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OZET

Bu tez ¢aligmasinda, peynir alt1 suyundan biyoetanol iiretiminin Vitreoscilla
hemoglobini (VHDb) aracilig1 ile arttirilmasi arastirildi. VHb ilk kesfedilen, ayni
zamanda karakterizasyonu en iyi yapilmis prokaryotik hemoglobindir. Bu ¢alismada,
etanolojenik Escherichia coli FBRS susu ile vgb (Vitreoscilla hemoglobin) genlerini
iceren TS3 ve TS4 suslar1 kullanilarak, farkli havalandirma kosullarinda, peynir alti
suyu veya laktoz igeren kontrol besiyerlerindeki tireme, VHb ekpresyon miktarlari ve
etanol tiretim 6zellikleri belirlendi.

Farkli kosullarda, VHb ekspresyonunun, TS3 ve TS4 suslarinda etanol
iretimini arttirdig1 goriildii. Etanol tiretimi, peynir alt1 suyu igceren besiyerinde, FBR5
kontrol susu ile elde edilene gore, TS3 susu ile % 171-413, TS4 susu ile % 38-48
artarken, her {inite hiicre biyokiitlesi basma etanol tiretiminin TS3 susu ile % 160,
TS4 susu ile % 27 daha fazla oldugu belirlendi. Laktoz Kontrol (LK) besiyeri (% 4
w/V) igeren ortamda ise FBRS kontrol susuna gore, etanol tiretimi TS3 ile % 80, TS4
suslar1 ile yaklasik % 43 artarken, her {inite hiicre biyokiitlesi basina etanol
iretiminin TS3 susu ve TS4 susu ile % 100 daha fazla oldugu belirlendi. Bu
calismada elde edilen sonuglar “VHbD teknolojisi’nin gida isleme atik suyundan etanol

iiretiminde pratik 6nemi olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Vitreoscilla Hemoglobin, Biyoetanol, Peynir alti suyu.



SUMMARY

In the present work, the enhancement of bioethanol production from cheese
whey through the use of the hemoglobin from the bacterium Vitreoscilla (VHb) was
investigated. In this study, ethanologic Escherichia coli strain FBR5 was transformed
vgb (Vitreoscilla hemoglobin) gene in two constructs (TS3 and TS4) were utilized.
The growth conditions for strains TS3, TS4 and FBR5 were varied by modulating the
aeration rate of cultures as well as inclusion of lactose or whey in the growth
medium. Parameters measured included cell growth, VHb levels, and ethanol
production.

It was found that VHb expression in strains TS3 and TS4 enhanced their
ethanol production under several conditions. In medium supplemented with whey,
VHb expression increased ethanol production about 171-413 % with TS3 and
38-48 % with TS4, and the ratio of ethanol concentration to cell biomass as much as
160 % for TS3 and 27 % for TS4 compared with strain FBR5. In lactose containing
(4% wiv) control medium the strains TS3 and TS4 showed as much as 80 and 43 %
greater ethanol production respectively and an increase in the ratio of ethanol
concentration to cell biomass of 100 % for both strains compared to the control
strain, FBR5. The results obtained in this work demonstrate that ‘VHb technology’
may be of substantial use in the production of ethanol from food processing waste

water.

Key words: Vitreoscilla Hemoglobin, Bioethanol, Cheese Whey.
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Simgeler/

Kisaltmalar

SIMGELER VE KISALTMALAR DIZIiNi

Aciklamalar

adhb
Amp
BOI
EPDK
ETBE
EtOH
E25
E85
GmR
LB
LBK
Idh
LK
KOI
MTBE
oD
PAS
pdc

pfl
Sm
TARKIM
TEZKIM
Tc®
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vgh
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. Etil-tersiyer-biitil eter

. Etanol

: % 25 alkol + % 75 benzin karigimi yakit
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Luria Bertani besiyeri

. Ksiloz iceren Luria Bertani besiyeri

Laktat dehidrogenaz

Laktoz kontrol besiyeri

. Kimyasal oksijen istegi

Metil-tersiyer-biitil eter

. Optical density

. Peynir alt1 suyu

. Piruvat dekarboksilaz geni
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. Streptomisin direng geni

. Tarmsal Kimya Teknolojileri San. ve Tic. A.S.

. Tezkim Tarimsal Kimya Insaat Sanayi ve Ticaret A.S.
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. Vitreoscilla hemoglobin geni



Pugb . Vgb promotor bolge
VHb . Vitreoscilla hemoglobini
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1. GIRIS

Son yillarda diinyadaki petrol rezervlerinin sanilandan daha hizli bir sekilde
azalmasina bagli olarak, 6zellikle tasimacilikta kullanilan yakitlarin ve petrol tiirevi
irlinlerin asir1 kullanimi sonucu gevresel kirlenme ve sera etkisinin artmasi onemli
bir tehdit olusturmaktadir. Bu sebeple CO;’nin atmosferdeki derigiminin kontrol
edilmesini saglayacak daha temiz, daha giivenilir, yenilenebilir, diisiikk maliyetli ve
fosil yakitlarma olan bagimliligi azaltacak alternatif enerji kaynaklarma ihtiyag
vardr.

Tim diinya ile birlikte lilkemizde de gittikge artan enerji talebine karsilik,
yenilenebilir enerji kaynaklarmin alternatif olarak goriilmesi, bu konudaki
calismalar1 arttrmis ve gelismeye ydnlendirmistir. Onemli ve en ¢ok kullanilan
yenilenemez enerji kaynaklarindan biri olan benzine alternatif olarak, biyoetanoliin
kullanilmasi, hem ekonomik, hem ¢evresel hem de gelecekte olusabilecek talepler
dogrultusunda avantaj saglamaktadir. Etanoliin {retilip araglarda kullanilmasi,
iilkemizin disa bagimliligini azaltabilecegi gibi, daha temiz bir ¢evre ve maddi
imkanlar saglamasi agisindan 6nemlidir.

Biyoetanol seker pancari, misir, bugday, seker kamisi, patates, tarimsal atiklar
ve seliiloz igerikli evsel atiklardan iiretilen benzinle ve motorinle karistirilarak
kullanilabilen bir biyoyakittir. Biyoetanol, petrol kokenli yakitlar ile kullanildiginda,
yakit icindeki oksijen seviyesini arttirip, yakitin daha verimli yanmasimi saglayarak
egzoz c¢ikisindaki oksijen seviyesini arttirp, yakitin daha verimli yanmasini
saglayarak, egzoz cikisindaki zararli gazlar1 azaltmaktadir. Dogaya zarar vermeden
¢cOziinebilen bir yakit olan biyoetanol, sahip oldugu bu ozellikleriyle doganin
korunmasina katkida bulunmaktadir.

Endiistriyel biyoetanol iiretiminin ¢evreyle dost bir yaklasim olabilmesi i¢in
atiklarin degerlendirilmesi sarttir. Gida tiretim tesislerinin atiklar1 c¢ok c¢esitli
etanolojenik mikroorganizmalar tarafindan kullanilabilir olmasi nedeniyle bu atiklar
biyoetanol tiretimine yonelik dogru bir hammadde se¢imi olacaktur.

Fermentasyon  teknolojisinde, kullanilan ana  materyallerden  biri
mikroorganizmalardir. Mikroorganizmalar fermentasyon siirecinde biyokatalizor
olarak kullanilirlar. Ancak fermentasyon sonucu ortamdaki oksijen hizla tiikenmekte,

bununla birlikte 6zellikle alkol gibi fermentasyon iirlinleri ortam pH’smn1 nemli



Olglide etkilemektedir. Bu nedenle, Vitreoscilla hemoglobini’nin (VHb) bu gibi
durumlarin asilmasi, fermentasyonun daha etkin bir sekilde gerceklestirilmesi ve
Tiirkiye’nin sera etkisi yapan gazlara ve ¢evre kirliligi sorunlarma belli diizeyde de
olsa ¢oziim olabilecek biyoyakit tiirlerinden biyoetanoliin iiretiminin arttirilmasi

acisindan dnemli avantaj saglayacagi diisiiniilmektedir.
1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve Icerigi

Peynir iiretiminde 10 kg siitten 1 kg peynir iretilirken 9 kg peynir alt1 suyu
olusmakta ve olusan peynir alt1 suyu siit besinlerinin % 50’sini i¢inde
barindirmaktadir [Rech et al.,, 1999]. Ancak, peynir isletmelerinden peynir alti
sularinin  birgok iilkede higbir isleme tabi tutulmadan dogaya verilmesi
yasaklanmistir. Bu baglamda, bu tez ¢alismasi, hicbir isleme tabi tutulmadan atilan
onemli derecede ¢evre kirliligine yol acan peynir alt1 suyunun degerlendirilmesi i¢in
bir o6rnek olusturmaktadir. Laktozu dogrudan tiiketen ve etanol iireten
mikroorganizmalarin sayisi sinirli olmakla birlikte, laktoz hidrolizi ile olusan glukoz
ve galaktozdan etanol iireten endiistriyel mikroorganizmalardan vgh/\VHb sistemini
iceren rekombinant E. coli suslarinin etkili bir kullanim alan1 bulacak olan
biyoetanoliin iiretiminde kullanilirligi bu tez calismasinda arastirilmastir.

VHb’nin iretildigi rekombinant organizmalarin kullanimimnin artmasi [Frey et
al., 2002] nedeniyle, VHb nin iiremeyi ve tiretkenligi etkilemesine yonelik ¢aligmalar
giderek artan bir sekilde ilgi gekmektedir.

Bugiine kadar yapilan c¢alismalar dogrultusunda; VHb’nin etanol
fermentasyonundaki fizyolojik etkilerinin neler oldugu, tamamen aydinliga
kavusmamistir. Bu nedenle, bu tez calismasmnin ana amaci, Dr. Sanny tarafindan
gelistirilen VHb ekprese eden rekombinant organizmalar [Sanny et al., 2010]
fermente olabilen seker kaynagi olarak peynir alt1 suyu kullanilmasiyla tireme ve
iretkenligi dolayisiyla da etanol tiretiminin arttirilmasidir. Caligmanin 6zel amaglari
ise, VHb ekspresyonu yapan rekombinant E.coli suslar1 farkli havalandirma
kosullarinda, peynir alt1 suyu veya laktozu igeren besi ortamlarinda iiretilmesi, bu
rekombinant suslarmm denenen farkli kosullardaki hiicre yogunluklarinin, VHb

ekspresyonlarinin ve iirettikleri etanol miktarlarinin belirlenmesidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Biyoetanol

Biyoetanol, fosil yakitlarin titkenmesine bagli olarak ortaya ¢ikan kiiresel enerji
sorununu hafifletmek ve ayni zamanda sera gazlarinin olusumunu azaltmak igin
benzine siirdiiriilebilir bir alternatif olarak diistiniilmektedir. Giinlimiizde daha temiz
ve yasanilabilir bir ¢evre i¢cin alternatif enerji kaynaklar1 bulunmasina yonelik
calismalar giderek artis gostermektedir. Enerji kaynaklar1 yenilenebilirli§ine gore ve
Olusumlarindaki zaman silireci bakimindan iki ana smif altinda toplanmaktadir.
Bunlardan birincisi olusumlar1 ¢ok uzun yillar alan, komiir, petrol, dogalgaz gibi
klasik enerji kaynaklar1 ile agwr radyoaktif atomlarin (niikleer) yer aldig:
yenilenemeyen (tiiketilebilir) enerji kaynaklaridir. Ikincisi, giines, riizgar, su giicii,
jeotermal, deniz dalga enerjisi ve biyokiitleden olusan yenilenebilir enerji
kaynaklaridir. Ana bilesenleri karbonhidrat bilesikleri olan bitkisel ve hayvansal
kokenli tiim maddeler biyokiitle enerji kaynagi, bu kaynaklardan iiretilen enerji
kaynagi ise biyokiitle enerjisi olarak tanimlanmaktadir [Karaosmanoglu, 2002].
Biyokiitle yakit olarak kullanilarak veya cesitli proseslerle yakit kalitesi yiikseltilip,
mevcut olan yakitlarla ayni Ozellikte alternatif biyoyakitlar elde edilerek enerji
teknolojisinde degerlendirilmektedir. Biyoyakitlar icerisinde yer alan biyoetanol
hizla yaygimlagmakta ve 6nem kazanmaktadir. Bunun 6nemli sebepleri olarak benzin
ile karistirilarak yakit olarak degerlendirilebilmesi ve ¢evreye olumsuz etkisinin daha
az olmasidir [IEA, 2004].

Biyoetanoliin diger fosil yakitlara gore listiinliigli soyle siralanabilir;

. Yerli, yenilenebilir bir yakit kaynagidir. Fosil kokenli yakitlara olan bagimlilig1
azaltir.

o Enerji bakimidan ele alindiginda; benzine nazaran 2-3 oktan daha fazla enerji
verir ve daha temiz bir enerji maddesidir.

J Bilesiminde daha az formaldehit bulunur, kiikiirt bulunmaz, yandiginda daha
az karbon monoksit ve karbon dioksit verir.

J Biyolojik parcalanabilirligi, suda ¢6ziinebilir, daha ucuzdur, ayrica tarima katki

saglar.



J Enerji tiretimi konusunda disa bagimlilig1 azaltir ve iilke ekonomisine katkida
bulunur.
J Zararli sera gazi emisyonlarmi azaltir ve fosil yakitlardan % 40-80 daha az sera

gazi yayar.
2.1.1. Biyoetanoliin Ozellikleri

Etanol, alkoller olarak adlandirilan organik bilesikler sinifinin en o6nemli
iiyesidir. Etanol, etil alkol veya bitkisel alkol olarak adlandirilir. Renksiz, berrak,
yanici, oksitlenmis hidrokarbondur. Kimyasal formiili C,HgO olup EtOH ya da
C;HsOH olarak da ifade edilmektedir. Biyoetanol yakit alkolii, metil alkol ve etil
alkolii kapsayan bir tanimlama olmasma ragmen, yaygimn olarak bu isim biyokiitle

kaynaklaridan elde edilen etil alkol igin kullanilmaktadir [Karaosmanoglu, 2005].

Tablo 2.1, 2.2 ve 2.3 de biyoetonoliin fiziksel, kimyasal ve termal 6zellikleri

verilmistir [Acaroglu vd., 2004].

Tablo 2.1: Biyoetanoliin fiziksel 6zellikleri.

Ozgiil Agirlik 0.79 kg/dm’
Buhar Basinci (38 °) 50 mmHg
Kaynama Sicakligi 78.5 °C
Dielektrik Katsayisi 24.3

Suda Coziinme 0

Tablo 2.2: Biyoetanoliin termal dzellikleri.

Alt 1511 degeri (kcal/kg) 6,400
Tutusma sicakligi (°C) 35
Ozgiil 1s1 (kcal/kg °C) 0,6
Erime noktasi (°C) -115




Tablo 2.3: Biyoetanoliin kimyasal 6zellikleri.

Formiil C,HsOH
Molekiiler Agirlik 46.1
Karbon (wt) % 52.1
Hidrojen (wt) % 13.1
Oksijen (wt) % 34.7
C/H orani 4
Steiometrik (Hava/EtOH) 9.0

2.1.2. Biyoetanoliin Kullamim Alanlar:

Etanol ¢ok cesitli alanlarda kullanilmaktadir. Bunlarin en basinda i¢ki sanayi
gelmektedir. Siirekli ¢calisan kolonlarda damitma yontemiyle elde edilen saf alkol (%
96-97 v/v) seyreltilerek ve ickiye 0zgii aromatik madde ya da maddelerle tekrar
damitilarak 6zel igkilerin iiretiminde ve likér yapiminda kullamilmaktadir. Ayrica
cozelti seklinde ve dezenfeksiyon amaciyla laboratuarlarda, tipta, eczacilikta,
kolonya sanayi ve parfiimeride, sirke iiretiminde, boya sanayinde ve patlayict madde
iretiminde kullanilmaktadir.

Petrolden iiretilen pek c¢ok kimyasal madde biyoetanolden de
uretilebilmektedir. Etilen, hidrojen, glikol eterler, etil akrilat, asetik asit, etil asetat,
etil eter, etil kloriir bu kimyasallardan bazilaridir. Ayrica yine biyoetanolden yiizey
aktif maddeler, yapistiricilar, yag asitleri, karbon siyahi, kauguk ve plastik gibi ara
kimyasallarda iiretilebilmektedir [Grassi, 2000].

Biyoetanol yakit olarak kullanilabildigi gibi benzinle karistirilarak da
kullanilmaktadir. Etanol iy1 bir benzin karisim bileseni olarak yiiksek oktan sayisina,
yiiksek alevlenme hizma ve yliksek buharlasma 1sisina sahiptir. Bu 6zellikleri, daha
kisa yanma siireleri saglayarak, bu sayede icten yanmali motorlarda benzine gore
daha ytiksek verim almmasini ve bir aracin en iyi performansla yakit sistemini temiz
tutarak calismasma yardimci olur [Kumar et al, 2010]. Biyoetanol yakit
teknolojisinde alternatif motor yakiti, yakit hiicresi yakit1 ve biyodizel iiretim girdisi
olarak degerlendirilmektedir. Biyoetanol alternatif motor yakit1 olarak benzin katk1

maddesi, motorin katki maddesi, benzinle harmanlanabilir bilesen, motorinle



harmanlanabilir bilesen ve dogrudan motor yakit1 segenekleri ile kullanilabilir.
Glinlimiizde yaygin olarak kullanimda olan yakit alkolii kdkenli alternatif yakitlar;
gasohol (% 10 alkol + % 90 benzin karisimi), E25 (% 25 alkol + % 75 benzin
karisimi), E85 (% 85 alkol + % 15 benzin karisimi) ve diesohol (E-Dizel, Oksi-
motorin: En fazla %15 oraninda alkol igeren motorin)’dur [Karaosmanoglu, 2006].

