atmosfer kosullarinin seliiloz  kullanimina, toplam seker ve glukoz
birikimine, fermentasyon son irlinlerine olan etkisini belirlemek i¢in C.
thermocellum kiiltiirleri ii¢ farkli atmosfer kosulunda iiretilmistir. Hiicrelerin farkli
atmosferlerde liretilmeleri seliilloz kullanimlarini ve ortamda biriken seker miktarin
etkilememistir. Ancak argon igeren ortamda C. thermocellum kiiltiirlerindeki glukoz
birikiminin diger atmosfer gazlarindaki glukoz miktarina kiyasla daha diisiik oldugu
goriilmiistiir (Sekil 5.11. A). Ayrica argon gazinin kullanilmasi laktik asit tiretimini

engellemistir (Sekil 5.11. B). Glukoz birikimi i¢in en uygun atmosferik ortamin azot
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gaz1 iceren besiyeri oldugu gorilmiistiir. Etanol iiretiminin karistm gazi igeren
atmosfer kosullarinda digerlerine kiyasla daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (Sekil
5.11. B). Anaerobik kabin icine sizabilecek oksijenden kurtulmak i¢in oksijenin
katalizor yardimiyla H, ile birlestirilerek suya doniistiiriilmesi gerekmektedir. Bu
nedenle en giivenli kabin i¢i atmosferinin bir miktar hidrojen gazi icermesi
gerekmektedir (% 10 CO,, % 5 Hz ve %85 Nj). Ancak karisim gazi azot gazina

kiyasla pahali bir gazdir ve kullanimi proses maliyetini yiikseltmektedir.

S 8- % 0,8 -
= =
S 61 S 0,6
= 4 5 04
= i g 0,2
g’ 2
0 0 -
azot argon karigim azot argon karigim
atmosfer gazlar atmosfer gazlari
O toplam seker glukoz o o
B sellobiyoz B kalan seliiloz B ctanol O laktik asit O asetik asit
(A) (B)

Sekil 5.11. Ortam atmosfer gazlarinin C. thermocellum kiiltiirtindeki seker birikimine

(A) ve fermentasyon son tirlinlerinin liretimine (B) etkisi.

Besiyeri pH’sinin glukoz birikimi ve etanol iiretimine olan etkisi Sekil 5.12.
A ve B’de gosterilmistir. ki haftalik fermentasyon sonucunda en yiiksek seliiloz
gideriminin pH 7-11 arasinda gergeklestigi goriilmiistiir. En yliksek miktarda glukoz
(7 g/1) ve etanol (0,9 g/l) sirastyla pH 7 ve pH 10°da olusmustur (Sekil 5.12. B). pH
10 ve 11°de laktik asit konsantrasyonunda artig gorilmiistiir. Sekil 5.12. A’da
goriildiigl gibi pH 4,5-6 degerleri arasinda seliiloz kullanimi, toplam seker ve glukoz
birikimi ¢ok diisiiktiir. pH’ nin sellobiyoz birikiminde kayda deger bir degisime neden

olmadig1 gozlemlenmistir.
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Sekil 5.12. Ortam pH’sinin C. thermocellum kiiltiiriindeki seker birikimine (A) ve

fermentasyon son iirlinlerinin iiretimine (B) etkisi.

5.2. Modifiye Edilmis RM Besiyerinde Toplam Seker ve
Glukoz Birikimi

RM besiyeri kullanilarak yapilan bu c¢aligmalar 15181 altinda besiyeri
bilesenlerinin en yiiksek glukoz birikimini saglayan konsantrasyonlari tespit edilmis
ve bu konsantrasyonlar1 iceren yeni bir RM besiyeri hazirlanmistir. Bu sonuclara

dayanilarak olusturulan modifiye RM besiyerinin icerigi Cizelge 5.1°de verilmistir.

