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OZET

Bu c¢alismada, aljinat ile immobilize edilmis Vitreoscilla hemoglobin eksprese
eden (TS3) ve eksprese etmeyen (FBRS5) E.coli suslari ile peynir alt1 suyu tozundan
etanol tiretimi incelenmistir. Bu kapsamda, 6 farkli laktoz konsantrasyonu (%3-15,
w/V) igerecek sekilde peynir alti tozu ve maya Oziiti (WP1-WP9) ile hazirlanan
besiyerleri hem calkalamali inkiibasyon hem de fermentor kosullarinda 96 saat ile
karsilagtirmali olarak degerlendirilmistir. Calkalamali inkiibatér kosullarinda en
yiiksek etanol {iretimi (%3.55, v/v) immobilize E.coli TS3 susu ile 96 saat siire
sonunda WP6 besi ortaminda (%8 laktoz, w/v) elde edilmistir. Fermentor
kosullarinda ise, 96 saat inkiibasyon sonrasi elde edilen en yiiksek etanol iiretiminin
%3.93 (v/v) oldugu gériilmiistiir. immobilize kiiltiirlerin tekrarli kullanilabilirlikleri,
WP6 besiyerinde 15 tekrarli fermantasyon ve 2 farkli saklama soliisyonunda (SS1,
glukoz ve maya oziiti; SS2, CaCly) uzun siire (60 giin) +4°C sicaklikta depo
edilmeleri sonras1 yeniden kullanilmalari ile belirlenmistir. Tekrarli fermantasyonda,
her iki immobilize susun da etanol tiretiminin ilk 6 tekrarli fermantasyonda kararli
oldugu goriilmiistiir. Yedinci tekrarli fermantasyon sonrasi etanol {iretiminin
immobilize TS3 susu ile %4.38 (v/v) oraninda oldugu goriilmistiir. On birinci
tekrarli fermantasyon sonrasi, FBRS5 susu ile etanol iiretiminin Onemli oranda
azaldig1 belirlenirken, TS3 susu ile etanol tiretiminin kararli oldugu tespit edilmistir.
15 tekrarli fermantasyon siiresince, TS3 susunun FBRS5 susuna gore etanol
tiretiminde avantajli oldugu saptanmustir. Ayrica iki saklama soliisyonda 15 ve 30
giin siirelerde depo edilen immobilize suslarin 8 tekrarli fermantasyonda basarili
olarak kullanilabildigi ve etanol iretebildikleri belirlenmistir. Her iki sus ile
hazirlanan immobilize boncuklarin farkli inokulum oranlar1 (%5, 10, 20, 30) ile
etanol tretimleri de incelenmistir. En yiiksek etanol {iretiminin, WP6 besi ortaminda
%10 inokulum orani ile inkiibe edilen immobilize TS3 susu ile 72 saat inkiibasyon
sonrasi, %99 teorik alkol verimi ile %4.64 (v/v) oldugu tespit edilmistir. Sonug
olarak, peynir alt1 tozundan etanol iiretiminde VHDb teknolojisi ve immobilizasyonun

bir arada kullaniminin endiistride umut verici bir uygulama olabilecegi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Peynir alti tozu, immobilizasyon, Vitreoscilla hemoglobini,

etanol iiretimi, E.coli.
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SUMMARY