Biyoetanoliin bir diger kullanim sekli, sentetik olarak iiretilen ETBE (etil-
tersiyer-butil-eter) maddesine katilarak kullanilmaktadir. ETBE akaryakitin oktan
sayisini yiikseltmekte, yanmayi iyilestirmektedir. ETBE c¢evre kirletici ve karsinojen
etkili oldugu ifade edilen MTBE (metil-tersiyer-butil-eter) maddesine katki olarak
kullanilmaktadir. ETBE’nin % 45’in1 biyoetanol olusturmaktadir.

Biyoetanol her ne kadar benzin ile karistirilabilen bir alternatif yakit kaynagi
olarak diisiiniilse de, dizel yakit1 ile de emiilsiyon halinde karistirilabilmektedir.

Biyoetanol dizel yakit ile karistirildiginda, setan sayisini diistirmektedir.

2.1.3. Biyoetanol Uretimi

Etanoliin ii¢ 6nemli iiretim kaynagi bulunmaktadir.
e Etilenin (C;H4) hidrasyonu ile tiretim; bir petrol {iriinii olan etilenin hidrasyonu

degisik sartlarda yapilmakla birlikte endiistriyel iiretimde 6nemli bir methottur.
CH; = CH; + H,0 - CH3CH,0OH (2.1)

e Asetaldehitin (CH3CHO) indirgenmesiyle liretim; asetilen kullanilarak tiretilen

asetaldehit, hidrojenlenerek etanole indirgenir.
CH3;CHO + 2H - CH3CH,0OH (2.2)

e Fermantasyon ile iiretim; alkolik fermantasyonda sekerler baslica olarak
monosakkaritler, kompleks enzim ihtiva eden mikroorganizma mevcudiyetinde,

etanol ve karbondioksit verecek sekilde bozunurlar.
CeH1206 2 2C,Hs0OH + 2CO;, (2.3)

Tamamen pargalanmada 100 gram glukozdan 51.1 g etilalkol, 100 g
sakkarozdan hidrolizle 53.8 g glukoz ve 100 g nisastadan hidrolizasyonu izleyen

islemlerde olusan n molekiil glukozdan 56.8 g etanol olustugu teorik olarak



hesaplanmigtir. Ancak, kullanilan mikroorganizma, hammaddenin bilesimi ve
fermantasyon kosullarinin, fermantasyon sirasinda olusan yan iiriinlerin ¢esidi ve

miktar1 iizerinde rol oynadigi anlagilmistir [Avci, 2004].

Alkol fermantasyonu ile etanol miktar1 % 10-18 arasinda oldugu zaman
durmaktadir. Ciinkii etanol mikroorganizmanin artik {rlinii olarak biiyiik
konsantrasyonlarda mikroorganizmalarn hayati faaliyetlerini etkilemektedir. Saf
glukoz, endiistride alkolik  fermantasyona  baslama  maddesi  olarak
kullanilmamaktadir. Bunun yerine, seker ihtiva eden ya da nisasta ihtiva eden
materyaller kullanilmaktadir. Nisasta iceren materyaller bir dizi doniisim
basamagindan sonra fermantasyon kullanimina hazir hale getirilir.

Alkol su ile azeotrop karisim yapar ve bu nedenle alkol su karigimindan
damitma sonucu elde edilen etanol, % 96 oraninda etanol % 4 oraninda su
icermektedir. Bu % 4’lik su, damitma yolu ile dogrudan ayrilmamaktadir. Bu
nedenle, suyun ayrilmasi i¢in susuzlastirma islemi yapilmaktadir.

Fermantasyon, uygulama ve isleyis bakimidan temel olarak 3’e ayrilir.

e Kesikli fermantasyon; fermantasyon baslamadan Once reaktor igerisine tiim
ortam bilesenlerinin eklenmesi ve fermantasyon sonunda tiim materyalin
uzaklastirilmasi ile isleyen sistemdir. Fermantasyon boyunca reaktor higbir
bilesen eklenmez veya ortamdan higbir bilesen uzaklastirilamaz. Endistride
kullanilan uygulamalarmm biiyiik kisminda kesikli fermantasyon sistemleri
kullanilmaktadir.

e Siirekli fermantasyon; baslangic olarak fermentoére gerekli bilesenler konularak
islemin baglatildig1 ve uygulama boyunca ortama substrat eklenirken ayni
zamanda olusan iriiniin de, birikim yapmamasi i¢in siirekli uzaklastirilmasiyla,
reaktdr iginde dengenin saglandigi sistemlerdir.

e Yarr-kesikli fermantasyon; zorunlu olarak kesikli uygulama yapilmasina karsin,
fermantasyon siiresi igerisinde ya siirekli bir giris ya da siirekli bir ¢ikisin oldugu
sistemlerdir.

Fermantasyonda asil ama¢ miimkiin olan en kisa siirede, en az hammadde
kullanilarak en fazla iriin elde edilmesidir. Uygulanan islem ve kullanilan
mikroorganizmaya bagli olarak liretim ortammnin yapisi1 ve gerekse fermantasyon
siireleri farklilik gdstermektedir. ideal bir {iretim ortamimin; substrattan {iriiniin veya

biyokiitleyi hizli ve maksimum verim ile {iretebilmesi, istenmeyen yan iirlinlerin



miktarmin diigiik olmasi, kararliligini uzun siire koruyabilmesi ve sterilizasyonu
sirasinda havalandirma, karistirma, saflagtirma asamalarinda herhangi bir olumsuzluk

olusturmamasi gibi 6zellikleri tagimasi istenmektedir [Stanbury et al., 1995].

2.1.4. Etanol Fermantasyonunda Kullamlan Hammaddeler

Giliniimiizde ucuz karbonhidrat kaynaklarindan etanol iiretimine artan ilgi
diinya ¢apmda hizla artmaktadir [Mohanty et al., 2009]. Etanol fermantasyonunda
basta glukoz olmak iizere ¢esitli karbonhidratlar kullanilmaktadir. Son zamanlarda
seker kamisi, misir, soya fasulyesi gibi yenilenebilinir enerji kaynaklarindan etanol
dretimi artmaktadir. Etanol lretim maliyetleri hammadde fiyatlar1 ve iiretimin
biiyiikliigii ile yakindan iliskilidir. Biyokimyasal biyokiitle bilesimi -hammaddenin
etanol verimini igindeki seker ve seliiloz bilesimini etkilemesi gibi- islenme
performansinda 6nemli bir rol oynar.

Etanol fermantasyonunda kullanilan hammaddeler seker iceren hammaddeler
(6rnegin; seker kamisi, seker pancari, peynir alt1 suyu ve meyveler), nisasta iceren
hammaddeler (6rnegin; misir, bugday, piring, patates ve arpa) ve lignoseliilozik
hammaddeler (6rnegin; tarim ve agag islemede ki atik iirlinler, odun, saman ve otlar)
olarak ii¢ gruba ayrilabilir (Tablo 2.4). Genel olarak, etanol, birinci nesil olarak
adlandirilan nisasta ve seker gibi hammaddelerden iiretilmektedir. Etanol
fermantasyonunda bu hammaddelere alternatif ikinci nesil atik biyokiitle materyalleri

kullanilabilir ve bu hammaddeler lignoseliilozik atiklardir.

Tablo 2.4: Etanol fermantasyonu i¢in kullanilan baz1 hammaddeler.

Sekerli Uriinler

Nisastali Uriinler

Lignoseliilozik Uriinler

Seker pancari
Seker kamisi
Peynir alt1 suyu
Melas
Meyveler
Stipiirge daris1

Patates
Bugday
Maisir
Arpa
Piring
Cavdar

Tarmm atik tirtinleri
Orman atik lriinleri
Saman

Odun

Saman

Kentsel atik iiriinleri




2.1.4.1. Lignoseliilozik Uriinler

Lignoseliillozik maddeler dogada; agag, ot, zirai atiklar, ormancilik atiklar1 ve
evsel atik tiriinlerinin yapisinda bulunur. Lignoseliilozik maddeler atik kagit hamuru
ve kagit iiriinlerinde lif kalitesini arttrmak i¢in kimyasal hammaddeler ve alternatif
enerjiler tiretmek i¢in kullanilir. Lignoseliilozik biyokiitle etanol gibi siv1 yakitlara ve
karboksil asit gibi kimyasallara donistiiriilebilir [O’Dwyer, 2005]. Bitki hiicre
duvari, lignin, hemisiiliilloz i¢ine gomiilmiis seliilloz liflerinden olusan bir
makromolekiildiir [Brett and Waldron, 1996]. Odunsu ve lifli bitkilerin yapisinda
bulunan lignoseliillozik materyaller ii¢ polimerden olusur; seliiloz, hemiseliiloz,
lignin. Lignoseliiloz kuru agirlik olarak % 35-50 seliiloz, % 20-35 hemisiililloz ve %
10-15 lignin igermektedir [Wyman, 1994]. Polisakkaritlerin bes ve alt1 karbonlu
monemerik sekerlerine doniistiiriilmesi ve bunlarin uygun mikroorganizmalarla
fermente edilerek enerji degeri bulunan yakitlarin elde edilmesi son zamanlarda

iizerinde durulan konularin basinda gelmektedir.
2.1.4.2. Nisastah Uriinler

Nisasta, dogada fazla miktarda bulunan farkli oranlarda amiloz ve aminopektin
polimerlerinin bir bilesimi olan dogal kat1 bir substrattir. Ozellikle mantarlar olmak
iizere birgok organizma nisastay1 hidroliz edebilmektedir, ancak genellikle nisasta
etkin bir sekilde hidroliz edildikten sonra kullanilmaktadir. Hidroliz edilen nisasta bu
sekilde mikroorganizmalarin kullanabilecegi fermente edilen sekerlere doniistiiriiliir.
Etanol iiretimi i¢in yaygin olarak kullanilan hammaddeler patates, bugday, piring,

musir ve arpadir.
2.1.4.3. Sekerli Uriinler

Biyoetanol iiretiminde seker kaynagi olarak genellikle seker kamuisi, seker
pancar1 ve siipiirge daris1 kullanilmaktadir. Seker endiistrisinin yan iirlinii olan melas
yaklasik % 45-50 civarinda fermente edilebilir sekerlere doniistiiriilebilmektedir.
Melas kolay bulunabilen, kaliteli ve ucuz bir karbon kaynagidir. Ayrica, melasa

mikroorganizmanin gelisimi ve fermantasyon aktivitesi i¢in zorunlu olarak ilave



edilmesi gerekli madde olmamas1 agisindan da, fermantasyon yontemi ile etanol
tiretiminde en yaygm kullanilan hammaddedir. Mikroorganizma melasin igindeki
sakkarozu, enzimleri sayesinde glukoz ve fruktoza doniistiiriir ve etanol
fermantasyonunu gerceklestirir. Seker kamisi ve seker pancarindan baska gesitli
meyveler (0rnegin; portakal, elma, incir, hurma) ve peynir alt1 suyu gibi sekerli
materyaller biyoetanol iiretiminde kullanilan diger {riinlerdendir. Peynir alt1 suyu
icerdigi laktoz, protein ve minerallerden dolay1 fermentasyon endiistrisi i¢in uygun
bir hammadde 6zelligi tasimaktadir.

Genel olarak tarmmsal iriinlerden biyoetanol iiretimi siireci dort adimdan
olusmaktadir.

e Hammaddeden bir seker ¢ozeltisi elde etmek icin islem,

e Maya veya bakteri yardimi ile sekerin biyoetanol ve karbondioksite
doniistiiriilmesi,

¢ Biyoetanoliin fermentasyon ¢ozeltisinden damitilmasi,

e Biyoetanoliin dehidrasyonu.

Seker iceren iirtinlerden biyoetanol {retimi siirecinde {iriin Oncelikle
icerisindeki sekerin ortaya ¢ikarilmasi i¢in isleme tabi tutulur (ezme, islatma ve
kimyasal islem gibi). Elde edilen seker daha sonra biyoetanol iiretmek igin
mikroorganizmalar yardimiyla fermantasyona ugratilir. Ardindan ise fermantasyon
cOzeltisi biyoetanol istenilen konsantrasyona gelinceye kadar damitilir. Son olarak
ise susuz biyoetanol elde etmek icin dehidrasyon islemi yapilir. Biyoetanol

iiretiminde kullanilan hammaddeler ve islenis asamalar1 tablo 2.5’te goOsterilmistir

[Bulut, 2006]

Tablo 2.5: Biyoetanol iiretiminde kullanilan hammaddeler ve islenis asamalari.

Son iirtinler ve yan

Hammadde Onislem Fermantasyon e
iirlinler

Ogiitme, temizleme,

eker Iceren kimyasal ve .
> ¢ KImy, Etanol, melas, kiispe
Kaynaklar enzimatik eklemeler, pH ve sicaklik
1slatma ayarlari, niitrient ve
Nisasta fceren Enzim eklenmesi, hiicrelerin
Iia nalflar stvilastirma, kesme, eklenmesi, etanol Hayvan yemi
y Oglitme iiretimi ve
] i o1 damitilmasi .
Lignoseliilozik Ke_sme, ogutme, Hayvan yemi,
enzim ve kimyasal ; .
Kaynaklar biyoplastik
eklemeler
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2.1.5. Tiirkiye’de ve Diinyada Biyoetanol

Diinya genelinde siirekli artan enerji talebi sonucunda kiiresel biyoetanol pazari
2006 yilinda 50 milyar litreye ulasmistir. Ayrica, bu miktarin 2020 y1ili sonuna kadar
150 milyar litre seviyesine ulagsacagi tahmin edilmektedir. Bu iiretimin % 49.6’s1
Amerika Birlesik Devletleri’'nde, % 38.4’i Brezilya’da yapilmistir. Bu da
gostermektedir ki bu biiyilk pazarin neredeyse tamami bu iki iilke tarafindan
yonetilmektedir. Avrupa’da ise Fransa, Almanya ve Ispanya en biiyiik biyoetanol
iireticileri konumundadir.

Tiirkiye tarimsal potansiyeli oldukca yiliksek bir iilkedir. Cesitli meyveler,
hububat iirtinleri, yumrulu bitkiler 6nemli miktarlarda yetistirilmektedir. Bu
iirlinlerin iiretim fazlalar1 ve atiklar1 biyoetanol liretiminde degerlendirildiginde hem
ciftcimize, hem ¢evremize hem de ekonomimize katki saglayabilecektir. 2004 yilinda
faaliyete gecen Bursa- Kemalpasa’da bulunan Tarimsal Kimya Teknolojileri San. ve
Tic. A.S. (TARKIM) biyoetonol iiretim lisansina sahip, girdisi bugday ve misir olan
40 milyon It/y1l kapasiteye sahip ilk iireticidir. Tiirkiye’de kurulan ikinci biyoetanol
tesisi ise 2007 yilinda Adana’da faaliyete gecen Tezkim Tarimsal Kimya (TEZKIM)
Insaat Sanayi ve Ticaret A.S. firmasina ait iiretim tesisidir. Biyoetanol iiretimini
agirhikla misir kullanarak biyoetanol iiretimi gergeklestirilmektedir. Tiirkiye’nin en
biiyiik biyoetanol iiretim tesisi olan Konya Seker San. ve Tic. A.S.’nin Konya ilinin
Cumra ilgesinde kurmus oldugu Cumra Seker Fabrikasi’dir. Yillik 84 milyon It.
iiretim kapasitesine sahip olan fabrika 2007°de kurulmustur. Cumra ve Kemalpasa’da
ki iiretimlerin Tirkiye’nin gilinlimiizdeki ihtiyact olan biyoetanolii karsilayacak
kapasitede oldugu bildirilmektedir. Tiirkiye Seker Fabrikalar1 A.S.’ye baglhi dort
alkol fabrikasi1 (Eskisehir, Turhal, Adana, Erzurum) bulunmaktadir. Seker iiretim
artig1 olan melas, bu tesislerde alkole donistiriilmektedir. Eskisehir alkol
fabrikasinda alkol {iretimi sonucunda elde edilen ve ¢evreye zararli bir atik olan
silempe aritma tesisleri bulunmaktadir. Silempe aritma tesislerinin Turhal, Malatya
ve Erzurum fabrikalarina kurulmasi, c¢evreyi korumak adina bir zorunluluktur.
Ulkemizde benzine % 5 oraninda yakit alkolii katilmasi halinde, yillik benzin
tilketimi 3.5 milyon ton olarak alindiginda yaklasik 220 milyon litre biyoetanole

ihtiya¢ olacaktir. Biyoetanol ihtiyacinin karsilanmasi i¢in 44.000 ha’lik bir alanda
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seker pancar1 tarimi yapilmasi gerekmektedir [Orug, 2008]. Tiirkiye’de biyoetanol
iireten fabrikalarin kullandigi hammadde ve kapasiteleri gosterilmistir (Tablo 2.6)

[Karaosmanoglu, 2008], [Tirkiye Seker Fabrikalar1 A.S, 2004].