Cizelge 5.1. Orjinal ve modifiye edilmis RM besiyeri bilesenlerinin

konsantrasyonlari

Bilesenler (g/l) | RM Modifiye RM

Seliiloz 10 10
Ure 2 2
KH,PO, 2 3,125
K,;HPO, 3 4,6875

MgCl,.6H,0 0,2 0,5
CaClL.2H,0 0,05 0,1
FeSO,4.7H,0 0,0025 | 0
Maya oziitii 5 5
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Modifiye edilmis besiyeri ile orjinal RM besiyerindeki toplam seker ve
glukoz birikimi arasindaki farki incelemek i¢in iki ayr1 besiyeri hazirlanmis ve 50
ml’lik besiyerlerine ayni sartlarda tretilmis 5 ml’lik C. thermocellum kiiltirleri
ekilmistir. Yapilan deneyler sonucunda glukoz birikimi i¢in en uygun ortam
sicakliginin 50°C oldugu ve atmosferin ise azot gazindan olusmasi gerektigi
goriildiigiinden kabin i¢i inkiibator sicakhigi 50°C ve atmosfer gazi azot olacak

sekilde ayarlanmistir ve iki hafta boyunca glukoz miktar1 6l¢iilmiistiir.

Glukoz birikiminin modifiye RM besiyerinde fermentasyonun daha erken
giinlerinde bagladig1 goriilmiistiir. Modifiye edilmis besiyerinde hizli bir sekilde
artan glukoz miktar1 birinci haftanin sonunda 7,9 g/I’ye ¢ikmus, sonraki giinlerde artis
goriilmemistir. Orjinal RM besiyerinde ise glukoz miktarindaki artis devam ederek
fermentasyonun ikinci haftasinin sonunda en yiiksek degerini bulmustur (7 g/l).
(Sekil 5.13). Modifiye edilmis RM besiyerinde fermentasyonun birinci haftasi
sonunda orjinal RM besiyerine kiyasla %77 oraninda daha fazla glukoz biriktigi

tespit edilmistir.

glukoz
konsantrasyonu (g/1)

0 5 10 15
zaman (giin)

—&— RM besiyeri —8— modifiye besiyeri

Sekil 5.13. Modifiye edilmis ve orjinal RM besiyerlerinde glukoz birikimi.
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5.3. Degisik Lignoseliilozik Kaynaklarmm C. thermocellum

Tarafindan Kullanimi

Tez calismasimnin bu bolimiinde, farkli kagitlar, tarimsal atiklar ve kagit
fabrikasi atiklarinin C. thermocellum tarafindan kullanimi, glukoz birikimi ve etanol

liretimi incelenmistir.

Oncelikle karbon kaynag1 olarak 10 g/l olacak sekilde Whatman filtre kagidi
(no:1), A4 kagidi, havlu kagit, pamuk ve seliiloz tartilip higbir kimyasal 6n iglem
yapilmadan kiiclik parcalara boliinerek modifiye RM besiyerine eklenmistir. C.
thermocellum hiicreleri ekilmis ve yirmi giinliik fermentasyon siiresince glukoz
konsantrasyonu Olglilmiistiir. Proses sonunda kullanilamayan kagit kalintilar

kurutulup tartilarak pargalanan miktarlari tespit edilmistir.

Seliilozun dogada en saf halde bulundugu madde olan pamuk igeren
besiyerinde en yiiksek glukoz konsantrasyonu elde edilmistir (9,13 g/1) fakat tiretilen
etanol miktarinda fazla bir artis goriilmemistir (Sekil 5.14. B). Whatman filtre
kagidinda en yiiksek glukoz konsantrasyonu onuncu giinde 7,9 g/l olarak
Olclilmiistiir, etanol miktar1 ise 0,5 g/l olarak tespit edilmistir. 10g/1 seliiloz igeren
besiyerinde ve havlu kagit iceren besiyerinde on besinci giinde sirasiyla 6,4 ve 8 g/l
glukoz birikimi oldugu goriilmiistiir. A4 kagidinin ise C. thermocellum tarafindan
parcalanma hizinin ¢ok diisiik oldugu tespit edilmistir. Havlu kagit igeren besiyerinde
asetik asit tiretiminde artig goriilmiistiir besinci glinden itibaren asetik asit miktar1 1,1
g/’ ye cikmistir. Etanol konsantrasyonu ise on besinci giinde 0,6 g/I’ ye
cikabilmistir.
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Sekil 5.14. Degisik seliiloz kaynaklarimin C. thermocellum tarafindan kullanimi

sonucu biriken glukoz miktar1 (A) ve etanol tiretimi (B)

Yirmi gilinliik proses sonunda ortamda 0,071 g/l havlu kagit, 0,05 g/l
whatman filtre kagidi, 0,09 g/l pamuk, 0,36 g/l A4 ve 0,43 g/l seliiloz kullanilmadan

kalmustir.