In this work, bioethanol production from whey powder through alginate
immobilized E.coli strains either expressing (TS3) or not expressing (FBR5)
Vitreoscilla hemoglobin (VHb) was investigated. For determining effective lactose
concentration, prepared from whey powder, 6 different lactose concentrations (3-
15%, wi/v) were evaluated. For this, media (WP1-WP6) with different levels of whey
powder and yeast extract (0.3% and 0.5%, w/v) were evaluated comparatively with
96 h fermentations in both shake flask and fermenter cultures. The WP6 medium
(lactose 8%, wi/v) vyielded the highest ethanol production (3.55%, v/v) by
immobilized E.coli strain TS3 after 96 hours incubation in shake cultures. However
the highest produced ethanol was measured as 3.93% (v/v) in fermenter conditions
after 96 hours of incubation. Reusibilities of immobilized strains were investigated
with 15 repeated batch fermentations by fresh WP6 medium, and after long term
storage (60 days) in two different solutions (SS1, glucose and yeast extract; SS2,
CaCly) at 4°C. During the repeated batch fermentations, ethanol levels for both
strains were consistent at the first 6 repeated batch fermentations. At the end of the
7th cycle of fermentation, ethanol production was increased up to 4.38% (v/v) by
immobilized strain TS3. After the 11th repeated batch fermentations, ethanol
production by strain FBR5 was sharply decreased, while ethanol production by strain
TS3 was stable. During the all repeated fermentations, strain TS3 was maintained a
substantial advantage for ethanol production over strain FBR5. Immobilized cells
successfully produced ethanol after 60 days storage in both solutions. The stored
immobilized strains (for 15 or 30 days) maintained their ethanol production abilities
without distruption over the 8 successive repeated batch fermentations. The inoculum
size of immobilized beads (5, 10, 20, 30%) were also investigated regarding
bioethanol production of both strains. The highest level of ethanol (4.64% v/v, with
99% fermentation efficiency) was archieved by strain TS3 cultivated in WP6
medium (containing 8% lactose) with 10% inoculum level after 72 hours incubation.
Overall, the combination of immobilization and VHb technology may be promising
application for ethanol production from whey powder in industry.

Key Words: Whey Powder, Immobilization, Vitreoscilla Hemoglobin, Ethanol
Production, E.coli.
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZINi

Simageler ve  Aciklamalar

Kisaltmalar

° . Derece

i : Mikron

ul . Mikrolitre

{m . Mikrometre

a : Alfa
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ABD . Amerika Bilesik Devletleri
C . Celcius

cm . Santimetre

cm/s . Birim saniyede santimetre
g : Gram

HCI . Hidroklorik asit

HNO; . Nitrik asit

H,SO, . Siilfirik asit

H3PO, . Fosforik asit

K : Kelvin

kD . Kilodalton

kg . Kilogram

kJ . Kilojoule

kPa . Kilopaskal

L . Litre

M . Molarite

mL . Mililitre

MTBE . Metil Tersiyer Biitil Eter
nm :  Nanometre

nmol . nanomol

oD . Optik yogunluk

pH . Potansiyel Hidrojen

ppm . Miligram / Litre
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rpm . Dakikada dongii say1s1

SS1 : Glukoz ve maya 0ziitii iceren saklama soliisyonu
SS2 . CaCly igeren saklama soliisyonu

uv . Ultraviyole

viv . Hacim/Hacim

vgb . Vitreoscilla hemoglobin geni

VHb . Vitreoscilla hemoglobini

vvm . Dakikada birim hava akis hacmi

wiv : Agirlik / Hacim

WP . Peynir alt1 tozu ile hazirlanan besiyerleri
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1. GIRIS

Fosil kokenli yakitlarin zararli etkileri nedeni ile yenilenebilir ve temiz enerji
olarak ifade edilen biyoyakitlara olan ilgi her gegen giin daha fazla Gnem
kazanmaktadir. Biyoyakaitlar, biyokiitlelerin canli organizmalar kullanilarak kimyasal
veya biyolojik siirecler dogrultusunda enerji  bakimindan zenginlestirilmis
kimyasallar olarak ifade edilebilmektedir. Biyoyakit iiretiminde bakteri, maya,
mantar gibi mikroorganizmalar kullanilabildigi gibi mikro ve makro algler gibi
fotosentetik organizmalar da kullanilabilmektedir. Elde edilen biyoyakit {iriinleri
kat1, stvi veya gaz yapida olabilir [Rodionova et al., 2017]. Kat1 biyoyakit olarak
genel olarak yakacak odun, odun peletleri ve odun komiirii gibi enerji kaynaklari
kullanilmaktadir. Sivi biyoyakit tiirlerine ise biyoetanol, biyodizel, piroliz, biyoyag
ve ulagim yakit1 6rnek verilebilmektedir [Guo et al., 2015]. Lignoseliilozik, nisastali
ve sekerli hammaddelerin fermantasyonu ile elde edilen biyoetanol, fosil kokenli
benzinle karistirilarak ara¢ yakiti olarak kullanilmaktadir [Aditiya et al., 2016]. Gaz
yapidaki biyoyakitlar ise, genel olarak biyogaz ve singaz iiretimleridir.
Biyokiitlelerden anaerobik ortam kosullarinda iiretilen biyogazin mevcut dogal gaz
tiketiminin %25’ini karsilamasi nedeniyle 6zellikle Avrupa ve Cin’de kullanimi
hizla artmaktadir. Ancak, odunsu biyokiitlelerin gazlastirilmasi ile elde edilen
singaz’in lretimi ve tiikketimi maliyet acisindan uygun olmadig: ifade edilmektedir
[Guo et al., 2015]