Tablo 2.6: Tiirkiye’de biyoetanol iiretimi.

Uretim Kapasitesi

Fabrika Hammadde (milyon It/y1l)
Cumra Alkol fabrikas1 Seker Pancar1 21.0
TARKIM (Bursa) Misir-Bugday 40.0
TEZKIM (Adana) Misir-Bugday 20.0
Eskisehir Alkol Fabrikasi Seker Pancar1 21.0
Turhal Alkol Fabrikas1 Seker Pancar1 14.0
Malatya Alkol Fabrikasi Seker Pancar1 12.5
Erzurum Alkol Fabrikas1 Seker Pancar1 12.5

Ulkemizde Enerji Piyasasi Diizenleme Kurulunun (EPDK) 19 Eyliil 2011
tarihinde aldig1 bir karar ile 2013 yilindan itibaren, akaryakita her yil artan oranlarda,
yerli tarim ftriinlerinden elde edilen etanol ve biyodizel katilmasi zorunlu hale
getirilmektedir (5015 sayili Petrol Piyasast Kanunu, EPDK, 2011). Bu oran
biyoetanol i¢in 1 Ocak 2013’de % 2, 1 Ocak 2014 tarihinde ise % 3 olarak
belirlenmistir. Piyasaya akaryakit olarak arz edilen motorin tiirlerinin, yerli tarim
iirlinlerinden tretilmis yag asidi metil esteri iceriginin 1 Ocak 2014 tarihi itibariyle
enaz % 1, 1 Ocak 2015 tarihi itibariyle en az % 2, 1 Ocak 2016 tarihi itibariyle en az
% 3 olmasi1 zorunlulugu getirilmistir.

Ulkemiz, kullandig1 petroliin neredeyse tamamini ithal etmektedir, yaklasik %
94’1, bu yiizden benzine dogrudan alternatif olan biyoetanoliin iiretimi ¢ok biiytlik
Oonem tasimaktadir. Tiirkiye’de biyoetanol iiretimi, Avrupa ve Amerika’ya kiyasla
oldukga yenidir ancak son yillarda 6zel sektor tarafindan yapilan yatirimlar sayesinde

iiretim kapasitesi biilyiik olciide artmustir.
2.1.6. Rekombinant Soylar ile Biyoetanol Uretiminin Arttirilmasi

Biyoetanol {iretimi i¢in, biyokiitlenin icerdigi sekerlerin karigimini fermente
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edebilen bir mikroorganizma gereklidir. Mikroorganizmalar arasinda E. coli genis
spektrumlu sekerleri metabolize edebilmesine ragmen, diger sekerlere gore glukozu
tercih etmektedir. Etanol iiretiminde, E.coli’nin metabolik miithendisligi i¢in gabalar,
etanol iiretimi i¢in karbon kaybina neden olan dogal fermentasyon yolizlerinin
susturulmas1 yoniindedir. Boyle yolizlerinden birinde piruvat laktata, laktat
dehidrogenaz enzimi vasitasiyla ¢evirilmektedir. Bir ¢alisgmada, E.coli NZN111 susu,
Idh (laktat dehidrogenaz) ve pfl (piruvat format liyaz) genlerinin igine homolog
rekombinasyonla antibiyotik diren¢ genlerinin eklenerek susturulmasi ile elde
edilmistir [Dien et al., 2000]. Bu sus, glikolizisten olusan NADH dengesi igin,
piruvattan NAD"yi elde edemedigi ve bunun sonucu olarak da anaerobik iiremeyi
sirdiiremedigi gorilmiistir (Sekil 2.5). Anaerobik olarak NZNI111 susu’nun
iireyebilmesi, bu susun lac promotorunun kontrol ettigi Z. mobilis’e ait etanol tiretimi
icin gerekli pdc (piruvat dekarboksilaz) ve adhb (alkol dehidrogenaz I1) genlerini
tasiyan  pLOI297 plazmidi ile transformasyonu ile saglanmistir. E. coli
NZN111:pLOI297 susu FBRS susu olarak ifade edilmistir [Dien et al., 2000].

1/2 Glukoz

[MADH+H*] #— [MADH+H*)

Laktlk asit Q'dyFlruva‘t _p_r" Asetaldehit —mll- Etanol

+C0;
[Nﬁ.l:l H+H4

.l'-".SE‘tI| Co& — Format ——— COq+ H:

.I'-".EE‘I:E|::|E|'II1: .l'-".SE‘tI| —-P

[Nﬂn'l-'l::l l

Etanaol Azatat

Sekil 2.1: E. coli’de glukozdan etanol tiretimi.
2.2. Peynir Alti Suyu

Peynir alt1 suyu, peynir ya da kazein iiretiminde kazein ¢Oktiiriilmesi sonucu

elde edilen yar1 saydam, yesilimsi sari renkte bir sivi protein kaynagi olarak
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tanimlanmaktadir. Siit endiistrisi i¢inde yer alan ve peynir iiretiminde ortaya ¢ikan
peynir alt1 suyu kimyasal oksijen ihtiyaci, icerdigi yliksek miktardaki seker (laktoz)
ve protein nedeniyle Onemli Olciide kirlilige neden olmaktadir. Biyolojik
parcalanabilirligi kolay olan peynir alti1 suyu, kirli sulardaki organik maddeleri
par¢alamak i¢cin mikroorganizmalar tarafindan kullanilan oksijen miktar1 olarak
tamimlanan biyolojik oksijen istegi (BOI), kimyasal oksijen istegi (KOI) ve toplam
kat1 madde (TKM) igeren siit endiistrisinin tekrar islenebilen ve bagka iiriinlere
doniistiirtilebilen bir yan triiniidiir. Biyolojik oksijen ihtiyaci, peynir yapim siirecine
bagl olarak 30 000- 60 000 mg/L arasinda degismektedir [Yenigiin vd., 1991].
Kimyasal oksijen istegi ise, 60 000- 80 000 mg/L arasinda bulunmaktadir [Gardner,
1989]. Peynir iiretiminde 10 kg siitten 1 kg peynir iiretilirken 9 kg peynir alt1 suyu
olusmakta ve olusan peynir alt1 suyu siit besinlerinin % 50’sini i¢inde
barindirmaktadir [Rech et al., 1999]. Bu nedenle peynir isletmelerinden peynir alti
sularmin birgcok Tllkede higbir isleme tabi tutulmadan dogaya verilmesi
yasaklanmistir.  Degerlendirmeden atildigi  takdirde peynir altt  suyunun
imalathaneden atilmasi i¢in 6zel kanalizasyon sistemlerine ihtiya¢ duyulmakta, bu
sistemin bulunmadigi durumlarda bu maddenin tanklarla tasinmasi gerekmektedir.
Peynir alt1 suyunun atildig1 yerler yerlesim alanlarindan uzak olmali ve durgun su ve
akarsulara birakilmamalidir. Ciinkii higbir igleme tabi tutulmadan atilan peynir alt1
suyundaki organik maddeler su i¢inde fermentasyona ugrayarak onemli derecede
cevre kirliligine yol agmaktadir [Kurt, 1990].

Peynir isletmelerinde iiretilen peynirin yapilis sekline gore iki sekilde peynir
alt1 suyu olugsmaktadir. Asit ile yapilan peynirlerden siiziilen atik su eksi peynir suyu
(pH < 5), maya enzimiyle yapilan peynirlerden siiziilen peynir suyu ise tath peynir
suyu (6 < pH < 7) olarak adlandirilmaktadir. Eksi peynir alt1 suyu daha fazla kiil

daha az protein igermektedir ve smirli miktarlarda tiretilmektedir.
2.2.1. Peynir Alt1 Suyunun Bilesimi

Peynir alt1 suyu islenen siitiin kalitesine ve igerigine, peynir yapim teknigine,
pihtilasma sicaklig1 ve siiresine pihtilastirmada kullanilan maya veya asit miktar1 ve
kalitesi gibi bircok farkli faktore bagl olarak, elde edilen peynir alti suyunun

bilesimi de genis smirlar icinde farkhlik gostermektedir. igerik olarak siite benzerlik
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gosteren peynir altt suyu, sit kuru maddesinin yaklasik yarisini, siit sekerinin
neredeyse tamamini, proteinlerin yaklasik 1/5° ini ve B vitaminlerinin ise biiyiik bir
boliimiinii icermektedir [Demirci ve Arici, 1989]. Tablo 2.7°de 100ml peynir alt1
suyu igerigi verilmistir [ Aktas, 2003].

Tablo 2.7: 100ml peynir alt1 suyu bilesimi.

Bilesen Miktar

Kuru Madde 6.3-7.09g
Yag 0.05-0.4 g
Ham Protein 0.85-1.15¢g
Karbonhidrat 4.6-5.2¢
Kiil 0.5-06¢
Laktoz 4.6-5.2¢
Laktik asit 0.05-0.2¢
Sitrik asit 0.14-0.17 g
Kazein 0.04-0.05¢g
Na 36-51 mg

K 140-160 mg
Ca 40-50 mg
Mg 8-10 mg

Fe 0.10 mg

Cl 70-120 mg

P 40-55 mg

S 15-18 mg
Tiamin (By) 0.03-0.05 mg
Riboflavin 0.1-0.16 mg
Pridoksin 0.04-0.07 mg
Vitamin A 0.002-0.004 mg
Vitamin C 0.9-1.5mg

Siitten kazeinin uzaklastirilmasiyla kalan siit serumu igerisinde % 0.5-1 kadar
protein kalir ve bu proteinlere siit serumu ya da peynir liretimi sirasinda peynir alt1
suyunda kaldiklar1 i¢in peynir alt1 suyu proteinleri adi verilmektedir. Peynir alt1

suyunun igerdigi major ve mindr proteinler onu degerli bir hale getirmektedir. Major
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peynir alt1 suyu proteinleri; B- laktoglobiilin, a- laktoalbiimin, serum albiimin,
immiinglobiilinler ve glikomakropeptitlerdir. Mindr peynir alt1 suyu proteinleri ise;
laktoperoksidaz, laktoferin, mikroglobiilin, lizozim, insiilin-benzeri biiyiime faktor,
v- globiilinler ve diger birka¢ kiigiik proteinlerden olusmaktadir [Pihlanto and
Korhonen, 2003]. Siitiin hidrofil karakterli proteini oldugu i¢in kolay pihtilagsmaz.
Sicakliga kars1 duyarli bir protein olup 74 °C’de 15 saniyede denatiire olmaktadir. -
laktoglobiilin sadece inek siitiinde bulunmakta ve peynir suyu proteinlerinin % 50-
60’ m1 olusturmaktadir. Ozellikle 16sin ve lisin aminoasitleri bakimindan olduk¢a
zengindir ve 85- 100 °C’de denatiire olmaktadir. Tablo 2.8’de peynir alt1 suyu
proteinlerinin bilesimi verilmistir [De Witt, 1998].

Yiiksek besin degerine ve fonksiyonel 6zelliklere sahip olan peynir alt1 suyu
proteinleri; sporcu beslenmesine ve 6zel beslenme amagh gida ve i¢eceklerde, bebek
mamalarinda ve gida sanayinde ¢oziiniirliik, kopiik, jel emiilsiyon ve lif olusturma su
baglama ve kivam verme gibi fonksiyonel 6zelliklerinden yararlanilmaktadir [Ozcan

ve Delikanli, 2011].

Tablo 2.8: Peynir alt1 suyu proteinlerinin bilesimi.

Bilesim Konsantrasyon (g/L siit)
- Laktoglobiilin 3.2
a- Laktoalbiimin 1.2
Serum alblimin 0.4
Laktoferrin 0.2
Laktoperoksidaz 0.03
Proteaz- Pepton <l

Peynir alt1 suyunda miktarca en fazla ve dogada yalnizca siitte bulunan laktoz,

yapisindaki glukoz galaktozun bir molekiil su ayrilmasiyla olusan bir disakkarittir.

CeH1206 + CeH1206 — C12H22011 + H2O (2.4)
Glukoz + Galaktoz —Laktoz (Siit sekeri) + H,O (2.5)

Peynir imalatindan sonra peynir alti1 suyunda kalan yaklagik % 4-5 laktoz,
mikrobiyolojik islemler i¢in iyi bir ham madde kaynagi olusturmaktadir. Laktoz
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glukoz ile karsilastirildiginda, daha az tatliligi, daha diisiikk osmotik basing ve daha
yavas absorbsiyon hizina sahiptir. Laktoz peynir alt1 suyunun diger bilesenleriyle
birlikte tilkemizde ¢cogunlukla degerlendirilmeden atilmakta hem g¢evre kirlenmesine
hem de onemli miktarlarda besin kaybina neden olmaktadir [Kurt ve Giilimser,
1988].

Laktoz, laktaz enzimi preperatlariyla ya da kuvvetli mineral asitlerin etkisiyle
glukoz ve galaktoza pargalanabilmektedir. Laktozun istenmedigi durumlarda; laktoz
hidrolizinin gercgeklestirilmesi, laktoz igermeyen gida iirtinlerinin elde edilmesi ve
peynir alti suyunun degerlendirilmesi amaciyla gida sektorii agisindan Gnem
tagimaktadir. - galaktosidaz laktozun enzimatik olarak glukoz ve galaktoza kadar
parcalamakta ve mikroorganizma, bitki ve hayvan dokularinda yaygin olarak
bulunmaktadir.

Laktoz, siit ve siit {Uriinlerinde baz1 mikroorganizmalar tarafindan
fermantasyona ugratilarak c¢esitli degisiklikler meydana getirir ve laktik asit
olusumuna neden olur. Laktoz, - galaktosidaz enzimi ile hidrolize ugrayarak glukoz

ve galaktoza parcalandiktan sonra dort molekiil laktik asit molekiilii olusur.

C12H2011 + H20 — 2CsH20¢ (2.6)
(Laktoz)
2CeH2305 — 4C3Hs04(CH3CHOHCOOH) 2.7)
(Laktik asit)

Peynir olusumu sirasinda siitteki laktozun biiyiik bir kism1 peynir alt1 suyuna
gecer ve peynir alti suyu laktozun degerlendirilmesi i¢in iyi bir kaynak olarak
goriiliir. Peynir pihtisinda kalan laktoz ise, olgunlasma sirasinda laktik asite doniistir.
Laktik asit, peynirin olgunlagsmasinda onemli bir role sahiptir [Demirci, 1997].
Laktoz, laktik asit fermantasyonu diginda tereyag, propiyonik asit ve etil alkole
doniiserek siit ve siit liriinlerinden degisik iirlinlerin olusmasimni saglarlar.

Laktoz, basta gida sanayide olmak {izere tipta, ilag sanayinde sikca
kullanilmaktadir. Gida saniyede Ozellikle bebek mamalari, firincilik, et iirlinleri,
sekerlemeler, hazir gida, toz ¢orbalar ve bir takim diyet iirlinlerinde kullanilmaktadir.
Laktoz ve laktoz tiirevleri, bagirsakta asidik ortam olusturarak patojen
mikroorganizmalarin gelisimini Onler, bununla birlikte probiyotik ortam sagladig:
icin bebek mamalarini anne siitiine benzetmek i¢in gida katki maddesi olarak genis

bir kullanim alanina sahiptir [Barth and Behnke, 1997]. Laktozun absorbsiyon
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yetenegi fazla oldugundan tat ve aroma maddelerinin tutulmasmi saglar. Ayni
zamanda indirgen seker olmasi ve bu nedenle proteinlerle tepkimeye girmesi sonucu
iriine karamel rengini verir ve bazi firin irilinlerinde goriinlimii zenginlestirmek
amaciyla kullanilmaktadir. Mayalar laktozdan kolaylikla yararlanamadigi igin,
kullanildiklart gidalarin raf dmriinii uzatmak amaciyla da kullanilmaktadirlar [Metin,
2005].

Peynir alt1 suyu iceriginde vitaminler de bulunmaktadir. A vitamininin peynir
olusumu srrasinda biiyiik bir kismi1 peynire gegmekte cok az bir kismi peynir alt1
suyunda kalmaktadir. Vitamin B4, B, ve C suda ¢oziindiiklerinden dolay1 peynir alt1
suyunda kalmaktadir. Peynir alt1 suyu, kuru maddesinin mineral igerigi ise
degiskenlik gostermekle birlikte, peynir iiretim teknolojisine bagli olmaktadir. Peynir
alt1 suyu siitte bulunan hemen hemen tiim ¢oziiniir tuzlar1 ve mikro elementleri
icerebilmektedir. Bunun yaninda, bilesiminde bulunan fosfor ve kalsiyum mineralleri

de peynir alt1 suyunun besin degerini arttirmaktadir.

2.2.2. Peynir Alt1 Suyunun Kullamim Alanlari

Peynir alt1 suyu endiistriyel olarak peynir alti suyunun tiim bilesenleriyle
birlikte konsantre edilmesi ve kurutulmasi ya da ayr1 ayri icerdigi bilesenlerin elde
edilmesi seklinde 1iki ayr1 proseste degerlendirilebilmektedir. Bu amaglar
dogrultusunda kullanilacak olan peynir alt1 suyunun bilesiminin, degerlendirilme
sonucu kazanilacak iirliniin kalitesine biiyiik etkisi olmaktadir. Peynir alt1 suyu
yiiksek miktarda su icerigine sahiptir, cabuk bozulur ve asidiklesir. Peynir alt1 suyu
laktoz igermesinden dolay1 baz1 mikroorganizmalar laktik asit {ireterek asidiklesmeye
sebep olmaktadirlar. Peynir alti suyunun islenme prosesinde kullanilan bazi
yontemler; ultrafiltrasyon, ters osmoz, elektrodiyaliz, fermantasyon, koagiilasyon,
iyon degistirme, kurutma ve nanofiltrasyondur.