Tarimsal kaynakli lignoseliilozik atiklardan; arpa sapi, bugday sapi, sazlik
otu, musir kabugu, palmiye agaci lifi ve barbunya kabugu C. thermocellum kiiltiirleri
icin seliilloz kaynagi olarak kullanilmis ve bu atiklarin pargalanmasi sonucu biriken

glukoz miktarlar tespit edilmistir.

Arpa sap1 iceren besiyerlerinde en fazla glukoz konsantrasyonu o6n iglem
(alkali hidroliz) gormiis olan numunelerde elde edilmistir. Alkali hidroliz edilen
numunelerdeki glukoz miktar1 onuncu ve on besinci giinler i¢in sirasiyla 4,6 ve 4,1
g/l olmustur (Sekil 5.15. A). En yiiksek glukoz degeri onuncu giinde elde edilmistir.
Kontrole oranla glukoz konsantrasyonu alkali hidroliz yapilmis numunelerde onuncu
giinde alinan degerlere gore % 14 artmistir. Kaynatilmig numunelerde ilk bes giin

icinde glukoz konsantrasyonu artmis daha sonra diisiis gostermistir (Sekil 5.15. A).
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Etanol iiretiminin alkali hidroliz yapilan arpa sapinin karbon kaynagi olarak
kullanildig: kiiltiirlerde daha yiiksek oldugu gézlemlenmis, fermentasyonun onuncu

ve on besinci giinlerinde 0,5 g/I olarak dl¢iilmiistiir (Sekil 5.15. A).

Alkali hidrolizinin bugday sapinin parcalanma hizin1 ve sonug olarak glukoz
miktarini arttirdiglr goriilmiistiir. Kontrole kiyasla alkali hidrolizine tabi tutulan
bugday saplarimi igeren besiyerinde glukoz birikimi %10 oraninda artig gdstermistir.
Fermentasyonun besinci giliniinde 4,2 g/l glukoz birikimi olmustur (Sekil 5.15. B).
Ayrica alkali hidrolizine tabi tutulmus bugday sapinin bulundugu kiiltiirlerde
digerlerine kiyasla biraz daha fazla etanol iiretimi olmus ve on besinci giinde 0,5 g/l

olarak Ol¢tlmiistiir (Sekil 5.15. B).

Alkali hidroliz uygulamasinin sazlik otunun hidrolizini kolaylastirdigi ve
glukoz birikimini arttirdig1 gézlemlenmistir. Bu kiiltiirde onuncu giinde 4 g/l glukoz
biriktigi goriilmiistiir. Fermentasyonun onuncu giiniinde etanol konsantrasyonu

yaklagik 0,7 g/I’ye ulasmistir (Sekil 5.15. C).

Misir kabugu igeren besiyerlerinin tiimiinde fermentasyonun on besinci
giiniinde glukoz konsantrasyonu en yiiksek degerine ulasmistir. En yiiksek glukoz
birikimi kontrol numunesinde gerceklesmistir on besinci giinde glukoz miktari 4,7 g/l
olarak ol¢iilmiistiir (Sekil 5.15. D). Ancak kontrolde etanol {iretimi kaynatilmis ve

alkali hidroliz uygulanmis 6rneklerdekine kiyasla diisiiktiir.
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Sekil 5.15. Kaynatma ve alkali hidroliz islemlerinden gecirilmis tarimsal atiklarin C.
thermocellum tarafindan kullanimi; glukoz birikimi ve etanol {iretimi Arpa sap1 (A),
Bugday sap1 (B), Sazlik otu (C), Misir kabugu (D), Palmiye agaci lifleri (E),
Barbunya kabugu (F) (Sekil arka sayfada devam ediyor).
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Sekil 5.15. Devamu.

Palmiye agaci lifi i¢in uygulanan 6n islemlerin glukoz birikimi i¢in etkili
olmadig1 goriilmistiir. Ancak kontrolde hi¢ etanol iiretimi goriilmezken alkali
hidrolize tabi tutulan 6rneklerde etanol konsantrasyonu onuncu giinde 0,4 g/I’ye
ulagsmustir (Sekil 5.15. E). En yiiksek glukoz konsatrasyonu onuncu giinde kontrol

numunesinde 4,4 g/l olarak 6l¢iilmiistiir.