Diinyada biyoyakit tretimi ve tliketimi son yillarda Onem kazanmstir.
Ozellikle Avrupa’da, 2016 ve 2017 yillarin raporlarina gore, biyoyakit tiikketimi %9.2
oraninda artmigtir. Avrupa’da son yillarda artan biyoyakit tiiketimi yaklasik olarak
15.5 milyon ton petrol rezervine esdeger olarak ifade edilebilir. Avrupa’da 2016 yilin
verilerine gore 2017 yilinda tiim biyoyakit tiirlerin tiiketiminde artig goriilse de en
fazla artisin biyoetanol (%5.8 oraninda artis) ve biyodizelde (%10 oraninda artis)
oldugu bildirilmistir. Sadece Isveg, Finlandiya ve Almanya’nm raporlarina gore
biyogaz tiiketimi 2016 yilina gore 2017 yilinda %9.7 artis saglandig1 raporlanmastir.
Veriler biyoyakit tiiketiminin 2030 yilina kadar iki katina kadar c¢ikabilecegini ve
biyoyakit tiiketiminde Ozellikle biyoetanol ile biyodizelin aktif rol oynayacagim

ongdrmektedir [Web 1, 2019].



Bu tez ¢alismasinda, son yillarda fosil kokenli yakitlara alternatif olarak ilgi
ceken biyoyakitlarin iiretimi ve tiiketiminde umut vaat edici bir enerji kaynagi olarak
siit isleme sanayi yan iriinii olan peynir alti suyu tozundan etanol iiretiminin

gelistirilmesi arastirilmistir.
1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve Icerigi

Giliniimliz enerji ihtiyaglarin biiyiik bir kismi petrol, komiir ve dogalgaz
rezervlerinden saglanmaktadir. Bu tarz fosil kokenli kaynaklar ilerleyen zaman
icerisinde tiikenme tehlikesi ile karsi karsiyadir. Yenilenmesi uzun zaman alan (60-
100 yil) fosil kokenli kaynaklarin yerine yenilenebilir yeni enerji kaynaklarina
ihtiya¢ duyulmaktadir. Bilinen saf igerigi ve biyolojik kaynakli olmasindan dolay1
biyoetanol, fosil kdkenli kaynaklara iyi bir alternatiftir.

Fermentasyon ile  metabolit iiretiminde belli seviyede oksijen
konsantrasyonuna ihtiya¢ duyulmaktadir. Ozellikle, biiyiik 6lcekli biyoreaktdrlerde,
gerekli olan oksijen miktarinin belli bir seviyenin altina diismesi 6nemli bir sorundur.
Fermantasyon siiresince oksijen seviyesinin gerekli oksijen konsantrasyonun altina
diismesi, biyokiitle olusumunu olumsuz etkilemekte ve bdylece iirlin olusumu da
olumsuz olarak etkilenmektedir. Bu dogrultuda, bu tez ¢alismasinda “Peynir alt1 suyu
tozundan E.coli’nin Vitreoscilla hemoglobin ekspresyonu ile etanol {iretimi
arttirtlabilir. Bu {iretim siirekli fermantasyon proseslerinde hiicre immobilizasyonu
ile daha avantajli olabilir” hipotez olarak belirlenmistir. Bu tez ¢calismasinda peynir
alt1 suyundan elde edilen peynir alt1 tozunun, vgb/VHD igeren rekombinant E.coli
TS3 susu ile biyoetanol iiretiminde kullanilabilirliginin belirlenmesi amaglanmastir.
VHb eksprese eden (TS3) ve etmeyen (FBR5) E.coli suslarinin immobilizasyonu ile
immobilizasyonun biyoetanol {iretimi iizerine etkisinin karsilastirilmas: ve
immobilize E.coli suslarinin tekrarli kullanilmasi ile sanayiye yonelik etanol