Peynir mayasi kullanilarak peynir yapimi sirasinda kazein ve yagin piht1 olarak
ayrilmasindan sonra, geri kalan ve bilesimi peynir ¢esidine ve yapim teknigine gore
degisen sivinin toz haline getirilmesiyle tatli peynir alt1 tozu iiretilmektedir. Ayrica
slitlin asit ile ¢oktiiriilmesi sonucu olusan ¢okiintiiden teknolojisine gore siiziilerek
elde edilen sivinin toz haline getirilmesiyle de eksi peynir alt1 tozu iretilmektedir
[TSE, 1995].
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Peynir tozlarmin iiretiminde Oncelikle bir peynir suyu emiilsiyonu
hazirlanmaktadir. Bu emiilsiyonun olugmasinda, temelde ufalanmis peynirler, su ve
emiilsifiye edici tuzlar kullanilmaktadir. Uretilen peynir tozunun lezzeti, 6zellikle
kullanilan peynirin ¢esidine ve eger ilave edilmisse diger bilesenlerin ve
tatlandiricilarin ¢esidine ve miktarina baglidir. Asidik veya tath peynir alti1 tozu,
demineralize peynir alt1 suyu tozu, laktozu alinmis peynir alt1 suyu tozu ve yagca
zenginlestirilmis peynir alt1 suyu tozu gibi cesitleri tiretilmektedir. Peynir tozlar1 en
fazla gidalara lezzet verme amaciyla kullanilmaktadir. Farkli alanlarda kullanilmakla
birlikte genel olarak; cerez kaplamalarinda, soslarda, bebek mamalarinda, hazir
corbalarda, cipslerde, keklerde, tuzlu c¢esnilerde ve tuzlu biskiivilerde
yararlanilmaktadir. Peynir tozu ilave edilmis gidalar, peynir igeren gidalar ile ayni tat
ve gorliniise sahip olabilmektedir.

Peynir alt1 suyu tozu kullanilmasinm, peynir 6zelliklerine sahip diisiik nem
icerikli ve kuru {iriin elde etme, katildig1 gidalarda besin degerini yiikseltmesi, raf
omrii uzun olan Uriinlerin karigimlarinda kullanilmas:1 ve farkli gida iiretimlerine
kolaylikla uyum saglamasi gibi faydalar1 bulunmaktadir.

Peynir alti  suyunun uzun zaman degeri  anlagilamamis  ve
degerlendirilememistir. Onceleri; sadece hayvan yemi olarak kullanilan peynir alt1
suyu oldugu gibi ya da bazi proseslerle islendikten sonra, giiniimiizde artik bir¢ok
alanda kullanilmaktadir.

Peynir alt1 suyu; yliksek miktarda laktoz ve protein icerigine sahip olmasinin
yani sira, mineral ve suda ¢oziinen vitaminleri igermesi sebebiyle herhangi bir islem
uygulanmadan hayvanlarin igme suyuna karistirilarak, hayvan besini veya topraga
giibre olarak dogrudan siv1 sekilde tliketimi gerceklesmektedir. Genellikle tahillara
karigtirilarak karisik yem seklinde hayvanlara verilmektedir. Ancak yiiksek laktoz,
mineral madde ve tuz icerigi sebebiyle sivi formda kullanimi olduk¢a siirlidir.
Ciinkii topraga verilen peynir alt1 suyu dikkatli ve kontrollii bir sekilde topraga
verilmediginde iklim, cografik yap1 ve toprak ozelliklerine baglh olarak peynir alt1
suyundan gelen mineral tuzlarla toprak doymakta ve tahil ya da ¢ayir otlarinin ciliz
kalmasimna yol agmaktadir. Bundan dolayi, peynir alt1 suyunun cayirlara ve ilkbahar
mevsimi gibi yagislarin oldugu ddénemlerde topraga verilmesinin dogru olacagi
belirtilmistir [Konar, 1981].

Ulkemizde pek bilinmemesine ragmen, peynir alti suyundan alkollii ya da

alkolsiiz ¢esitli igecekler elde edilmektedir. Peynir suyuna mango, seftali,
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turunggiller, elma, iiziim ve muz gibi ¢esitli meyve aromalarinin katilmasiyla degisik
alkolsiiz icecekler elde edilmektedir. Peynir alt1 suyu bazli igecekleri genis bir kitleye
hitap etmektedir. Peynir alt1 suyu diyare, safra hastaliklari, cilt problemleri ve bazi
intoksikasyonlarin tedavileri i¢in basarili bir sekilde uygulanmaktadir. Bu igeceklerin
yiikksek protein icerigi nedeniyle sporcular i¢in zengin besin ve enerji kaynagidir.
Peynir alt1 suyu proteinleri 16sin, isoldsin ve valin gibi dallanmis zincir yapidaki
aminoasitlerin zengin bir kaynagidir. Bu aminoasitler diger esansiyel aminoasitlere
benzemezler, ¢iinkii metabolize olurlar ve direkt olarak kas dokusunda ve egzersiz ve
diren¢ antremanlari siirecince ilk kullanilan aminoasitlerdir. Bu icecekler kalsiyum
emilimini de arttirdig1 i¢in Ozellikle osteoporozis hastaligi ¢eken yash insanlarin
beslenmesinde onemlidir. Peynir suyu sahip oldugu bazi 6zellikleri sebebiyle bira
benzeri igeceklerin yapimu icin elverislidir. Ayrica deproteinize asit peynir suyuna
sakaroz ve karamelize sekeri, bira mayasi, meyve aromasi ve su katildiktan sonra
siselenip, 18 °C’de 8-12 saat fermentasyona birakilarak peynir suyu sampanyasi
iretilmektedir.

Peynir suyu proteinlerinin yag oranm yiiksek kremalarda, mayonezde,
stiriilebilir krem peynirlerde, et soslar1 ve salata soslar1 gibi {iriinlerin yapiminda,
emiilsiyon stabilitesi ve emiilsiyon kapasitesinin yiiksek olmasi1 nedeniyle
kullanilabilecegi belirtilmistir. Ayrica kremali corbalar, et soslar1 ve benzeri
gidalarda yiiksek jellesme 6zelligine sahip olan peynir suyu proteinleri kivam arttiric
olarak kullanilmaktadir [Gokalp ve Isik, 1999]. Peynir alt1 suyu, yapisindaki
laktozdan dolay1 sosis salam gibi et iirtinlerinde belirli miktarlarda kullanilmaktadir.
Ciinkii laktoz bu tiriinlerde kisa siirede laktik aside doniismekte ve tiriine eksimsi bir
tat vermektedir. Isitma ile elde edilen Quark, Cottage ve eritme peynirlerinde yapiy1
gelistirmek, Cheddar peynirinde randimani arttirmak, yogurt yapimmda su baglama
ozelligi sayesinde daha kivamli {iriin elde etmek amaciyla da kullanilmaktadir.
Ayrica igerdigi yiiksek miktardaki laktoz sebebiyle, kek, biskiivi, pasta ve ¢oreklerde
yagsiz siit tozunun yerine degisik miktarlarda peynir alt1 tozu kullanilmaktadir.

Kozmetikler i¢in uygun olan peynir suyu minerallerinin diisiik molekiil
agirhikli fraksiyonu peynir suyundan, peynir suyu konsantrati ya da izolat1 iiretim
sirasinda bir yan iiriin olarak elde edilmektedir. Bu maddelerin suda ¢6ziinebilme, su
baglama ve hiicrelerde hizli yayilma yetenekleri kozmetik endiistrisinde kullanilan

hyaluronik aside benzerlik gostermektedir. Bu nedenle peynir suyundan elde edilen
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bu maddeler, kadmlar i¢in iiretilen ana kozmetik iirlinleri ile bebekler i¢in iiretilen
sabun ve losyonlarda kullanilmaktadir.

Gliniimiizde serum proteinlerinin anti-bakteriyel ve bagisiklig1 arttirict
Ozellikleri nedeniyle bazi hastaliklara karst kullanilabilecegi ifade edilmektedir
[Demirci ve Arici, 1989]. Peynir alt1 suyu proteinleri, inek siitliiniin anne siitiine
benzetilmesi ve igme siitlerinin proteince zenginlestirilmesi igin siit sekeri ile birlikte
diyetetik amacla kullanilmaktadir.

Peynir alt1 suyunun anaerobik fermentasyonu ile biyogaz ve metan liretimi
uzun zamandir kullanilmakta ve bu amacla birgok anaerobik reaktor gelistirilmistir.
Bu reaktorler sayesinde biyogaz ve metan iiretiminin yaninda BOI ve KOI degerleri
onemli Olclide azaltilmaktadir. Biyogaz, c¢ok yonlii bir enerji kaynagi olarak
dogrudan 1sitma ve aydinlatma amaciyla kullanilabildigi gibi, elektrik enerjisine ve
mekanik enerjiye ¢evrilerek de kullanimi1 miimkiindiir.

Peynir alt1 suyundan, gida sektdriinde sik¢a kullanilan propiyonik asit, asetik
asit, laktik asit, laktobiyonik asit, sitrik asit ve glukonik asit gibi organik asitlerin
iretiminde yararlanilmaktadir. Ayrica peynir alt1 suyunun bazi mayalar tarafindan

fermentasyonu sonucunda gliserol tiretilmektedir.

2.3. Bakteriyel Hemoglobin

Vitreoscilla hemoglobini ise son yillarda kesfedilen ilk prokaryotik hemoglobin
olup, bu proteinin ¢esitli endiistriyel proseslerdeki kullanim potansiyeli son yillarda
birgok arastirmanin konusunu olusturmustur. VHb 15,775 Da molekiil agirligina
sahip, sitoplazmik ve periplazmik bolgede yogunlasan, homodimer (iki 6zdes alt
iinite) yapist gosteren bir proteindir ve her bir alt linite 146 aminoasitten olusmustur
[Wakabayashi et al., 1986]. Her alt iinite bir adet hem grubu (Fe®") igermektedir.
Hem grubundaki demir 6karyotik hemoglobinlerde oldugu gibi ferrus (Fe**) ve ferrik
(Fe*") olmak iizere iki farkli formda bulunabilmektedir. Bu iki formdan sadece
ferrus (Fe**) oksijen baglayabilir [Kroneck et al., 1991].

Gram negatif bakteri mor fotosentetik olan Vitreoscilla atmosferik oksijen
konsantransyonundan % 90 daha diisik ortamda E. coli ile kiyaslandiginda VHb
ekspresyonunun 50 kat daha fazla iiretildigi belirlenmistir [Dikshit et al., 1992].

Rekombinant protein {iiretiminden, c¢esitli antibiyotiklerin {iretimine ve zararl
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aromatiklerin pargalanmasmna benzer birgok proseste bu proteinin klonlanmis
hiicrelere 6nemli avantaj kazandirdig1 saptanmigtir. Dolayisi ile son yillarda literatiire
girmig olan “metabolik miihendislik” terimi kullanildiginda bu protein ilk sirada
bahsedilen potansiyel alternatif olarak karsimiza ¢ikmaktadir. VHb geninin gesitli
bakteri ve fungusa transformasyonu ile biiyiime ve lretimlerinde artis oldugu
saptanmistir.  Ayrica, aerobik  bakterilerde toksik aromatik  bilesiklerin
biyoremediyasyonunu artirarak “VHb teknolojisi”nin bu alanda da kullanilabilirligi
belirlenmistir [Liu et al., 1996], [Patel et al., 2000].

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

Ozellikle diisiik oksijen konsantrasyonlarmin negatif etki yarattigi bircok
biyoiiretim olayinda bu proteinin potansiyelinin olabilecegi ileri siiriilmiistiir.
Ekstraselliiler oksijenin diisiik oldugu durumlarda bu proteinin sentezinin arttigi ve
baglandig1 oksijenin 6karyotik hiicrelerde oldugu gibi serbest biraktigi bildirilmistir
[Boerman et al., 1982].

Oksijen kaynagi olarak rol alan Vitreosilla hemoglobin’inin, mikroaerobik
kosullar altinda ¢oziinmiis oksijen konsantrasyonunda intraselliiler etkisi artmakta ve
¢oziinmiis oksijendeki artis hem sitokrom 0 hem de sitokrom d aktivitesini
arttrmaktadir. Ote yandan sitokrom 0 spesifik aktivitesi sitokrom d’den daha hizli
bir sekilde arttirarak proton pompasinda artisa sebep olmaktadir. Bdylece
sitoplazmadaki ATPaz yoluyla bu proton gradiyenti sayesinde ATP iiretilmektedir
[Kallio et al., 1994].

VHb, protohem IX icerir ve oksijen ile geri doniisiimlii bir bi¢imde baglanir.
VHb, karbon monoksit (CO) ile indirgendiginde, sitokrom 0 ’ya benzer bir sekilde
419 ile 439 nm araliginda absorbsiyon gosterir. Kimyasal olarak ise, ditiyonit

(Na2S204) ile indirgenir ve 416 ile 430 nm araliginda absorbsiyon piki verir.
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Sekil 2.2: Vgb igeren E. coli TS4 susuna ait hiicre homojenatinda VHb’nin
ditiyonit ile indirgenmesi sonucu olusan absorbsiyon spektrumu.

Bu proteini bulunduran hiicrelerin daha oksitlenmis durumda bulunmalari,
VHb’nin hiicrelerin karbon metabolizmas1 akis semalarinda 6nemli yeniden
diizenlemelere sebep olmas: ile ilgilidir. Her ne kadar bunun nasil saglandigi kesin
olarak ortaya konmamissa da, NAD+/NADH ve ADP/ATP oranlarinda olan 6nemli
degisimlerin esas teskil ettigi sanilmaktadir. VHb iceren hiicrelerde NADH
seviyesinde diisiis ATP miktarinda ise artis gozlenmektedir. Dolayist ile
NAD+/NADH ve ADP/ATP oranlarinda meydana gelen énemli degismeler hiicrenin
karbon bilesiklerini kullanimi1 yollarinda 6nemli degisime neden olur. Bu baglamda
VHb ekspresyonu yapan E. aerogenes’de gozlenen % 80 artigin bu tiir bir metabolik
akis semas1 degisikliginden olabilecegi bildirilmistir [Roos et al., 2004; Geckil ve
vd., 2004].

Vgb promotor-operatér bolge ve hemoglobini kodlayan bolge ile toplam 648
niikleotidden olusmaktadir. Genin promotoru (Pygp) oksijene duyarli bir promotordur.
Promotorun oksijene duyarliligi {izerinde tasidig1 ve global diizenleyici proteinlere,
yani Fnr ve ArcA ve OxyR proteinlerine 6zgii dizilerden kaynaklanir [Yang et al.,
2005] (Sekil 2.8). E. coli’de vgb promotoru mikroaerobik kosullar altinda (% 2 den
daha az ¢6ziinmiis oksijen seviyelerinde) maksimum diizeyde indiiklenirken [Kroneck
et al., 1991]. E. aerogenes’de ayni sartlar altinda boyle bir indiiklenme olmadigi
belirlenmistir [Hart et al., 1994]. Bu da E. coli ve E. aerogenes gibi iki birbirine yakin
enterik bakteride bu genin farkli diizenlendigini ve farkli diizenleyici mekanizmalarin

kullanildigin1 ifade etmektedir. Ayrica Fnr bakimmdan mutant E. coli hiicrelerinin
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mikroaerobik kosullar altinda vgb promotorunu aktive edemedikleri belirlenmistir
[Dikshit et al., 1992]. Diger calismalarda da vgb’nin oksijene duyarli promotor
aktivitesinin oldugunu ve genin proteininin, yani VHb’nin, ifadesinin Fnr tarafindan

saglandig1 gosterilmistir [Kiley and Reznikoff, 1991].

CGCTGGEGE TTAAAAGTATTTGAGTTITGA

LT T T T T T T T T R T T T Ty

OxyR Fnr
TGTGGATTAAGTTTTAAGAGGCAATAAAGATTATAATAA

EEEREEEREEEEREy

Fnr/ CRP/ ArcA Fnr Pribnow

GTGCTGCTACACCATACTGATGTATGGCAAAACCATAAT
+1 inverted repeat

Sekil 2.3: vgb promotor bolgesi. Yildizla isaretlenmis bolgeler OxyR, alt1 ¢izili
bolgeler Fnr baglanma bolgeleri.

VHb geni (vgb) E. coli [Khosla ve Bailey, 1988], Enterobacter aerogenes
[Dikshit ve et al., 1989], Streptomyces tiirleri [Magnolo ve et al., 1991] ve tiitiin
bitkisi [Farres ve Kallio, 2002] gibi farkli sistemlere klonlanarak, hemoglobinin bu
organizmalarin fizyolojik ve metabolik aktiviteleri iizerine etkileri arastirilmistir.
VHb hemen hemen biitiin klonlanmig oldugu hiicrelere daha iyi bir oksijen alim ve
kullanim potansiyeli kazandirirken, bu proteinin hiicre {ireme ve ¢ogalmasi iizerine
olan etkisi konusunda farkli sonuglar gosterilmistir [Wei et al.,1998], [Liu et al.,
1995], [Hardison, 1998].