Benzer sekilde barbunya kabugu icin uygulanan 6n islemlerinde glukoz
birikimine faydali olmadigi goriilmiistiir. En yiiksek glukoz konsantrasyonuna
besinci glinde kontrol numunesinde ulasilmis ve 4,2 g/l olarak Ol¢lilmiistiir.
Kaynatma islemi uygulanan numunelerde onuncu giinde 4 g/l glukoz elde edilmistir.

Uygulanan 6n iglemler etanol konsantrasyonunda da bir artis saglamamistir (Sekil

5.15. F).

Calismanmm  bu  boliminde TOPRAK KAGIT (Bilecik, Tiirkiye)
fabrikasindan alinan kagit atig1 orneklerinin C. thermocellum hiicreleri tarafindan
kullanimi incelenmis, glukoz ve etanol miktar1 on bes giinlik fermentasyon
sonucunda tespit edilmistir. Sekil 5.16. A’da goriildiigii gibi en yliksek seker birikimi
(5,9 g/1) 20 g/l kagit at1g1 igeren kiiltiirde gergceklesmistir.
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Atik miktarmin yiikseltilmesi glukoz birikimini arttirmamistir. Etanol tiretimi
ise 100 ve 150 g/l kagit atig1 igeren kiiltiirlerde yaklasik ayn1 olup digerlerine kiyasla
cok daha yiiksektir. Bu kiiltiirlerde etanol konsantrasyonu 1,3 g/I’ye ulasmistir (Sekil
5.16. B)

Kagit atiklar1 hiicre iiremesinin desteklenmesi amaciyla toplam miktar1 10 g/l
olacak sekilde belli oranlarda ticari seliiloz ile karistirilarak besiyerine eklenmistir.
Sekil 5.17. A’da goriildiigli gibi en yiiksek pargalanma en fazla ticari seliiloz igeren
besiyerinde (kagit atigi/ticari seliiloz: 1/4) gerceklesmistir. Bu  kiiltiirde

fermentasyonun sonuncunda 6 g/l glukoz birikimi olmustur.

E\ 10 7 %‘D 136 B
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> 6 1 17}
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farkh konsantrasyonlarda kagit farkh konsantrasyonlarda kagit
fabrikasi atiklart fabrikas1 atiklar
(A) (B)

Sekil 5.16. Farkli konsantrasyonlarda kagit fabrikasi atig1 igeren C. thermocellum

kiiltiirtinde glukoz birikimi (A), etanol iiretimi (B).
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Sekil 5.17. Degisik oranlarda kagit fabrikasi atigi + ticari seliilloz igeren C.

thermocellum kiiltiiriinde glukoz birikimi (A) ve etanol tiretimi (B).

Besiyerinde yalnizca kagit fabrikasi atigi iceren ortamda toplam seker
konsantrasyonu 1/4 oraninda kagit fabrikasi atigi iceren ortama goére %94 disis
gostermistir. En yiliksek glukoz birikimi 1/4 kagit fabrikasi atig1 iceren besiyerinde 6
g/l olarak elde edilmistir (Sekil 5.17. A). Kagit fabrikas1 igeriginin arttirilmasi glukoz
birikimini engellerken en yiiksek etanol konsantrasyonu 3/4 atik igeren besiyerinde

0,4 g/l olarak belirlenmistir.

5.4. Yan Sirekli C. thermocellum Kiiltiirlerinde Glukoz

Birikiminin Optimizasyonu

C. thermocellum kiiltiiriinde selilloz pargalanmasi ve glukoz birikiminin
stirekliliginin saglanmas1 amaciyla ii¢ farkli periyotta iki farkli besin miktar1 ile
seyreltilen alti adet yari siirekli kiiltir toplam kirk giin siiresince 55°C’de ve
anaerobik kabin icinde inkiibe edilmistir. ilk on giin boyunca kiiltiir ortamindaki
seker konsantrasyonunun en yiiksek seviyelere ¢ikmasi beklenmis ve herhangi bir
besiyeri eklemesi yapilmamistir. Onuncu giinden itibaren 5 ml/24 saat, 10 ml/24 saat,
5 ml/48 saat, 10 ml/48 saat, 5 ml/76 saat ve 10 ml/76 saat olacak sekilde kiiltiir

alinarak taze besiyeri ile degistirilmistir.
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Kesikli sistem olan kontrol kiiltiiriinde en yliksek glukoz birikimi gergeklesmis ve bir
ay sonunda 7,9 g/I’ye kadar yiikselmistir. Kontrol kiiltiiriinde 0,3 g/l civarinda etanol

tiretimi gergeklesmistir (Sekil 5.18).