liretiminin avantajlarinin laboratuvar ortaminda belirlenmesi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Biyoetanol

Petrol ve dogalgaz diinyanin ¢ogunlugunda en onemli ve birincil enerji
kaynaklaridir. Ulasim ve sanayi ise ¢ogunlukla fosil kokenli enerji kaynaklarina
baghdir. Fosil kokenli yakitlarin tiiketilmesi sera gazi emisyonlarii arttirir ve
kiiresel 1sinmaya sebep olur. Boylelikle iklim degisikligi ile deniz seviyesinin
yiikselmesi, biyogesitliligin azalmasi ve g¢evre kirliligi olusur [Abnisa et al., 2013],
[Kundu et al., 2013], [Vanhala et al., 2016]. Biyoetanol biyoyakitlar icerisinde
onemli bir konumdadir ve miktari azalan fosil kokenli yakitlara potansiyel bir

alternatif olarak diistintilmektedir.
2.1.1. Biyoetanol’iin Genel Ozellikleri

Etanol (C;HsOH) bircok avantajli 6zellige sahip olmasi nedeniyle, benzine
(C7Hy7) alternatif yeni bir enerji kaynagidir. 1 litre etanol ayni miktardaki benzinin
%66’s1 kadar enerji saglamasina ragmen daha fazla oktan sayisi (etanol 106-110;
benzin 91-96) icermektedir. Etanoliin yiiksek oktan seviyesi daha kisa bir yanma
stiresi ile daha yiiksek bir sikistirma oraninda yakilmasini ve daha diisiik bir motor
vurusuyla sonuglanmasini saglamaktadir [Nigam and Singh, 2011]. Ayrica
biyoetanol oksijen (%34.7) icerigi sayesinde benzine gore daha iyi yanma etkinligi
(%15 oraninda) saglamaktadir [Kar and Deveci, 2006]. Buna ek olarak, etanol
benzine gore daha yiiksek evaporasyon entalpi degerine (60°C’de etanol ve benzin
i¢in sirasiyla 1177 kJ/kg ve 348 kJ/kg) ve laminer alev hizina (100kPa’da 325 K’de
etanol ve benzin i¢in sirasiyla 39 ve 33 cm/s) sahiptir [Al-Hasan, 2003], [Bayraktar,
2005], [Hara and Tanoue, 2006], [Naik et al., 2010]. Etanoliin buharlagsma 1s1s1 (840
kJ/kg) benzinin buharlagsma 1sisina (305 kJ/kg) gore oldukga fazladir. Bu durum,
etanol benzin ile karigtirildiginda, yakitin hacimsel olarak daha verimli olmasini
saglamaktadir [Lynd, 1996]. Etanoliin benzine gore daha avantajli 6zelliklerinin
olmasi, benzin ile etanol karistirilarak olusan yeni yakitin yakitin performansi

artabilmektedir. Yiiksek korozyon olasiligi, diisiik yanma parlakligi ve su ile



azeotropik bir karigim olusturmak icin yiiksek egilim gdstermesi ise biyoetanoliin
dezavantajlar1 arasindadir [Acaroglu, 2013].

Etanol ve benzinin karistirilmasi, kiikiirt salimmminin ve ayni zamanda
karsinojen olan ve asit yagmurunun olusmasina katki saglayan kiikiirtdioksit
emisyonun azalmasina yardimci olmaktadir [Pickett et al., 2008], [Nigam and Singh,
2011]. Biyoetanol ayni zamanda metil tersiyer biitil eter (MTBE)’in giivenilir bir
bilesenidir ve genellikle oktan arttirici olarak kullanilmaktadir. Biyoetanol ve MTBE
katkilt yakitlar, benzinin yanmasi sonrasi agiga ¢ikan karbon monoksit ve
karbondioksit gazlarin salinimini azaltmaktir [Yao et al., 2009].