Yapilan bagska bir c¢alismada ise vgb klonlanmis Burkholderia sp.’de
dinitrotoluen yikiminda artis sagladigi bildirilmistir [Patel et al., 2000]. Vgb
klonlanmis bakterilerde rekombinant protein sentezi artmaktadir. Bu konu ile ilgili
olarak yapilan bazi ¢aligmalarda vgb’nin mayalarda antibiyotik ve etanol tiretimini
arttirdigi tespit edilmistir. Bir diger ¢alismada ise vgb nin bazi Enterobacteriaceae
iyelerinin biitandiol ve asetoin iiretimini arttirdigini gosterilmistir [Briinker et al.,

1998].
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Gerecler

3.1.1. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Bu caligmada kullanilan sarf malzemelerinden disodyum EDTA, ¢inko siilfat
(ZnS04.7H,0), kalsiyum kloriir (CaCl,), manganez kloriir (MnCly), demir siilfat
(FeS0Oy), bakir kloriir (CuCly), kobalt kloriir (CoCly), tiamin (vitamin B;), sodyum
ditiyonit (Na;S;04), NaCl, HCI, laktoz, D(+)-ksiloz, agar, pepton, maya Oziitii,
asetonitril, alfa naftol, etanol, streptomisin siilfat, ampisilin sodyum ve gentamisin
stilfat antibiyotikleri Merck, Darmstadt, Almanya’dan temin edildi. Etanol 6l¢timii
icin  kullanilan EnzyChrom Etanol Assay Kit, R-Biopharm, Darmstadt,
Almanya’dan, laktoz 6l¢imiinde kullanilan ince tabaka kromatografisi plakalari ise,

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

Bu tez calismasinda hiicrelerin biiylime siireci i¢in, Binder, BD 115,
Tuttlingen, Almanya ve Edmund Biihler GmbH (¢alkalamali), TH15, Hechingen,
Almanya inkiibatorleri kullanildi. Hiicrelerin 600 nm’deki optik yogunluklar1 (Optik
Density; OD) Bio-Rad, SmartSpec™ 3000, Philadelphia, A.B.D. spektrofotometresi
ile dlgildi. Peynir alt1 suyu proteinlerini ¢oktiirmek amaciyla Beckman Coulter,
Allegra™ 25R Centrifuge, Almanya ve hiicreleri ¢oktirmede ise Labogene,
Scanspeed 1580R, Lynge, Danimarka santrifiijleri kullanildi. pH degerleri, Hanna
Instruments, pH 211 Micropr® Cessor, Michigan, A.B.D. ile belirlendi. Hemoglobin
ekstraksiyonu amaciyla hiicrelerin  pargalanmasi i¢in  Branson Ultrasonic
Corporation, Branson Digital Sonifier 250, Danbury, A.B.D. kullanildi. Hemoglobin
Olgtimii ise Shimadzu, UV-3600 UV-VIS NIR, Kyoto, Japonya UV spektroskopisi ile
olgiildi. Besiyerinde kalan laktoz miktarlart TLC goriintiileme densitometresi Bio-

Rad, GS 670, Philadelphia, A.B.D. kullanilarak 6l¢iildii. Sarf malzemeleri ve peynir
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alt1 suyu ise deneylerden 6nce Hirayama Hiclave™, HVE-50, Saitama, Japonya

otoklav1 kullanilarak steril edildi.

3.1.3. Kullanilan Bakteri Soylar

Bu ¢alismada, VHb nin peynir alt1 suyunda, biyoetanol iiretimini arttirmadaki
etkinliginin arastirilmas1 amaglandi. Bu nedenle, bu tez calismasinda, USDA
laboratuvarindan temin edilen E. coli suslar1 (NZN111 ve FBRS) [Dien et al., 2000]
ve bu suglardan Dr. Sanny tarafindan gelistirilen, TS3 ve TS4 [Sanny et al., 2010]
suslar1 kullanildi (Tablo 3.1). Bunun igin, rekombinant suslar, pdc, adhb [Dien et al.,
2000] ve vgb igerecek sekilde (TS3 ve TS4), Illinois Institute of Technology,
Department of Biological Chemical and Physical Sciences, Chicago, IL, USA’ de,
yeni olusturulan plazmidlerle transforme edilerek elde edildi (Tablo 3.1) (Sanny et
al., 2010].

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

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

edilmis FBRS5 susu
FBR5/pTS4 (TS4 susu) vgb tasiyan pBBRIMCS-5 plazmidi (pTS4) ile

transforme edilmis FBRS susu

Bu tez calismasmda, vgb™ E. coli FBR5 susu ve vgb® rekombinant E. coli
suslart (TS3 ve TS4) VHb’nin etanol {iretimindeki etkilerini belirlemek igin
kullanildi. Kullanilan bu rekombinant suslar farkli oksijen kosullarinda (aerobik ve
mikroaerobik), saf seker olarak laktozu (% 4 w/v) igeren kontrol besiyerinde ve
peynir alt1 suyunda (laktoz % 4 w/v) iiretilerek, hiicrelerin tireme 6zellikleri, etanol

tretimleri ve VHb ekspresyon seviyeleri incelendi.
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3.2. Yontem

3.2.1. Peynir Alt1 Suyunun Hazirlanmasi

Calisma boyunca biiyiime ve iiretim ortami olarak Ispey Siit Uriinleri’nden
(Kiitahya) temin edilen eksi peynir alt1 suyu kullanild.

Peynir alt1 suyunun fiziksel ve kimyasal 6zellikleri, GYTE Cevre Miihendisligi
laboratuvarinda analiz edilerek belirlendi (Tablo 3.2).

Tablo 3.2: Peynir alt1 suyunun fiziksel ve kimyasal 6zellikleri.

Olgiim Kriterleri Sonuglar
Kimyasal oksijen ihtiyac1 (KOI) 69.168 mg/L
Biyolojik oksijen ihtiyac1 (BOI) 16 mg/L

Askida kat1 madde 4023 mg/L
pH 4.46
Siilfat 6.04 mS/cm

Peynir alt1 suyu minimal besiyerinin hazirlanmasi;

e Peynir alt1 suyu, siit proteinlerinin ¢oktiiriilmesi amaciyla 121 °C sicaklikta 20
dakika otoklavlandi. Kaba filtre yardimiyla denatiire proteinlerin ayrilmasi
saglandu.

e 1L peynir alt1 suyuna 5g/L maya Oziitii ilave edildi. Peynir alti suyunun pH
degeri NaOH yardimiyla pH 7.0 ye ayarlanarak, peynir alt1 suyu 121 °C
sicaklikta 20 dakika tekrar otoklavlandi.

e Otoklavdan ¢ikan peynir alt1 suyu sogutuldu ve steril bir sekilde + 4 °C’de 10000
rpm hizda 15 dakika santrifiij edildi. Ust sivilar alinarak peynir alt1 suyu besiyeri

olarak bakteri soylarmin kullanimina hazir hale getirildi.
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3.2.2. Kiiltiir Ortamlarinin Hazirlanmasi

Peynir alt1 suyu (PAS) igeren kiiltiir besiyeri; Laktoz igerigi % 4 (w/v) dlgiilen,
bakteri soylarinin kullanabilmesi i¢in bir takim islemlerden gegmis olan peynir alti
suyunun bir litresine Sml/L iz element soliisyonu (Tablo 3.3), 1 ug/L tiamin ve uygun
antibiyotikler belirtilen oranlarda (Tablo 3.4) farkli rekombinant suglar igin olmak
tizere ayr1 ayr1 hazirlanan besiyerine ilave edildi [Guaimaraes et al., 1992].

Laktoz iceren kontrol besiyeri (LK) (laktoz; % 4, w/v); 1L distile suya 40 g
laktoz, 5g/L. maya ozitl ilave edildi. pH NaOH yardimiyla 7.0’ye ayarlandi.
Hazirlanan laktoz besiyeri 121°C sicaklikta 20 dakika otoklavda steril edildi.
Hazirlanan laktoz besiyerine 5ml/L iz element soliisyonu (Tablo 3.3), 1 ug/L tiamin
ve uygun antibiyotikler belirtilen oranlarda (Tablo 3.4) farkli rekombinant suslar igin

ayr1 ayr1 hazirlanan besiyerine ilave edildi.

Tablo 3.3: Iz element soliisyonu igerigi (100X).

Bilesen Miktar (g/L)

Disodyum EDTA(C10H14N2Na,0g.2H,0) 5
Cinko Siilfat (ZnSO,4.7H,0) 0.00022
Kalsiyum Klortir (CoCly) 0.5
Manganez Kloriir (MnCl,) 0.5
Demir Siilfat (FeSO.) 0.5
Bakir Kloriir (CuCly) 0.16
Kobalt Kloriir (CoCly) 0.16

Tablo 3.4 : Kiiltiir ortamlarina eklenen antibiyotik miktarlari.

Bakteri Soyu Antibiyotikler

FBR5
100 pg/ml Ampisilin

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

FBR5/pTS4 (TS4) 100 pg/ml Ampisilin ve 5 pg/ml
Gentamisin
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3.2.3. Stok Kiiltiirlerin Hazirlanmasi ve Muhafazasi

Litrede 12.5 g pepton, 6.25 g maya 6ziitii, 6.25 g NaCl, 18.75 g agar igeren LB
agar ortami (pH 7.0) hazirlandi. % 40’lik (w/v) ksiloz ¢ozeltisi ise distile su ile
hazirlanarak otoklavda ayri olarak steril edildi. Steril edildikten sonra ilinmasi
beklenen ksiloz ¢dzeltisi son konsantrasyon % 8 (w/w) olacak sekilde, Luria Bertani
besiyerine eklendi. Hazirlanan besi ortami 50 °C sicakliga sogutulduktan sonra
uygun oranlarda ilgili rekombinant soylar i¢in farkli antibiyotikler ilave edilerek
petrilere dokiildii (Tablo 3.4).

Petri kaplarindaki ksiloz iceren LB (LBK) agar besiyerlerine 6ze yardimiyla
hiicreler inokiile edilerek, bir gece 37 °C sicaklikta biiyiimeleri i¢in bir inkiibatdrde
inkiibe edildi. Kat1 besi ortamina ekilen bakteri soylari, her hafta pasajlanarak bakteri

soylarmin aktif kalmalar1 saglandi.

3.2.4. Onkiiltiirlerin Hazirlanmasi

FBRS, TS3 ve TS4 suslari, % 4 (w/v) laktoz igeren kontrol besiyeri veya
peynir alt1 suyu igeren Tablo 3.4’te belirtilen uygun antibiyotikleri, Tablo 3.3’te
belirtilen iz element soliisyonu ve 1 ug/L tiamin igerecek sekilde hazirlanan kiiltiir
besiyerlerinin 5 ml’sine (50 mI’lik erlenlerde) 2 veya 3 koloni inokiile edilerek, bir
gece boyunca, 37 °C sicaklikta, 180 rpm hizinda ¢alkalamali bir inkiibatorde
biiyiitiilerek hazirlandi.

3.2.5. Aerobik Kosullar

Hazirlanan bir gecelik 6n kiiltiirlerden 100 ml besiyerine 300 pl ilave edilecek
sekilde (ODgoo ~0.04) 100 ml’lik erlenler igerisinde 20 ml (kii¢iik hacim) ya da 1
litrelik erlenler igerisinde 200 ml (biiyiik hacim), PAS veya LK besiyerlerine inokiile
edildi. Kiltir ortamlarinin 180 rpm hizda, 37 °C sicaklikta, 48 saat siire ile

calkalanarak inkiibasyonu saglandi.
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3.2.6. Mikroaerobik Kosullar

Hazirlanan bir gecelik 6n kiiltiirlerden yaklasik 100 ml besiyerine 300 pl ilave
edilecek sekilde (ODggo ~0.04) 100 ml besiyerine 80 ml (kiigiik hacim) ya da 1
litrelik erlen igerisinde 800 ml (biiyilk hacim), PAS ve LK besiyerlerine inokiile
edildi. Erlenlerin ucu kauguk tipalar ile kapatild1 ve 22-Kalibre igne ile delinerek gaz
c¢ikist saglandi. Kiiltlir ortamlarinin 180 rpm hizda, 37 °C sicaklikta 48 saat siire ile
calkalanarak inkiibasyonu saglandi.

Tnkiibasyon sonras1 48 saatlik kiiltiirlerin pH degerleri, ODggo degerleri, etanol-
g/100 ml (% w/v), etanol-ml/100 ml (% v/v) dlgiimleri, VHb miktarlar1 (nmol/g) ve

kiiltiir ortaminda kalan laktoz miktarlar1 (% wi/v) belirlendi.
3.2.7. Kiiltiirlerin pH Degerlerinin Belirlenmesi

Peynir alt1 suyu veya laktoz ile farkli havalandirma kosullarinda 48 saat siire ile

inkiibe edilen kiiltiirlerin pH degerleri, bir pH metre kullanilarak belirlendi.
3.2.8. Toplam Hiicre Sayisinin (Biyokiitle) Belirlenmesi

Laktoz veya peynir alti suyu ile gergeklestirilen farkli havalandirma
kosullarindaki 48 saat siiren inkiibasyon sonundaki hiicre sayimlar1 kiiltiirlerin Asgo
nm’deki optik yogunluklar1 steril 6zgiin besiyeri ile seyreltilerek spektrofotometre
cihaz1 ile &lgiildii. Olgiimler sirasida spektrofotometre cihazma kor olarak dzgiin

besiyeri okutuldu.

3.2.9. Fermentasyon Ortamindaki Biyoetanol Miktarimin Ol¢iimii
Farkli havalandirma kosullarinda laktoz veya peynir alt1 suyu ile 48 saat siiren
inkiibasyon sonundaki fermentasyon ortaminda olusan etanol miktarmin belirlenmesi
icin hiicre kiiltiirleri bir santrifiijlenerek ile 4000 rpm de 4 °C sicaklikta 15 dakika
coktiirtildi, tst sivilar alind1 ve mikrofiij tiiplerine aktarildi.
Farkli kosullarda iiretilen kiiltiirlerin igerdikleri biyoetanol miktar1 (% wi/v; %
v/v) EnzyChrom Etanol Assay Kit ile dlgiilerek belirlendi. Kitin prensibi; etanolun

NAD ile alkol dehidrogenaz enzimi vasitasiyla asetaldehite oksitlenmesine, bu
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olusan asetaldehitin de aldehit dehidrogenazla asetik aside oksitlenmesine ve bdylece
olusan NADH’m 340 nm’de olusturdugu absorbans farkinin Olgiilmesine

dayanmaktadir.

3.2.10. Besiyerinde Kalan Laktoz Miktarimin Ol¢iimii

Laktoz ve peynir alt1 suyu kaynagi olarak seker kaynagi olarak kullanildigi ve
farkli havalandirma kosullarinda 48 saat siire boyunca gerceklestirilen inkiibasyon
sonunda kiiltir ortaminda kalan laktoz miktarmin 6lgiilmesi i¢in ince tabaka
kromatografisi (Thin Layer Chromatography, TLC) kullanildi. Bunun i¢in laktoz
icerigi 0.5, 1, 2, 3 ve 4 mg/ml (w/v) olacak sekilde standart ¢ozeltiler hazirlandi.
Ornekler standartlarin disia ¢ikmamasi i¢in uygun oranlarda seyreltildi.

TLC plakalari tizerine standartlar ve seyreltilmis 6rnekler mikro siringa ile 1 pl
olacak sekilde damlatildi. Plakalar kurutulduktan sonra % 85°lik (v/v) asetonitril
coOzeltisi icerisine hafif bir a¢i1 ile birakilarak sekerlerin yiirtimesi i¢in bekletildi.
Plakalar kurutulduktan sonra islem bir kez daha tekrarlandi ve tekrar kurutulan
plakalar alfa naftol (% 0.5 v/v) ¢ozeltisine daldirilarak boyandi. Seker noktalarmin
goriiniir hale gelmesi i¢in TLC plaka 1siticisinda 120 °C sicaklikta 10 dakika siire ile
yakild.

Besiyerinde kalan laktoz miktarlar, TLC goriintiileme densitometresinde
taratilarak hacim hesaplamalar1 yapildi. R? degeri 0.920 iizerinde bulunan sonuglar
kabul edildi.