10

glukoz
konsantrasyonu (g/1)

o N A O

10 15 20 25 30

zaman (giin)

Sekil 5.18. Kesikli C. thermocellum kiiltiiriinde glukoz birikimi (kontrol).

Sekil 5.19. A’da 5ml ve 10ml/24 saat besleme yapilan yari siirekli sistemde
Olciilen glukoz miktarlar1 gosterilmistir. Yar siirekli sistemin baslangicinda yaklasik
6 g/l olan glukoz miktar1 otuzuncu giinlin sonunda 4 g/I’nin altina diismiistiir. 5
ml/24 saat beslenen kiiltiirde etanol iiretimi 0,3 g/l civarinda seyretmistir. Asetik
asit:etanol orani ise 0,9 g/l olarak hesaplanmistir. 10ml/24 saat besleme yapilan

kiiltiirde etanol miktar1 da 0,3 g/I olarak Slgiilmiistiir.

Seyreltme miktar1 azaldik¢a yari siirekli sistemde glukoz birikiminin arttig1
gozlemlenmistir. 5 ml/76 saat seyreltilen kiiltiirde glukoz miktar1 diger seyreltme
degerlerine kiyasla daha yiiksektir. Sekil 5.19. C’de goriildiigii gibi 5 ml/76 saat
seyreltme yapildiginda prosesin son gilinlerinde ortamdaki glukoz miktar1 6 g/I’nin
tizerine ¢ikmigtir. Yari stirekli sistem deney sonuglart 76 saatte bir 5 ml yapilacak
seyreltmenin glukoz miktar1 yliksek bir kiiltiir elde edilebilmesi i¢in ideal oldugunu

gostermistir.
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Sekil 5.19. Yan siirekli sistemde besleme miktar1 ve besleme periyodunun glukoz

birikimine etkisi; 24 saatte bir (A), 48 saatte bir (B), 76 saatte bir (C).
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Cizelge 5.2. Yan siirekli kiiltiirde farkli seyreltme miktarlarinda proses sonunda elde

edilecek kiiltiir hacmi ve glukoz miktar

Seyreltme Miktarlari

5ml/24saat

Sml/48saat

S5ml/76saat

Bir ay sonunda
toplam hacim (ml)

(5%21)+50=155

(5x11)+50=105

(5%8)+50=90

*Ortalama glukoz
konsantrasyonu (g/1)

4

5,5

5,7

10ml/24saat

10ml/48saat

10ml/76saat

Bir ay sonunda
toplam hacim (ml)

(10x21)+50=260

(10x11)+50=160

(10x8)+50=130

*Ortalama glukoz
konsantrasyonu (g/1)

2,8

3,8

45

*Ortalama glukoz konsantrasyonu prosesin son on giiniinde aliman degerlerin

ortalamasidir.

1 4
08 -
06 -
04 -
02 -

konsantrasyon (g/1)

04

\&é

yart siirekli sistemde besleme miktarlari

M ctanol @ laktik asit O asetik asit

ve periyotlari

Sekil 5.20. Yar: siirekli sistemde seyreltme miktar1 ve periyodunun son iiriin

konsantrasyonlarina etkisi.

Farkl1 seyreltme miktarlar1 ve periyotlari iiretilen etanol miktar1 {izerinde ¢ok

etkili olmamustir. Ancak kontrole kiyasla laktik asit konsantrasyonlari artis

gostermistir. En yliksek etanol konsantrasyonu iki giinde bir ve ii¢ giinde bir 5 ml

besleme yapilan besiyerlerinde ayni olup 0,34 g/l olarak Ol¢lilmiistiir. Seyreltme

yapilan yar1 siirekli kiiltiirlerde daha fazla etanol fdretildigi Sekil 5.20°de

goriilmektedir.
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6. TARTISMA

Bu tez c¢alismasinda termofilik-anaerobik, seliilolitik etanol {ireticisi bir
bakteri olan C. thermocellum ATCC 27405 susunun seliiloz ve seliiloz igeren atiklari
parcalama kapasitesi ile seliilozu pargalamasi sonucu ortaya c¢ikan glukoz
miktarindaki degisim farkli kosullarda incelenmistir. Selilloz kullanimi ve glukoz
birikiminin yani sira bakterinin iiretmis oldugu etanol miktar1 da diger fermentasyon

yan iirlinleri ile birlikte 6l¢tilmiistiir.