Biyoetanol yiiksek oktan sayisina, yiiksek yanma smirt ve hizina, yiiksek
evaporasyon sicakligina ve daha yiikksek bir sikistirma oranina sahip olma

ozelliklerinden dolayi1 yakit olarak kullanilabilmektedir.
2.1.2. Diinya’da ve Tiirkiye’de Biyoetanol Uretimi ve Kullanim

Cesitli yenilenebilir kaynaklardan iiretilen biyoetanol, fosil yakitlara yonelik en
umut verici alternatiflerden biridir. ABD, Brezilya, Cin, Kanada ve ¢esitli Avrupa
Birligi iilkeleri fosil kokenli kaynaklara olan bagimlilig1 azaltmak i¢in biyoetanol
programlarini ilan etmislerdir [Zabed et al., 2017].

2006’da Brezilya 3 milyon aragta kullanilmasi ve yillik 15 milyar litre saf
etanol tliretebilmek i¢in 300°den fazla biyoetanol iiretim tesisini faaliyete gecirmistir.
Amerika’da ayni yillarda 10 milyar litre etanol iiretimi 80’den fazla kurulusta
tretilmistir. 2008 yilinda Amerika kiiresel etanol iiretiminde hizli bir artis
yakalamigtir [Wang et al., 2012]. ABD biyoetanol iiretimini 1980 yilindan 2015
yilia kadar 175 milyon galondan (660 milyon litre) 14810 milyon galona (56 milyar
litre) c¢ikartmistir. ABD 2014 yilinda 14.3 milyar galon (65 trilyon litre) drettigi
etanoliin 825 milyon galonunu (3.1 trilyon litre) diinya ¢apinda 51 {ilkeye ihrag
etmistir [RFA, 2015]. ABD 2022 yilina kadar etanol iiretimini 36 milyar galona
¢ikarmay1 hedeflemistir [Schnepf and Yacobucci, 2013].

Alternatif Yakit Veri Merkezi (AFDC) raporuna gore, 2015 yilinda kiiresel
toplam etanoliin %58’1 ABD’de, %?28’1 Brezilya’da tiretilmistir. Kiiresel biyoetanol
tiretim miktar1 2014 yilina kiyasla 2015 yilinda %4 artis ile 98.3 milyar litreye

ulagmistir [RFA, 2015]. Avrupa’da etanol iiretiminde ise Almanya ve Fransa agirlikli



olmak {iizere toplam %>5’lik bir paya sahiptir. Biyoetanol iiretimi i¢in kullanilan
hammadde kaynaklari, Avrupa’da genellikle tarimsal {iriinler ile seker pancari,
ABD’de musir gibi nisastali iiriinler ve Brezilya’da ise seker kamisi tiirevleri
olmaktadir [Sarris and Papanikolaou, 2016].

Giiniimiizde Tirkiye’nin temel enerji taleplerinden baslicalar1 dogal gaz, petrol
ve komiir gibi fosil kokenli yakitlardir (Sekil 2.1) [Bayrakci Ozdingis and Kocar,
2018]. Ayrica Tirkiye dogalgaz ve petrol gibi enerji kaynaklarinin biiyiik bir kismini
diger iilkelerden temin etmektedir. [Acaroglu and Aydogan, 2012]. Elektrik,
cogunlukla termik santraller tarafindan komiir, linyit, dogalgaz ve akaryakit
kullanilarak tretilmektedir. Yenilenebilir elektrik iiretimi azdir. Niikleer enerji ise

yeni ve ¢ok sinirlidir [Kaya and Kilic, 2015].

Hidroenerji
4% ~ Yenilenebilir
i / 4%

Odun, kuru
giibre '
4%

Dogal gaz
31%

Sekil 2.1: Tirkiye’nin 2013 yilina ait temel enerji talepleri.