3.2.11. Rekombinant Soylardaki Hemoglobin Ekspresyonunun
Olcumii

Yapilan denemelerde kullanilan vgb igeren rekombinant organizmalarin (TS3
ve TS4) irettikleri VHb miktari, UV-3600 Schimadzu UV-VIS NIR
spectrometre vasitasiyla, ditiyonit (sodyum hidrosiilfit) eklenerek indirgenmis-
indirgenmemis fark spekturumu odlgiilerek belirlendi [Webster ve Liu, 1974]. Bunun
icin PAS veya LK besiyerlerinde farkli havalandirma kosullarinda 48 saat siiren
inkiibasyon sonunda iiretilen hiicre kiiltiirleri 4000 rpm hizda 4 °C sicaklikta 20

dakika santrifiij edilerek hiicreler ¢oktiiriildii. Daha sonra pelletlerin yas agirliklari
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belirlendi ve -20 °C sicaklikta en az bir gece boyunca muhafaza edildi. Daha sonra
30 ng/ml olacak sekilde 50 mM fosfat tamponu (pH 7.5) ile sulandirildi. Hazirlanan
hiicre silispansiyonlar1 bir sonikator yardimi ile buz igerisinde 20 saniyelik vurma ve
10 saniyelik bekleme siireleri ile toplamda 3 dakika boyunca 6 kez sonike edildi.
Elde edilen hiicre homojenatlar1 4 °C sicaklikta 4000 rpm hizda 20 dakika stire
ile santrifiij (Labogene, Scanspeed 1580R, Lynge, Danimarka) edildi. Ust sivilar
VHb miktar1 tayini i¢in ayrildi. Kor olarak sodyum ditiyonit ile muamele edilmeyen
iist sivilar kullanildi. Olgiimler 400-500 nm araliginda yapildi. VHb’nin sodyum
ditiyonitle indirgendiginde karakteristik olarak verdigi 416 ve 430 nm dalga boylar1
arasindaki fark spektrumundan (Ae = 34 M'.cm™) VHb miktar1 nmol/g olarak

hesaplandu.
3.2.12. Istatistiksel Analizler
Istatistiksel analizler, Microsoft Office, Excel 2007 6.0 programu ile yapildi. P

degerleri tek kuyruklu t-testi ile VHb’nin etanol {iretimini arttirabilecegi hipotezine

dayanilarak belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1. Peynir Alt1 Suyu ile Hazirlanan Besiyerlerindeki Etanol
Uretimleri

4.1.1. Kiiciik Hacimli-Aerobik Kiiltiirler

FBR5, TS3 ve TS4 suslarmin pH degerleri, hiicre yogunluklari (ODggo), etanol
iretimleri (% w/v; % v/v), VHb ekspresyonlar1 (nmol/g yas agirlik) ve besiyerinde
kalan laktoz miktarlar1 (% w/v) 100 mI’lik erlenler icerisinde 20 ml olacak sekilde
hazirlanan, % 4 (w/v) laktoz igeren peynir alt1 suyu (PAS) besiyeri (pH 7.0) ile
aerobik olarak, uygun antibiyotikleri iceren kosullarda, 180 rpm ¢alkalama hizinda,
37 °C sicaklikta, 48 saatlik inkiibasyon sonunda incelendi.

Uygun antibiyotikleri iceren PAS besiyerinde, aerobik kosulda biiyiitiilen
kiiltiirlerde, tiremenin 48. saati sonundaki pH degerlerinde, en fazla FBR5 susu ile
olacak sekilde, onemli azalmalar (p < 0.05) belirlendi. Toplam hiicre sayimlari igin,
OD 600 nm’de yapilan 6l¢iim sonuglarinda, TS3 susunun en yiiksek degere sahip
oldugu goriildii. Etanol iiretimi agisindan (% w/v; % v/v), TS3 susu, FBR5 susuna
gore % 233 daha fazla (p = 0.03) etanol iiretiminin oldugu gozlendi (Tablo 4.1). Her
tinite hiicre biyokiitlesi bagma etanol iiretiminin (g etanol x 100 ml™ besiyeri / OD™)
yine FBR5 susuna goére, TS3 susu % 100 (p = 0.06) daha fazla oldugu belirlendi
(Sekil 4.1). VHb ekspresyonunun (nmol/g yas agirlik) ise en fazla TS4 susu ile 271
nmol/g (p = 0.05) oldugu goriildii (Sekil 4.3). Kiiltiir ortaminda bulunan laktozun,
iremenin 48. saati sonunda, TS3 susu ile tamaminin, TS4 susu ile yaklasik %

57’sinin ve FBR5 susu ile yaklasik % 52’sinin tiiketildigi saptandi (Tablo 4.1).
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Tablo 4.1: Aerobik, antibiyotikli kosullarda FBRS, TS3 ve TS4 suslarimin % 4

(w/v) laktoz igeren PAS besiyerinde 48. saat sonundaki pH, OD (600 nm), etanol (%
w/v; % v/v) ve besiyerinde kalan laktoz miktarlar1 (% w/v). Her deger iki tekrarin
ortalamasidir. Parantez i¢indeki degerler standart sapmalar1 (dy-1) gostermektedir.

oD EtOH EtOH Laktoz
(600 nm) (g/100 ml) (% Viv) (% Wiv)
FBR5 497 (0.04) 4.23 (0.32) 0.45 (0.01) 057 (0.01) 191 (0.23)

Susglar pH

TS3 771 (0.88) 676 (051) 150 (0.11)  1.90 (0.14) 0.00 (0.00)

TS4 599 (1.33) 3.05 (148) 014 (0.04) 019 (0.06) 173 (0.12)

0,30
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5 005
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0,00 :
FBR5 TS3 T4

Sekil 4.1: Aerobik, antibiyotikli kosullarda, PAS besiyerinde, her {inite hiicre
biyokiitlesi basina iiretilen etanol miktarlar1 (g etanol x 100 ml™ besiyeri / OD™). Her
deger iki tekrarin ortalamasidir. Hata ¢ubuklar1 standart sapmalari (6p-1)
gostermektedir.

4.1.2. Kiiciik Hacimli-Mikroaerobik Kiiltiirler

FBR5, TS3 ve TS4 suslarmin pH degerleri, hiicre yogunluklari (ODsgo), etanol
tretimleri (% w/v; % v/v), VHb ekspresyonlar1 (nmol/g yas agirlik) ve besiyerinde
kalan laktoz miktarlar1 (% w/v) 100 mI’lik erlenler icerisinde 80 ml olacak sekilde
hazirlanan, % 4 (w/v) laktoz igeren PAS besiyeri (pH 7.0) ile mikroaerobik olarak,
uygun antibiyotikleri iceren kosullarda, 180 rpm ¢alkalama hizinda, 37 °C sicaklikta,
48 saatlik inkiibasyon sonunda incelendi.

Uygun antibiyotikleri igeren PAS besiyerinde, mikroaerobik kosulda biiyiitiilen
kiiltiirlerde, tiremenin 48. saati sonundaki pH degerlerinde, en fazla FBRS susu
olacak sekilde, azalmalar (p < 0.05) belirlendi. Toplam hiicre sayimlar1 i¢in, OD 600

nm’de yapilan Ol¢ciim sonuglarinda, TS3 susunun en yiiksek degere sahip oldugu
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goriildii. Etanol iretimi agisindan (% w/v; % v/v), TS3 susu, FBR5 susuna gore
% 188 (p = 0.04), TS4 susu, FBRS5 susuna gore % 20 (p = 0.05), daha fazla etanol

iretiminin oldugu goézlendi (Tablo 4.2). Her tinite hiicre biyokiitlesi basina etanol

iiretiminin (g etanol x 100 mI™* besiyeri / OD™) yine FBR5 susuna gore, TS3 susu ile
% 33 (p = 0.05), TS4 susu ile ise % 11 daha fazla oldugu belirlendi (Sekil 4.2). VHb

ekspresyonun (nmol/g yas agirlik) ise en fazla TS4 susu ile 433 nmol/g (p = 0.05)

olarak saptandi (Sekil 4.3). Kiiltiir ortaminda bulunan laktozun, iiremenin 48. saati

sonunda TS3 susu ile tamaminin, FBRS susu ile yaklasik % 48’inin ve TS4 susu ile

yaklasik % 87’sinin tiiketildigi belirlendi (Tablo 4.2).

Tablo 4.2: Mikroaerobik, antibiyotikli kosullarda FBRS, TS3 ve TS4 suslarinin % 4
(w/v) laktoz iceren PAS besiyerinde 48. saat sonunda pH, OD (600 nm), etanol (%
w/v; % v/v) ve besiyerinde kalan laktoz miktarlar1 (% w/v). Her deger iki tekrarin

ortalamasidir. Parantez i¢indeki degerler standart sapmalar1 (d5.1) gdstermektedir.

Suslar oH oD EtOH EtOH

(600 nm) (9/100 ml) (% viv)
FBR5 522 (0.29) 2.03 (0.04) 0.38 (0.03) 0.49 (0.04) 2.09 (0.16)
TS3 6.13 (0.04) 453 (0.46) 1.11 (0.11) 1.41 (0.13) 0.00 (0.00)
TS4 551 (0.12) 2.26 (0.06) 0.46 (0.02) 0.59 (0.02) 054 (0.11)

0,30

0,25

0,20

0,15

0,10

0,05

EtOH/OD (g.100ml-1/0D%)

0,00

FBR5 TS3

TS4

Sekil 4.2: Mikroaerobik, antibiyotikli kosullarda, PAS besiyerinde, her {inite hiicre
biyokiitlesi basina iiretilen etanol miktarlari (g etanol x 100 ml™ besiyeri / OD™). Her

deger iki tekrarm ortalamasidir. Hata ¢ubuklari standart sapmalari (8.1)

gostermektedir.
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Sekil 4.3: PAS besiyerinde, kiiciik hacimde farkli kosullarda biiyiitiilen kiiltiirlerin
VHb ekspresyon degerleri (nmol/g yas agirlik). Her deger iki tekrarin ortalamasidir.
Hata ¢ubuklar1 standart sapmalar1 (8,.1) gostermektedir.

4.1.3. Biiyiik Hacimli-Aerobik Kiiltiirler

FBR5, TS3 ve TS4 suslarmin pH degerleri, hiicre yogunluklari (ODggo), etanol
tretimleri (% w/v; % v/v), VHb ekspresyonlar1 (nmol/g yas agirlik) ve besiyerinde
kalan laktoz miktarlar1 (% w/v) 1000 ml’lik erlenler icerisinde 20 ml olacak sekilde
hazirlanan, % 4 (w/v) laktoz i¢eren PAS besiyeri (pH 7.0) ile aerobik olarak, uygun
antibiyotikleri igeren kosullarda, 180 rpm ¢alkalama hizinda, 37 °C sicaklikta, 48
saatlik inkiibasyon sonunda incelendi.

Uygun antibiyotikleri igeren PAS besiyerinde, aerobik kosulda biiyiitiilen
kiiltlirlerde, iiremenin 48. saati sonundaki pH degerlerinde, en fazla PTS4 susu
olacak sekilde, onemli azalmalar (p > 0.05) belirlendi. Toplam hiicre sayimlar1 igin,
OD 600 nm’de yapilan dl¢ciim sonuglarinda, TS3 susunun en yliksek degere sahip
oldugu goriildii. Etanol iretimi agisindan (% w/v; % v/v) FBRS susuna gore, TS3
susu ile, % 413 (p = 0.01), TS4 susu ile ise, % 48 (p = 0.08) daha fazla etanol
tiretiminin oldugu gozlendi (Tablo 4.3). Her {inite hiicre biyokiitlesi basina etanol
{iretiminin (g etanol x 100 mI™* besiyeri / OD™) yine FBR5 susuna gore, TS3 susu ile
% 160 (p = 0.06), TS4 susu ile ise % 26 (p = 0.05) daha fazla oldugu belirlendi
(Sekil 4.4). VHb ekspresyonunun (nmol/g yas agirlik) ise en fazla TS4 susu ile 622
nmol/g (p = 0.004) oldugu goriildii (Sekil 4.6). Kiiltiir ortaminda bulunan laktozun,
iiremenin 48. saati sonunda, TS3 susu ile tamaminimn, FBRS susu ile yaklasik %

63’liniin, TS4 susu ile ise yaklasik % 68’inin tiikkendigi belirlendi (Tablo 4.3).

36



Tablo 4.3: Aerobik, antibiyotikli kosullarda FBRS, TS3 ve TS4 suslariin % 4 (w/v)
laktoz iceren PAS besiyerinde 48. saat sonunda pH, OD (600 nm), etanol (% w/v; %
v/v) ve besiyerinde kalan laktoz miktarlar1 (% w/v). Her deger iki tekrarin
ortalamasidir. Parantez i¢indeki degerler standart sapmalar1 (8y-1) gostermektedir.

oD EtOH EtOH Laktoz
(600 nm) (9/100 ml) (% Viv) (% Wiv)

FBR5 522 (0.12) 277 (0.52) 050 (0.09) 054 (0.01) 149 (0.15)

Susglar pH

TS3 643 (043) 530 (0.71) 218 (0.06) 277 (0.08) 0.00 (0.00)

TS4 546 (0.38) 329 (0.76) 0.62 (0.08) 0.80 (0.08) 1.30 (0.04)
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Sekil 4.4: Aerobik, antibiyotikli kosullarda, PAS besiyerinde, her {inite hiicre
biyokiitlesi basina iiretilen etanol miktarlar1 (g etanol x 100 ml™ besiyeri / OD™). Her
deger iki tekrarin ortalamasidir. Hata ¢ubuklar1 standart sapmalari (6p-1)
gostermektedir.

4.1.4 Biiyiik Hacimli-Mikroaerobik Kiiltiirler

FBR5, TS3 ve TS4 suslarmin pH degerleri, hiicre yogunluklar1 (ODggo), etanol
tiretimleri (% w/v; % v/v), VHb ekspresyonlar1 (nmol/g yas agirlik) ve besiyerinde
kalan laktoz miktarlar1 (% w/v) 1000 mI’lik erlenler igerisinde 800 ml olacak sekilde
hazirlanan, % 4 (w/v) laktoz igeren PAS besiyeri (pH 7.0) ile mikroaerobik olarak,
uygun antibiyotikleri igeren kosullarda, 180 rpm g¢alkalama hizinda, 37 °C sicaklikta,
48 saatlik inkiibasyon sonunda incelendi.

Uygun antibiyotikleri igeren PAS besiyerinde, mikroaerobik kosulda biiyiitiilen

kiiltiirlerde, iiremenin 48. saati sonundaki pH degerlerinde, yine benzer olarak en
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fazla TS4 susu olacak sekilde, 6nemli azalmalar (p < 0.05) belirlendi. Toplam hiicre
sayimlar1 i¢cin, OD 600 nm’de yapilan 6lgiim sonuglarinda, TS3 susu ile en yiiksek
degere sahip oldugu goriildii. Etanol iiretimi agisindan (% w/v; % v/v) FBRS susuna
gore, TS3 susu ile % 171 (p = 0.02) ve TS4 susu ile % 38 (p = 0.02) daha fazla
etanol {iretiminin oldugu goézlendi (Tablo 4.4). Her iinite hiicre biyokiitlesi basmna
etanol iiretiminin (g etanol x 100 mI™ besiyeri / OD™) yine FBR5 susuna gore, TS3
susu ile % 34 (p = 0.05), TS4 susu ile % 39 (p = 0.01) daha fazla oldugu belirlendi
(Sekil 4.5). VHb ekspresyonunun (nmol/g yas agirlik) ise en fazla TS4 susu ile 508
nmol/g (p = 0.004) oldugu goriildii (Sekil 4.6). Kiiltiir ortaminda bulunan laktozun,
iremenin 48. saati sonunda, TS3 susu ile tamamen tiikenirken, FBRS susu ile
yaklasik % 72’sinin, TS4 susu ile yaklasik % 84 iiniin tiiketildigi tespit edildi (Tablo
4.4).

Tablo 4.4: Mikroaerobik, antibiyotikli kosullarda FBRS, TS3 ve TS4 suslariin % 4
(w/v) laktoz igeren PAS besiyerinde 48. saat sonunda pH, OD (600 nm), etanol (%
w/v; % v/v) ve besiyerinde kalan laktoz miktarlar1 (% w/v). Her deger iki tekrarm
ortalamasidir. Parantez i¢indeki degerler standart sapmalar1 (d5.1) gdstermektedir.

oD EtOH EtOH Laktoz
(600 nm) (9/100 ml) (% viv) (% wiv)

FBR5 542 (0.06) 200 (0.14) 081 (0.01) 1.04 (0.02) 114 (0.14)

Suglar pH

TS3 564 (0.03) 4.04 (0.06) 222 (0.10) 2.82  (0.12) 0.00 (0.00)

TS4 533 (0.18) 198 (0.04) 113 (0.06) 144  (0.07) 065 (0.18)

0,70
0,60
0,50
0,40
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EtOH/OD (g.100ml-1/0DY)

Sekil 4.5: Mikroaerobik, antibiyotikli kosullarda, PAS besiyerinde, her iinite hiicre
biyokiitlesi basina iiretilen etanol miktarlari (g etanol x 100 ml™ besiyeri / OD™). Her
deger iki tekrarin ortalamasidir. Hata ¢ubuklar1 standart sapmalari (5n-1)
gostermektedir.

38



700

600 —

500 —

400 —

mTS3
300 —

TS4

VHb (nmol/g)

200 - T I

100 - —

Aerobik Mikroaerobik

Sekil 4.6: PAS besiyerinde, biiyiik hacimde farkl kosullarda biiyiitiilen kiiltiirlerin
VHb ekspresyon degerleri (nmol/g yas agirlik). Her deger iki tekrarin ortalamasidir.
Hata ¢ubuklar1 standart sapmalar1 (8,.1) gostermektedir.

4.2. Laktoz iceren Kontrol Besiyerindeki Etanol Uretimleri

4.2.1. Kiiciik Hacimli-Aerobik Kiiltiirler

FBRS5, TS3 ve TS4 suslarinin pH degerleri, hiicre yogunluklar1 (ODggp), etanol
iretimleri (% w/v; % v/v), VHb ekspresyonlar1 (nmol/g yas agirlik) ve besiyerinde
kalan laktoz miktarlar1 (% w/v) 100 ml’lik erlenler icerisinde 20 ml olacak sekilde
hazirlanan, % 4 (w/v) laktoz kontrol (LK) besiyeri (pH 7.0) ile aerobik olarak, uygun
antibiyotikleri iceren kosullarda, 180 rpm calkalama hizinda, 37 °C sicaklikta, 48
saatlik inkiibasyon sonunda incelendi.