C. thermocellum’un etanol iiretim kapasitesi ¢ok yiiksek degildir. 10 g/l
seliiloz iceren besiyerinde etanol iiretimi ¢ogu zaman 1 g/I'yi gecememektedir.
Literatiirdeki diger ¢aligmalarda farkli C. thermocellum suslarinin {irettigi etanol
miktarlarinin yaklagik 0,5-1 g/l civarinda oldugu rapor edilmistir [Lamed and Zeikus,
1980; Rani et al, 1997]. Ancak Rani ve arkadaslari (1997) izole etmis oldugu C.

thermocellum susglarinin 2,8 g/1 etanol tirettiklerini rapor etmistir.

Seliilloz ve seliilloz igeren atiklarin C. thermocellum kullanilarak etanole
dontstiiriilmesi verimliligi diisiik bir islem olacaktir. Bu nedenle seliilozik atiklarin
C. thermocellum kullanilarak, disaridan herhangi bir seliillaz enzimi eklenmeksizin
par¢alanmast ve ortamda biriken glukozun daha etkin bir etanol {reticisi
mikroorganizma tarafindan etanole doniistiiriilmesi isleminin daha ekonomik ve

verimli olacag1 diisiiniilmiistiir.

Tez calismasmin ilk asamasinda glukoz birikiminin arttirilmasi i¢in ortam
sartlar1 ve besiyeri bilesenlerinin konsantrasyonlarinda degisiklikler yapilmis ve
etkileri gozlenmistir. Deney sonuglar1 C. thermocellum kiiltiirinde seliiloz
parcalanmasi ve glukoz birikiminin kiiltiir kosullarina karsi hassasiyet gosterdigini
gostermistir. Ozellikle pH, iire, fosfat, Mg ve Fe konsantrasyonunun Onemli

parametreler oldugu ortaya ¢ikmuistir.
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Stevenson ve Weimer (2005) diisiik iireme hizlarinda C. thermocellum
kiiltiirlinde fermentasyonun homoasetojenik oldugunu ve etanol iiretiminin diisiik
oldugunu vurgulamiglardir. Bu ¢alismada C. thermocellum hiicrelerinin iireme
hizinin yiiksek miktarlarda glukoz birikimi igin elverisli oldugu ancak yiiksek

miktarlarda etanol iiretimi i¢in diisiik bir h1z oldugu goriilmiistiir.

C. thermocellum kiiltiirtinde asidik besiyerlerinde (pH 6’nin altinda)
seliilolitik aktivitenin ¢ok diisiik oldugu gézlemlenmistir. Bu durum hiicrelerin diisiik
pH’larda iireyememeleri ile bagdastirilabilir. C. thermocellum kiiltirinde seliiloz
kullanim1 pH 7°de % 94, pH 9°da % 98 olarak bulunmustur. Bu degerleri mezofilik
seliilolitik ~ Clostiridium  cellulolyticum  hiicrelerinin ~ selilloz  kullanimi  ile
kiyaslandigimizda seliilloz kullanimmin 50°C de c¢ok daha etkin oldugunu
sOyleyebiliriz. C. cellulolyticum i¢in pH 7,2’deki seliiloz kullanimi % 67 olarak rapor

edilmistir [Desvaux et al, 2001].

Besiyerindeki fosfat konsantrasyonu selilloz kullanimini biiyiik dlclide
etkilemistir. Besiyerindeki fosfat konsantrasyonu 10 mM’n altinda ve 100 mM’in
iistiinde oldugunda seliilloz kullanimi biiyiik 6l¢iide diismiistir. 100 mM fosfat
konsantrasyonunda seliiloz kullanimi diiserken etanol iiretimi en yiiksek seviyelere
cikmigtir. Ayrica bu konsantrasyonda glukoz birikimi de diismiistiir. Zhang ve Lynd
(2004) ortamda bulunan inorganik fosfatin glukozun fosforilizasyonu i¢in sellobiyoz
fosforilaz ve sellodekstrin fosforilaz enzimlerine fosfat sagladigini rapor etmislerdir.
Bu islem glukozun hiicreler tarafindan kullanilabilmesi i¢in gerekli olan bir islemdir.
Bu calismada yiiksek fosfat konsantrasyonuna sahip olan besiyerinde goriilen glukoz
miktarindaki diisiisiin sebebi hiicrelerin sellobiyoz ve glukoz kullaniminin

artmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Metallerin ¢ok diisiik konsantrasyonlarda hiicre liremesini tetikledigi yiiksek
konsantrasyonlarinin ise {remeyi engelledigi ve organizmaya zarar verdigi
bilinmektedir. Bu tez c¢alismasinda FeSO4.7H,O’nun varliginin glukoz birikimini
inhibe ettigi fakat 0,25 g/l konsantrasyonunda etanol {iretiminin en yiiksek oldugu

tespit edilmistir.
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Bahl ve Gottschalk (1984) besiyerindeki Mg limitasyonunun Clostridium
acetobutylicum hiicrelerinin solvent iiretimi i¢in uygun olmadigini bildirmistir. Bizim
deneylerimiz sonucunda da besiyerindeki Mg limitasyonunun C. thermocellum

hiicrelerinin etanol tiretimi ve seliiloz kullanimi i¢in uygun olmadigi goriilmiistiir.

Test edilen li¢ atmosfer ortamindan etanol iiretimi i¢in en uygun atmosfer
karisim gazi, seker birikimi i¢in en uygun atmosfer ise azot gazi olarak bulunmustur.
Onceki ¢aligmalardaki bulgulara dayanarak [Lamed et al, 1988; Bothun et al, 2004]
etanol iiretimindeki artistan karisim gazinda bulunan % 5 oranindaki hidrojen gazinin

sorumlu olabilecegi sOylenebilir.

Sato ve arkadaglarimin 1991 yilinda yapmis olduklar1t calismada C.
thermocellum susunun etanol ve laktat {iretiminde yaklagik % 0,6 maya Oziitiine
ihtiya¢ duydugunu, konsantrasyonun arttirilmasinin etanol ve laktat oranimi
degistirmedigini gostermislerdir. Demain ve arkadaslarinin 2005 yilinda yaptigi
caligmada diisik maya Oziitii konsantrasyonlarinda (% 0,2) C. thermocellum’un
karbon kaynagi olarak sadece selilloz ve sellobiyozu kullandigi, maya oziitii

konsantrasyonu arttirildiginda (% 0,6) ise glukozu 6zlimseyebildigi goriilmiistiir.

Yapilan ¢alismalarin sonuglarina dayanarak yeniden olusturulan ve 10 g/l
seliiloz igeren modifiye edilmis RM besiyerinde glukoz birikimi daha erken giinlerde
baslamis ve fermentasyonun yedinci giiniinde orjinal RM besiyerindekine kiyasla

%77 oraninda daha fazla glukoz biriktigi goriilmiistiir.

Calismanin ikinci kisminda tarimsal atiklarin degerlendirilmesi amaciyla
lignoseliilozik igerikli atiklarin C. thermocellum tarafindan kullanilma potansiyelleri
incelenmistir. Atiklarin pargalanmasi sonucu biriken glukoz miktarlar1 ve etanol
tiretimleri tespit edilmistir. Bu amagla arpa sapi, bugday sapi, sazlik otu, misir
kabugu, palmiye agaci lifi ve barbunya kabugu kullanilmistir. Bu kaynaklarin
iceriginde enzimatik hidrolizi engelleyen lignin bulunmasi nedeniyle fiziksel ve

kimyasal 6n islemlerden gecirilerek besiyerine eklenmistir.
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Alkali hidrolizi yapilan bitki artiklarinin birgogunun C. thermocellum
tarafindan daha kolay kullanildigi ve bu Kkiiltiirlerde etanol {iretiminin kontrole
kiyasla daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Arpa sap1 igeren besiyerinde alkali
hidrolizinden gegirilen numunelerde glukoz birikiminin kontrole oranla %14 artti1
gozlenmistir. Bugday sap1 ve sazlik otu iceren besiyerinde de alkali hidrolizin etkili
oldugu kontrole kiyasla glukoz birikimini %10 ve 15 oraninda arttirdig1 goriilmiistiir.
Alkali hidrolizinin yani sira tarimsal atiklarin hidrolizini kolaylastirmak amaciyla
kullanilan 6n islemler tezin kuramsal temeller boliimiinde listelenmigtir. Tarimsal
atiklarin daha etkin bir sekilde parcalanabilmesi i¢in diger 6n iglemlerin de test
edilmesi ve en uygun islemin tespit edilmesi gerekmektedir. Bu tez ¢alismasindaki

bulgular daha sonra yapilacak olan detayli 6n islem uygulamalarina 1s1k tutacaktir.