Tiirkiye’de 12 adet biyoetanol iiretim tesisi mevcuttur (Tablo 2.1) [Bayrakci
Ozdingis and Kocar, 2018] ve bu tesislerin potansiyel biyoetanol iiretimi giinliik
yaklasik 800.000 litredir [Bayrakci, 2009]. Bu tesislerden 3 tanesi aktif olarak seker
pancar1, bugday ve misir kaynaklarindan yilda ortalama 162 milyon litre biyoetanol
iretmektedir. Bu tesislerde iretilen biyoetanoliin 76 milyon litresi yakit olarak
kullanilmaktadir. Biyoyakit olarak iiretilen etanoliin %92’si yurt i¢inde kullanilirken,
geri kalan %8’1 ise ihra¢ edilmektedir [TAPDK, 2015]. Diger {iretim tesislerinde
tiretilen etanol, gida ve kozmetik gibi ¢esitli amaglar i¢in kullanilmaktadir [Turkozu

et al., 2010], [Bayrakci Ozdingis and Kocar, 2018]. 2014 yilinda, Tirkiyenin



biyoetanol {iiretiminde kullanilan iiriin gruplarin miktar1 Tablo 2.2.°de [Bayrakci
Ozdingis and Kocar, 2018] gosterilmektedir.

Tirkiyede iiretilen biyoetanoliin biiylik bir kism1i Cumra Seker Fabrikasindan
saglanmaktadir. Seker pancar1 ve seker pancar1 melasi kullanilarak, yillik yaklasik 84
milyon litre biyoetanol iiretilmektedir. Bu fabrika, Tiirkiye’nin biyoetanol iiretim
kapasitesinin %56'sin1 liretmekte ve petrol dagiticilarina teslim etmektedir [Web 2,
2019].

Tablo 2.1: Tirkiye’deki biyoetanol {iretim tesisleri.

Fabrika / Sirket Sehir Biyoetanol tiirii
Allco Igecek Sirketi [zmir Etil Alkol
Amasya Seker Fabrikasi Amasya Etil Alkol
Antalya Alkollii icecekler Antalya Etil Alkol

Infotex Afyonkarahisar Etil Alkol

Cumra Seker Fabrikasi Konya Yakit biyoetanolii
Mey Alkollii icecekler Fabrikas1 Karaman Etil Alkol

Tarkim Istanbul Yakit biyoetanolii
Tezkim Adana Yakit biyoetanolii
Erzurum Seker Fabrikasi Erzurum Etil Alkol
Eskisehir Seker Fabrikasi Eskisehir Etil Alkol
Malatya Seker Fabrikasi Malatya Etil Alkol

Turhal Seker Fabrikasi Turhal Etil Alkol

Tablo 2.2: 2014 yilinda Tirkiye'de biyoetanol iiretimi i¢in kullanilan iiriinlerin
miktarlari (ton).

Hammade Uriinii Miktar (Ton)
Bugday 19 000 000
Arpa 6 300 000
Misir 5950 000
Seker pancari 16 572 790

Tirkiye’de biyoetanoliin benzin ile karigtirilarak yakit olarak kullanilmasi
yasal zorunlu hale getirilmistir. Bu karar kapsaminda etanoliin benzinde yerel igerik
orani 1 Ocak 2013 tarihinden itibaren %2, 1 Ocak 2014 tarihinden itibaren ise en az

%3 olmasi kararlagtirilmistir [ResGaz, 1].



2.1.3. Biyoetanol Uretiminde Kullanilan Hammadde Kaynaklar

Biyoetanol {iretimi icin yenilenebilir kaynaklar sekerler, nisastali bilesenler,
lignoseliilozik biyokiitleler ve algler olarak ifade edilebilir [Nigam and Singh, 2011].