Uygun antibiyotikleri igeren LK besiyerinde, aerobik kosulda biiyiitiilen
kiiltiirlerde, iiremenin 48. saati sonundaki pH degerlerinde, en fazla TS4 susu ile
olacak sekilde, onemli azalmalar (p > 0.05) belirlendi. Toplam hiicre sayimlari i¢in,
OD 600 nm’de yapilan dl¢cim sonuglarinda, TS4 susunun en yliksek degere sahip
oldugu goriildii. Etanol iiretimi agisindan (% w/v; % v/v) FBRS susuna gore, TS3
susu ile % 112 (p = 0.04), TS4 susu ile ise % 162 (p = 0.02) daha fazla etanol
iiretiminin oldugu goézlendi (Tablo 4.5). Her iinite hiicre biyokiitlesi basina etanol

{iretiminin (g etanol x 100 m1™ besiyeri / OD™) yine FBR5 susuna gore, TS3 susu (p
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=0.05) ve TS4 susu (p = 0.10) ile % 50 daha fazla oldugu belirlendi (Sekil 4.7). VHb
ekspresyonunun (nmol/g yas agirlik) ise en fazla TS4 susu ile 80 nmol/g (p = 0.03)
oldugu goriildii (Sekil 4.9). Peynir alt1 suyu ortamindan farkli olarak, LK besiyerinde
laktoz kullaniminin diisiik miktarlarda ve farkli kosullarda benzer sekilde
gerceklestigi goriildii. Kiiltiir ortaminda tiremenin 48. saati sonunda ortamdaki
laktozun, FBRS susu ile % 15’inin, TS3 susu ile % 23’{iniin, TS4 susu ile % 28’sinin
tiketildigi goriildi (Tablo 4.5).

Tablo 4.5: Aerobik, antibiyotikli kosullarda FBRS, TS3 ve TS4 suslarimin % 4 (w/v)
laktoz i¢eren LK besiyerinde 48. saat sonunda pH, OD (600 nm), etanol (% w/v; %
v/v) ve besiyerinde kalan laktoz miktarlar1 (% w/v). Her deger iki tekrarin
ortalamasidir. Parantez i¢indeki degerler standart sapmalar1 (d5.1) gostermektedir.

oD EtOH EtOH Laktoz
(600 nm) (9/100 ml) (% viv) (% wiv)

FBR5 6.4 (0.11) 102 (0.03) 006 (0.01) 008 (0.01) 341 (0.01)

Suglar pH

TS3 619 (054) 133 (0.17) 013 (0.01) 017 (0.01) 3.08 (0.04)

TS4 594 (0.08) 174 (0.06) 0.6 (0.01) 021 (0.01) 2.88 (0.04)

0,12

0,10 T

0,08

0,06
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0,02

EtOH/OD (g.100ml-1/0DY)

0,00

FBR5 TS3 TS4

Sekil 4.7: Aerobik, antibiyotikli kosullarda, LK besiyerinde, her {inite hiicre
biyokiitlesi basima iiretilen etanol miktarlar1 (g etanol x 100 ml™ besiyeri / OD™). Her
deger iki tekrarin ortalamasidir. Hata gubuklar1 standart sapmalar1 (1)
gostermektedir.

4.2.2. Kii¢iik Hacimli-Mikroaerobik Kiiltiirler

FBRS, TS3 ve TS4 suslarinin pH degerleri, hiicre yogunluklar1 (ODggp), etanol
tiretimleri (% w/v; % v/v), VHb ekspresyonlar1 (nmol/g yas agirlik) ve besiyerinde
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kalan laktoz miktarlar1 (% w/v) 100 ml’lik erlenler igerisinde 80 ml olacak sekilde
hazirlanan, % 4 (w/v) laktoz igeren LK besiyeri (pH 7.0) ile mikroaerobik olarak,
uygun antibiyotikleri iceren kosullarda, 180 rpm c¢alkalama hizinda, 37 °C sicaklikta,
48 saatlik inkiibasyon sonunda incelendi.

Uygun antibiyotikleri igeren LK besiyerinde, mikroaerobik kosulda biiyiitiilen
kiiltiirlerde, tiremenin 48. saati sonundaki pH degerlerinde, en fazla PTS4 susu ile
olacak sekilde, 6nemli azalmalar (p < 0.05) belirlendi. Toplam hiicre sayimlari i¢in,
OD 600 nm’de yapilan 6lgiim sonuglarinda, FBRS5 susunun en yiiksek degere sahip
oldugu goriildi. Etanol tiretimi agisindan (% w/v; % v/v), TS3 susu, FBR5 susuna
gore % 75 (p = 0.03), TS4 susu ile ise FBRS susuna gore % 25 (p = 0.03) daha fazla
etanol tiretiminin oldugu gozlendi (Tablo 4.6). Her iinite hiicre biyokiitlesi basina
etanol iiretiminin (g etanol x 100 ml™ besiyeri / OD™) yine FBR5 susuna gore, TS3
susu (p = 0.00) ve TS4 susu (p = 0.00) ile % 100 daha fazla oldugu belirlendi (Sekil
4.8). VHb ekspresyonunun (nmol/g yas agirlik) ise en fazla TS4 susu ile 137 nmol/g
(p = 0.02) oldugu goriildii (Sekil 4.9). Kiiltiir ortaminda iiremenin 48. saati sonunda
ortamdaki laktozun, FBRS susu ile yaklasik % 11’inin, TS3 susu ile % 18’inin, TS4
susu ile yaklagik % 8’inin tiikendigi goriildii (Tablo 4.6).

Tablo 4.6: Mikroaerobik, antibiyotikli kosullarda FBR5, TS3 ve TS4 suglarinin % 4
(w/v) laktoz iceren LK besiyerinde, 48. saat sonunda pH, OD (600 nm), etanol (%
w/v; % v/v) ve besiyerinde kalan laktoz miktarlar1 (% w/v). Her deger iki tekrarmn
ortalamasidir. Parantez i¢indeki degerler standart sapmalar1 (0,-1) gostermektedir.

oD EtOH EtOH Laktoz
(600 nm) (9/100 ml) (% viv) (% wiv)

FBR5 531 (0.81) 1.30 (0.28) 0.03 (0.01) 004 (0.00) 3.57 (0.04)

Suslar pH

TS3 519 (0.83) 126 (0.11) 0.05 (0.00)  0.07 (0.01) 327 (0.04)

TS4 514 (0.80) 1.01 (0.01) 0.04 (0.01) 005 (0.01) 3.66 (0.06)
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Sekil 4.8: Mikroaerobik, antibiyotikli kosullarda, LK besiyerinde, her iinite hiicre
biyokiitlesi basina iiretilen etanol miktarlar (g etanol x 100 ml™ besiyeri / OD™). Her
deger iki tekrarin ortalamasidir. Hata gubuklari standart sapmalar (5p-1)
gostermektedir.
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Sekil 4.9: LK besiyerinde, kiiclik hacimde farkli kosullarda biiyiitiilen kiiltiirlerin
VHb ekspresyon degerleri (nmol/g yas agirlik). Her deger iki tekrarmn ortalamasidir.
Hata ¢ubuklar1 standart sapmalar1 (8,.1) gostermektedir.

4.2.3. Biiyiik Hacimli-Aerobik Kiiltiirler

FBRS, TS3 ve TS4 suslarinin pH degerleri, hiicre yogunluklar1 (ODsgqo), etanol
retimleri (% w/v; % v/v), VHb ekspresyonlar1 (nmol/g yas agirlik) ve besiyerinde
kalan laktoz miktarlar1 (% w/v) 1000 ml’lik erlenler i¢erisinde 200 ml olacak sekilde
hazirlanan, % 4 (w/v) LK besiyeri (pH 7.0) ile aerobik olarak, uygun antibiyotikleri
iceren kosullarda, 180 rpm ¢alkalama hizinda, 37 °C sicaklikta, 48 saatlik inkiibasyon

sonunda incelendi.

42



Uygun antibiyotikleri igeren LK besiyerinde, aerobik kosulda biiyiitiilen
kiiltiirlerde, tiremenin 48. saati sonundaki pH degerlerinde, en fazla TS3 susu ile
olacak sekilde, biitiin suslarda 6nemli azalmalar (p < 0.05) belirlendi. Toplam hiicre
sayimlar1 i¢in, OD 600 nm’de yapilan 6l¢iim sonuglarinda, TS3 susunun en yiiksek
degere sahip oldugu goriildi. Etanol iiretimi agisindan (% w/v; % v/v) FBRS susuna
gore, TS3 susu ile % 43 (p = 0.10), TS4 susu ile ise, % 24 (p = 0.06) daha fazla
etanol {iretiminin oldugu goézlendi (Tablo 4.7). Her inite hiicre biyokiitlesi basmna
etanol tiretiminin (g etanol x 100 ml™ besiyeri / OD™) FBR5 susuna gore, TS3 susu
ile % 45 (p = 0.03), TS4 susu ile % 64 (p = 0.06) daha fazla oldugu belirlendi (Sekil
4.10). VHb ekspresyonunun (nmol/g yas agirlik) ise en fazla TS4 susu ile 30 nmol/g
(p = 0.03) oldugu goriildii (Sekil 4.12). Kiiltiir ortaminda {iremenin 48. saati sonunda
ortamdaki laktozun, FBR5 susu ile yaklasik % 25’inin, TS3 susu ile % 36’sinin, TS4
susu ile yaklasik % 30 unun tiikendigi goriildii (Tablo 4.7).

Tablo 4.7: Aerobik, antibiyotikli kosullarda FBRS, TS3 ve TS4 suslarinin % 4 (w/v)
laktoz igeren LK besiyerinde 48. saat sonunda pH, OD (600 nm), etanol (% w/v; %
v/v) ve besiyerinde kalan laktoz miktarlar1 (% w/v). Her deger iki tekrarm
ortalamasidir. Parantez icindeki degerler standart sapmalar1 (6,-1) gostermektedir.

oD EtOH EtOH Laktoz
(600 nm) (9/100 ml) (% viv) (% wiv)

FBR5 6.16 (0.37) 145 (0.07) 0.6 (0.01) 021 (0.02) 3.00 (0.13)

Suglar pH

TS3 524 (062) 150 (0.01) 025 (0.01) 030 (0.02) 253 (0.06)

TS4 529 (0.60) 111 (0.01) 020 (0.01) 026 (0.01) 279 (0.01)
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Sekil 4.10: Aerobik, antibiyotikli kosullarda, LK besiyerinde, her {inite hiicre
biyokiitlesi bagima iiretilen etanol miktarlar (g etanol x 100 ml™ besiyeri / OD™). Her
deger iki tekrarin ortalamasidir. Hata gubuklar1 standart sapmalar1 (6p-1)
gostermektedir.
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4.2.4. Biiyiik Hacimli-Mikroaerobik Kiiltiirler

FBRS, TS3 ve TS4 suslarinin pH degerleri, hiicre yogunluklar1 (ODggp), etanol
iretimleri (% w/v; % v/v), VHb ekspresyonlar1 (nmol/g yas agirlik) ve besiyerinde
kalan laktoz miktarlar1 (% w/v) 1000 mI’lik erlenler icerisinde 800 ml olacak sekilde
hazirlanan, % 4 (w/v) laktoz i¢eren LK besiyeri (pH 7.0) ile mikroaerobik olarak,
uygun antibiyotikleri iceren kosullarda, 180 rpm ¢alkalama hizinda, 37 °C sicaklikta,
48 saatlik inkiibasyon sonunda incelendi.

Uygun antibiyotikleri igeren LK besiyerinde, mikroaerobik kosulda biiyiitiilen
kiiltlirlerde, iiremenin 48. saati sonundaki pH degerlerinde, en fazla PTS4 susu
olacak sekilde, onemli azalmalar (p < 0.05) belirlendi. Toplam hiicre sayimlari i¢in,
OD 600 nm’de yapilan 6l¢lim sonucglarinda, TS3 susunun en yiiksek degere sahip
oldugu gorildii. Etanol iiretimi agisindan (% w/v; % v/v) FBRS susuna gore, TS3
susu ile % 43 (p = 0.01), TS4 susu ile ise, % 80 (p = 0.01) daha fazla etanol
iiretiminin oldugu gozlendi (Tablo 4.8). Her iinite hiicre biyokiitlesi basina etanol
tiretiminin (g etanol x 100 ml™ besiyeri / OD™) yine FBR5 susuna gore, TS3 susu ile
% 74 (p = 0.04) ve TS4 susu ile % 58 (p = 0.04) daha fazla oldugu belirlendi (Sekil
4.11). VHD ekspresyonunun (nmol/g yas agirlik) ise en fazla TS4 susu ile 334 nmol/g
(p = 0.06) oldugu goriildii (Sekil 4.12). Kiiltiir ortaminda iiremenin 48. saati sonunda
ortamdaki laktozun, FBRS susu ile ve TS4 susu ile yaklasik % 32’sinin, TS4 susu ile
yaklasik % 37’sinin tiikkendigi oldugu goriildii (Tablo 4.8).

Tablo 4.8: Mikroaerobik, antibiyotikli kosullarda FBRS, TS3 ve TS4 suslarmin % 4
(w/v) laktoz i¢eren LK besiyerinde 48. saat sonunda pH, OD (600 nm), etanol (%
w/v; % v/v) ve besiyerinde kalan laktoz miktarlar1 (% w/v). Her deger iki tekrarmn
ortalamasidir. Parantez i¢indeki degerler standart sapmalar1 (dn-1) gdstermektedir.

oD EtOH EtOH Laktoz

Suslar pH (600 nm) (9/100 ml) (% viv) (% wiv)

FBR5 485 (0.08) 117 (0.11) 023 (0.02) 030 (0.02) 271 (0.04)
TS3 551 (0.01) 141 (0.05) 034 (0.01) 043 (0.02) 271 (0.30)

TS4 538 (011) 126 (0.06) 042 (0.01) 054 (0.01) 252 (0.06)
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Sekil 4.11: Mikroaerobik, antibiyotikli kosullarda, Laktoz besiyerinde, her {inite
hiicre biyokiitlesi basina iiretilen etanol miktarlari (g etanol x 100 ml™ besiyeri /
OD™). Her deger iki tekrarmn ortalamasidir. Hata ¢ubuklar1 standart sapmalari (8.1)
gostermektedir.
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Sekil 4.12: LK Besiyerinde, biiylik hacimde farkli kosullarda biiytitiilen kiiltiirlerin
VHb ekspresyon degerleri (nmol/g yas agirlik). Her deger iki tekrarin ortalamasidir.
Hata gubuklar1 standart sapmalar1 (5y.1) gostermektedir.
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5. SONUCLAR VE YORUMLAR

Bu tez kapsaminda, E. coli suslar1 (NZN111 ve FBRS) ve bu suslardan pdc,
adhb ve vgb igerecek sekilde gelistirilen TS3 ve TS4 suslarinin farkli havalandirma
kosullarinda, peynir alt1 suyu (PAS) ve laktoz kontrol (LK) besiyerleri ile hazirlanan,
uygun antibiyotikleri igeren besiyerlerindeki biyoetanol ve hemoglobin iiretim
ozellikleri incelendi.

Bu calismada, VHb ekspresyonunun, aerobik ve mikroaerobik kosullarda,
PAS igeren (laktoz; % 4 wiv) veya LK (laktoz; % 4, w/v) besiyerlerinde, hem etanol
miktarinin hem de her iinite hiicre biyokiitlesi bagina etanol {iretiminin artmasina
neden oldugu goriilmiistiir.

Elde edilen sonuglara gore, en fazla etanol iiretimi, biiyiik 6lcekli PAS igeren
antibiyotikli ortamlarda, 48 saat siiren mikroaerobik inkiibasyon sonunda, FBRS susu
ile elde edilenden, TS3 susu ile % 171 (2.22 g/100ml) ve TS4 susu ile % 38 (1.13
9/100ml) daha fazla olacak sekilde saglanmistir. Benzer sekilde biiyiik dlgekli PAS
iceren antibiyotikli ortamlarda, 48 saat siiren aerobik inkiibasyon sonunda, FBR5
susu ile elde edilenden, TS3 susu ile % 413 (2.18 g/100ml) daha fazla olacak sekilde
saglanmustir. Her {inite hiicre biyokiitlesi basma etanol liretimi igin ise en yiiksek
degerler, biiyiik 6l¢ekli PAS iceren antibiyotikli ortamlarda, 48 saat siiren aerobik
inkiibasyonun sonunda, yine FBRS susu ile elde edilenden, TS3 susu ile % 160 ve
TS4 susu ile % 27 daha fazla olarak belirlenmistir.

LK besiyerinde, mikroaerobik kosullarda, uygun antibiyotikleri i¢ceren biiylik
Olgekli ortamlarda, 48 saatlik inkiibasyon sonunda, en fazla etanol iiretiminin, FBR5
susuna gore, TS4 susu ile % 43 (0.43 g/100ml), TS3 susu ile % 80 (0.54 g/100ml)
daha fazla olacak sekilde belirlenmistir. Her {inite hiicre biyokiitlesi basina etanol
iretimi i¢cin ise en yiiksek degerler, mikroaerobik kosullarda, antibiyotik iceren,
kiigiik 6l¢ekli LK besiyerinde, TS3 ve TS4 suslarinin her ikisi ile % 100 daha fazla
olarak elde edilmistir.