Tarimsal atiklarimin yani sira kagit fabrikasi atiklari da C. thermocellum
kiiltiirleri i¢in seliiloz kaynagi olarak kullanilmistir. Kagit fabrikasi atiklarinin,
seliiloz igerigi fenol siilfiirik asit metodu ile tespit edilmis ve besiyerlerine farkli
konsantrasyonlarda ilave edilerek fermentasyon sonucunda glukoz birikimi ve etanol
tiretimi tespit edilmistir. Kagit fabrikas1 atiklarinin ticari seliiloz kadar kullanilabilir
oldugu goriilmistir. 20 g/l kagit fabrikasi atig1 iceren besiyerinde 6 g/l glukoz
biriktigi tespit edilmistir. Ticari seliiloz gibi kagit fabrikasi atiklarinin besiyerindeki

konsantrasyonunu arttirmanin glukoz birikimine bir katkis1 olmamustir.

Etanol iiretim maliyetinin genis bir kismin1 seliilaz enziminin iiretim maliyeti
olusturur. Bu yiizden seliilaz enzimini daha ucuz tiretmenin yollar1 arastirilmaktadir
[Szijarto et al, 2004]. Saddler ve Mes-Hartree’nin 1984 yilinda aspenagacinin buhar
giicii ile kiigiik pargalara ayrilmasindan sonra Trichoderma ve Clostridium
thermocellum tarafindan seliilaz enzimi {iretmek igin substrat olarak kullanilabilme
kapasitelerini 6lgmiislerdir. Bu suslarin aspenagacini kullanabildiklerini ve seliilaz
enzimi trettiklerini tespit etmislerdir. En yiiksek seliilaz aktivitesini % 1
konsantrasyonda substrat eklediklerinde gozlemlemislerdir yiiksek substrat
konsantrasyonunun (% 10-20) seliilaz aktivitesini engelledigini rapor etmiglerdir. T
harzianum kiiltiiriine disaridan % 0.1 g/l olacak sekilde glukoz eklenmesi ise seliilaz
aktivitesini engellemistir. Yiiksek glukoz konsantrasyonunun seliilaz aktivitesini

engelledigi diger ¢aligmalarla da gosterilmistir [Sun and Cheng, 2002].
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Kiiltiir ortamindaki seliiloz miktarinin ve biriken glukoz miktarinin fazla
olmasi seliilozun kullanimini engelledigi literatiirde rapor edilmektedir. Bu nedenle
selilozun kesikli kiiltliir yerine siirekli kiiltiir ortaminda pargalanmasi ve biriken
glukozun ve iiretilen etanoliin ortamdan uzaklastirilmasi daha akiler bir ¢oziimdiir.
Tez caligmasimin son bdliimiinde siirekli seliiloz parcalanmasi ve siirekli glukoz
liretimi i¢in optimum seyreltme miktar1 tespit edilmistir. Yapilan yari siirekli
kiiltiirlerde elde edilen sonuglar yiliksek glukoz eldesi icin en uygun seyreltme
miktarinin 76 saatte bir 5 ml oldugunu gdstermistir. En yliksek glukoz
konsantrasyonu kesikli kiiltiirde elde edilmistir. Seyreltme faktorii azaldik¢a zamanla
elde edilen glukoz icerikli kiiltiir hacminin diismesi nedeniyle 76 saatten daha uzun

stirelerde yapilacak seyreltmenin verimliligi diislirecegi goriilmiistiir.

Seliilozun parcalanmast sonucu ortamda biriken glukoz etanol iiretim
kapasitesi daha yiiksek bir mikroorganizma tarafindan substrat olark kullanilabilir.
Ticari bir seliillaz enzimi kullanilmaksizin gergeklestirdigimiz deneyler sonucunda
ortamda biriken glukozun siirekli birikimi saglanmigtir. Disaridan seliilaz enzimi
eklenerek veya seliillozik maddelere 6n islem uygulanarak daha yiliksek miktarlarda
seliloz veya seliillozik maddenin parcalanmasi ve daha yiiksek glukoz eldesi
saglamak miimkiindiir. Elde edilen glukoz igerigi yiiksek kiiltiirtin biyoetanol {iretim

prosesinde kullanilmasi besiyeri maliyetini 6nemli dl¢giide diisiirecektir.
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