Sanny ve arkadaslarinin (2010) yaptiklar1 bir ¢alismada E. coli FBR5, TS3 ve
TS4 suslar1 kullanilmig ve mikroaerobik kosullarda, % 8 (w/v) glukoz veya ksiloz ya
da % 20 musir hidrolizat1 igeren LB besiyerinde {iretilen kiiltiirlerde, diisiik
seviyelerde VHb ekspresyonu yapan TS3 susunun, FBR5 susundan daha fazla etanol

trettigi  belirlenmistir. Ayni g¢aliymada, VHb ekspresyonunun ksilozdan etanol
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dretimini  arttirdigi, glukozdan ise az miktarda arttirabildigi gosterilmistir.
Aragtirmacilar, VHb ekspresyonunun glukoz (% 8, w/v) igeren LB besiyerinde,
kiigiik 6lgekli ortamda % 30, ksiloz (% 8, w/v) igeren LB besiyerinde % 119 ve misir
hidrolizat1 (% 20, w/v) igeren LB besiyerinde % 59 oraninda etanol iiretimini
arttirdigini belirlemislerdir. Calismanin devaminda, 2 litrelik fermentorlerde, glukoz
(% 8, w/v) igeren LB besiyerinde denemelerde, TS3 susunun % 10 daha fazla etanol
iirettigini tespit etmislerdir.

Abanoz ve arkadaslarinin (2012) yaptig1 baska bir ¢alisma da ise % 8 (w/v)
glukoz igeren kiigiik 6lgekli ve biiyiik 6l¢ekli Luria Bertani (LB) besiyerinde etanol
iretimini genellikle en fazla TS3 susu ile belirlemislerdir. Ancak patates isleme atik
suyu hidrolizati igeren besiyeri ile kiiciik 6l¢ekli ve mikroaerobik denemelerde, VHb
ekspresyonunun, TS3 ve TS4 suslar1 ile yaklasik % 16 etanol tiretimini arttirdigini,
her iinite hiicre biyokiitlesi basma etanol liretiminin ise en fazla TS4 susu ile yaklasik
% 36 oraninda arttigin1 saptamiglardir. Ayrica patates isleme atik suyu hidrolizati
besiyeri ile biiylik 6lcekli denemelerde, yine FBRS susuna gore, TS3 ve TS4 suslar1
ile yaklasik % 18 oraninda etanol {iretiminin arttirdigini ancak her tinite hiicre
biyokiitlesi basina etanol iiretiminin en fazla, yine TS4 susu ile % 48 oraninda
arttirdigini belirlemislerdir.

Bu tez ¢alismasinda yukaridaki ¢alismalarda kullanilan sekerlerden farkl
olarak, uygun antibiyotikleri ve laktoz iceren PAS ve LK besiyeri kullanilmis, FBRS,
TS3 ve TS4 suslari ile etanol ve hemoglobin iiretim 6zellikleri incelenmistir. Etanol
iiretimi, PAS besiyerinde hem aerobik ve mikroaerobik kosullarda hem de biiyiik ve
kiiciik 6lgeklerde en fazla TS3 susu ile elde edilmistir. PAS besiyerinde en yiiksek
oranda alkol iiretimi (%V/Vv), mikroaerobik biiyiik 6l¢ekli kosullarda TS3 susu ile
gerceklesmistir. Her {inite hiicre biyokiitlesi basina diisen etanol iiretiminin ise en
fazla, biiyiik 6l¢ekli aerobik ortamda, TS3 susu ile % 160 oraninda oldugu
saptanmustir. % 4 (W/v) laktoz i¢eren, laktoz kontrol besiyerinde ise etanol {iretimi en
fazla TS4 susu ile biiyiik 6lcekli mikroaerobik ortamda elde edilmistir. Her {inite
hiicre biyokiitlesi basina diisen etanol iiretiminin ise en fazla, kiiciik 6lgekli
mikroaerobik ortamda, TS3 ve TS4 suslari ile % 100 oraninda oldugu saptanmustir.

Bir bagka ¢alismada ise Z. mobilis’e ait etanol iiretimi igin gerekli olan, pdc
(piruvat dekarboksilaz) ve adhb (alkol dehidrogenaz 11) genlerinin, bu genleri tasiyan
bir plazmit ile E. coli’ye aktarimi saglanmistir [Ingram et al., 1988]. Bu genlerin E.

coli’ye transfer edilmesiyle gelistirilen, etanolojenik bir mikroorganizma olan
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Escherichia coli KO11 susu ile glukoz, laktoz ve ksiloz sekerlerinden etanol
tretiminin gergeklestirilebilecegi gosterilmistir [Alterthum et al., 1989]. Leite ve
arkadaglar1 (2000) rekombinant Escherichia coli KO11 susu ile peynir alti suyu
ortamina, etanol iiretiminin arttirilmasi i¢in iki farkl nitrojen kaynagi, maya oziitii ve
bazi iz elementleri ilave ederek etanol iiretimini incelemislerdir. Peynir alt1 suyu
besiyerine, litreye % 0.05°den % 0.5’e kadar dort farkli konsantrasyonlarda maya
Oziitli eklenmis ve en verimli sonug % 0.5 oraninda maya 6ziitii ilave edilmesiyle, 36
saatlik fermentasyon sonucunda alimmistir. Guaimaraes ve arkadaslar1 (1992) ise,
KOI11 susu ile peynir alt1 suyu iceren LB besiyerinde, iz elementlerin ve tiaminin
etanol liretimine arttic1 etkisi oldugunu bildirmislerdir. Arastirmacilar, litreye % 0.5
maya Oziitii eklenmis peynir alt1 suyu besiyerine, farkli iz element karisimlarr ve
tiamin ekleyerek etanol iiretimi ilizerine etkisini incelemislerdir. % 0.5 maya 06ziitii
iceren peynir alt1 suyu besiyerine, iz elementler ve tiamin (1 ug/L) eklenmesiyle
etanol iiretiminin, sadece maya 06ziitii iceren peynir alt1 suyu besiyerinde iiretilen
etanol miktardan daha fazla oldugunu belirlemislerdir. En yiiksek alkol iiretimini ise
besiyerine, iz elementlerden Zn**, Ca™, Mn"" ve tiamin ilavesiyle elde etmislerdir.
Bu verilere dayanarak, bu tez calismasinda hem PAS besiyerine hem de LK
besiyerine litreye % 0.5 maya 6ziitii, karigik iz element soliisyonu (5 ml/L) (Cizelge
3.3.) ve tiamin (1ug/L) eklenmistir.

Hem aerobik hem mikroaerobik kosullarda, genel olarak TS3 suslarindaki VHb
ekspresyonu seviyeleri TS4 susundakinden daha diisiik bulunmustur. TS3 susunda
bulunan pTS3 plazmidi, TS4 susunda bulunan pTS4 plazmidinden daha diisiik kopya
sayisina sahip oldugundan, VHb ekpresyonlar1 arasindaki bu farkin nedeninin gen
doz etkisi olabilecegi diisiiniilmiistir. Onceki calismalarda E.coli’"de VHb
ekpresyonunun mikroaerobik kosullarda etanol iiretimini azalttigi belirlenmistir [ Tsai
et al., 1996]. Sanny ve arkadaslarinin (2010) yaptig1 baska bir calismada ise, % 20
(v/v) mustr hidrolizat1 iceren LB besiyerinde yliksek seviyede eksprese olan VHD ile
etanol liretimi arasinda ters bir orant1 belirlenmistir. Bu verilerle uyumlu bir sekilde,
bu tez ¢aligmasinda da, PAS besiyerinde TS3 susu ile VHb nin diisiik seviyelerdeki
ekspresyonu hem etanol miktarin1 hem de her {inite hiicre biyokiitlesi bagina etanol
dretimini arttirmigtir. Buna karsin, PAS besiyerinde, TS4 susunda goriilen ytliksek
seviyelerdeki VHb’nin ekspresyonu, genellikle her {inite hiicre biyokiitlesi basina

etanol liretimini arttirdig: belirlenmistir.
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Onceki ¢alismalarda, VHb nin oksijeni terminal oksidazlara transfer eden bir
arag olarak is gordiigii belirlenmistir. VHb sitokrom bo ubikinol oksidazin 1 nolu alt
linitesine baglanir, oksijeni transfer eder ve oksidatif fosforilasyonla ATP tiretimini
Ozellikle diisiik oksijenli kosullarda saglar. [Park et al., 2002]. E. coli’de VHb
eksprese eden suglar VHb eksprese etmeyen yabanil suslara gore daha yiiksek
biiylime orani ve daha az glukoz tiiketim oran1 gostermislerdir ki bu da glikolizisten
daha etkin ATP ve NADH olusumu ile iliskilidir [Tsai et al., 1995]. VHb’nin,
NADH/NAD" ve ATP/ADP oranlarindaki degisiklikleri indiikleyici bir rol oynadig1
sanilmaktadir. VHb nin hiicre igerigini daha oksidize bir hale getirdigi ve boylece
metabolik yollarda karbon akis semasini degistirdigi diisiiniilmektedir [Dikshit et al.,
1992]. VHb ekspresyonunun, E. coli’de, mikroaerobik kosulda NADH miktarmnin
azalmasina ve de ATP miktarmin artmasina neden oldugu belirlenmistir [Dikshit et
al., 1992]. Arnaldos ve arkadaglarinin (2012) TS3 ve FBRS suslari1 ile yapmis oldugu
bir calismada, NAD", NADH ve ATP seviyeleri, VHb’nin etanol iiretimi {izerindeki
biyokimyasal etkilerinin anlasilmasi agisindan incelenmistir. Fermentasyonun erken
evrelerinde NADH/NAD" oram1 TS3 susu icin FBRS susuna gore daha az iken,
biiyiimenin ge¢ evrelerinde bu oranin arttigi goriilmiistiir [Arnaldos et al., 2012].
Baska bir deyisle, mikroaerobik kosulda, hiicreler anaerobikten c¢ok aerobik
metabolizmalarin1 kullanarak daha az karbon kaynagindan daha c¢ok enerji
iretebilmektedirler [Tsai et al., 1996]. Boylece, vgb tasiyan rekombinant hiicrelerin
gelistirilmesi  ile enerjiyi verimli kullanmalar1 sayesinde, ¢esitli karbon
kaynaklarindan tretilecek metabolitlerin daha yliksek miktarlarda elde edilebilmesi
saglanabilir. Bu tez ¢alismasinda da, PAS besiyerinde, VHb ekspresyonu ile birlikte,
TS3 susunda, hem etanol miktarinin hem de her iinite hiicre biyokiitlesi bagina etanol
iiretiminin arttigt ve ortamdaki laktozun 48 saat fermantasyon sonunda tamamen
tilkendigi belirlenmistir. LK besiyerinde ise iiretilen etanol miktarlar1t VHb
ekspresyonu seviyelerinin PAS besiyerine gore ¢ok daha diisiik oldugu ve biitiin
suslarin laktozu iyi bir sekilde metabolize edemedigi saptanmaistir.

Wu ve arkadaglar1 (2011), VHb ile B-galaktosidazin Pichia pastoris’in
sitoplazmasinda birlikte ekspresyonun hiicrelerin iiremesini, canliligini, solunumunu
B- galaktosidaz iiretimini arttirdigini gostermislerdir.

Peynir alt1 suyu besiyeri igerdigi laktoz orani ile laktoz kontrol besiyerindeki
laktoz miktarlar1 esit olmasmna ragmen, peynir alti suyunun, igerdigi bir takim

besleyici bilesenlerden, mineral ve vitaminlerden dolayi, iremeyi, VHb
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ekspresyonunun ve bdylece etanol dretim etkinligini arttrmis olabilecegi
distiniilmektedir.

Etanol olusumu her ne kadar fermentatif bir olay ise de, optimum sentezi belli
kritik seviyede oksijene gereksinim duymaktadir. Bununla birlikte, VHb ile
arttirilmig etanol {iretim etkinligi E.coli hiicrelerinin arttirilmis biyosentetik
kapasitesi ile ilgili olabilir. Daha fazla enerji, etkin hiicre biiyiimesi ve diger
metabolik iglemlerin (6rnegin metabolik enzimlerin biyosentezi) ¢cogalmasina neden
olarak hiicrelerin biyosentetik kapasitelerinin artmasina yol agar. Bu tez calismasinda
da, VHbD ekspresyonunun etanol sentez yol izindeki enzimlerin aktivitesini arttirmis
olabilir. Ayrica E.coli’de VHb ekspresyonunun ribozom ve tRNA seviyelerini
yiikselttigi ve boylece hiicrelerin biyosentetik kapasitelerini arttirdigi tahmin
edilmektedir. E.coli’de VHb’nin 308 genin transkripsiyonunu etkiledigi
belirlenmistir [Roos et al., 2004]. Boylece VHD hiicrenin diisiik oksijenli ortamlara
uymasini bu kosullarda biyokiitle artig1 ve artmis VHbD diizeyi ile sagladigi tespit
edilmistir [Tsai et al., 1996].

Laktoz, laktaz enzim preperatlariyla ya da kuvvetli mineral asitlerin etkisiyle
glukoz ve galaktoza pargalanabilmektedir. B- galaktosidaz enzimi laktozun enzimatik
olarak glukoz ve galaktoza kadar parcalamakta ve mikroorganizma, bitki ve hayvan
dokularinda yaygin olarak bulunmaktadir. Bu tez kapsaminda kullanilan E. coli
suslar;, PAS besiyeri ve LK besiyeri igerisindeki laktozu metabolize eden f3-
galaktosidaz enzimine sahip oldugundan, disaridan ilave edilecek laktaz enzimine
ihtiya¢ duyulmadan fermentasyon gergeklestirilmistir. Ayrica bu ¢alismada, peynir
alt1 suyu igerisine fermentasyon oncesi digsaridan katilacak laktaz enzimi ilavesi ile
laktozun glukoz ve galaktoza pargalanmasi ve bu elde edilen besiyerinin kullanilmas1
ile biyoetanol iiretiminin veriminin arttirilabilecegi diisiiniilmektedir. Ancak, bdyle
bir uygulamanin maddi yiikii ayrica degerlendirilmelidir.

Bu ¢alismada, en yiiksek etanol tiretimi yaklasik % 2.8 olarak, biiyiik hacimli
PAS igeren ortamlarda, liremenin 48. saati sonunda hem mikroaerobik hem aerobik
kosulda belirlenmistir. VHb ekspresyonunun mikroaerobik ortamlarda indiiklendigi
bilinmesine ragmen, aerobik ortamlarda da esit miktarda yiiksek etanol degeri elde
edilebilmesinin sebebinin fermentasyon ortaminin iiremenin 48. saatinde aerobikten
mikroaerobige degismesi ve VHb ekspresyonunu indiiklemesi, bdylece etanol

iretimini arttirmasi olabilecegi diisliniilmektedir.
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Teknolojik gelismeler ve tiikketicilerin artan ilgisi ile birlikte atik {iriin olmaktan
¢ikan peynir alt1 suyunun, bilesiminden kaynaklanan besleyici 6zellikleriyle birlikte
maya Oziitii, iz element soliisyonu ve tiamin miktarlar1 degistirilerek biyoetanol
iiretiminin verimi arttirilabilir.

Bu tez calismasinda, E. coli suslar1t NZN111 ve FBRS ve bu suslardan
gelistirilen TS3 ve TS4 suslar1 kullanilarak, VHb’nin gida peynir alt1 suyundan
biyoetanol liretimi iizerindeki etkisi incelenmistir. Peynir alt1 suyu igeren ortamda ve
farkli havalandirma kosullarinda, vgb, pdc ve adhb dizilerine sahip bu rekombinant
suslar ve trettikleri etanol miktarinin belirlenmesi, tireme 6zelliklerinin incelenmesi
ve TUrettikleri hemoglobin miktarmin 06lgiilmesi, VHb teknolojisi ile yapilan
calismalar kapsaminda bir ilktir.

Bu c¢alismada, aerobik ve mikroaerobik kosullarda, PAS veya LK
besiyerlerinin her ikisinde de, kii¢iik hacimli ortamlardan biiylik hacimli ortamlara
gecislerin tiimiinde, hem etanol iiretiminin hem de VHb ekspresyonunun arttigi
gozlemlenmistir. Laboratuvar ortaminda erlenmayer icerinde gerceklestirilen kiiltiir
ortamlar1, endiistriyel anlamda daha biiyiik reaktorlerde ve kontrollii ortamlarda
gerceklestiginde, etanol iiretiminin daha yiiksek degerlere ¢ikmasi beklenmektedir.
Boylece yapilan ¢alismada elde edilen veriler, fazla maddi yiikii olmayan peynir alt1
suyu ile vgb/VHb sisteminin sanayide biyoetanol iiretiminde potansiyel olarak
kullanilabilecegini ve avantajli olabilecegini gostermektedir.

Bu ¢alisma ile siit endiistrisi i¢inde yer alan ve peynir iiretiminde ortaya ¢ikan,
Kimyasal oksijen ihtiyaci, icerdigi yiiksek miktardaki seker (laktoz) ve protein
nedeniyle onemli Ol¢lide kirlilige neden olan peynir alti suyu VHb teknolojisi ile
degerlendirilebildigi ve c¢evreye verdigi kirliligin onemli oOlclide azaltilabildigi

gosterilmistir.
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