Seker kamisi, seker pancari, tatl sorgum, {iziim gibi ¢esitli meyveler ve melas
gibi seker endiistri atiklar1 seker bazli ham maddelerine dahildir [Nwufo et al., 2016].
Seker kamis1t suyu Brezilya icin birincil kaynaktir ve etanol iiretiminin yaklasik
%79’unu teskil eder. Melas ise Hindistan’in en biiyiik etanol iiretim kaynagidir
[Soam et al., 2016]. Avrupa, Kuzey Amerika ve Fransa’da etanol {iretimi i¢in seker
pancart kullanilmaktadir [Vohra et al., 2014]. Ananas ve iiziim gibi bazi meyve
isleme atiklar1 da biyoetanol iiretimi i¢in kullanilabilmektedir [Rodriguez et al.,
2010], [Upadhyay et al., 2010]. Sukroz kaynagi olarak tatli sorgum da biyoetanol
tiretimi i¢in alternatif olarak kullanilmaktadir [Phukoetphim et al., 2017].

Nisastal1 irlinler uzun siireli kararli bir sekilde depolanabilmesi, biyodoniisiim
kolayligi ve yiiksek etanol verimi nedeniyle biyoetanol {iretiminde siklikla
kullanilmaktadir. Bu iiriinler arasinda tahillar (%60-80 nisasta), yumrular ve kokler
(%60-90 nisasta), baklagiller (%25-50 nisasta) ile yesil ve olgunlasmamis meyveleri
(%70 nisasta kadar) yer almakatadir [Santana and Meireles, 2014]. Misir, sorgum
tahillar1, bugday, manyok, patates ve tatli patates etanol iiretim kaynaklaridir [Balat,
2011]. Biyoetanol tretiminde nisastali Uriinler igerisinde yaygin olarak misir
kullanilmaktadir. Misir en fazla Kuzey Amerika’da tretilirken, bunu Asya, Avrupa
ve Gliney Amerika takip etmektedir. Manyok ve patates ise biyoetanol {iretimi igin
potansiyel birer ham madde kaynaklaridir [Abanoz et al., 2012], [Sumer et al., 2015],
[Martinez et al., 2018]. Tayland, Hindistan, Japonya, Ispanya ve Kanada gibi iilkeler
biyoetanol liretimi ic¢in piring, bugday, misir, patates, tatli patates ve arpayr da
kullanmaktadir [Gupta and Verma, 2015], [Soam et al., 2016], [Zabed et al., 2017].

Biyoetanol eldesinde 6nemli bir kaynagi olusturan lignoseliilozik biyokiitle ise,
enerji bitkileri (¢ok yillik otlar ve diger 6zel enerji bitkileri), su bitkileri (su
stimbiilii), orman malzemeleri (yumusak agag, sert agag, talag, budama ve kabuk
inceltme kalintilar1), tarimsal kalintilar (saman, kazanlar ve keklik) ve kat1 organik
atiklar gibi cesitli gruplara ayrilabilir [Zabed et al., 2017].

Biyoyakit iiretiminde biyolojik kdkenli olan algler alternatif bir kaynak olarak

kullanilabilmektedir. Algler farkli yiizeylerde ve sulu ortamlarda iireyebilmesi ve



yiiksek oranda lipid ve karbohidrat icermesi nedeniyle 6nemli substrat kaynagidir
[Sirajunnisa and Surendhiran, 2016]. Son zamanlarda pek ¢ok arastirmaci, biyoetanol
tiretiminde alglerin kullanim potansiyellerini arastirmislardir [Sulfahri et al., 2016],
[Rizza et al., 2017], [Hamouda et al., 2018], [Sasaki et al., 2018], [Markou and
Monlau, 2019]. Alg iiretimi ile ilgili en dnemli sorun ise alg kiiltiirliniin ¢cogunlukla
(%99.9) sudan olusmasi ve biyokiitle oraninin (%0.1) c¢ok diisiik olmasidir
[Mayfield, 2011].

Nisastali triinler genellikle amilolitik enzimler (a-amilaz, p-amilaz,
glukoamilaz, pullulanaz ve izoamilaz) ile hidroliz edilir. Nisasta hidrolizine benzer
olarak lignoseliilozik atiklarin da fermente edilebilir sekerlere doniisiimii enzimatik
veya kimyasal (asit veya alkali) 6n islemler ile gerceklestirilmektedir. Asit ile 6n
islem (H,SO4, HCI, H3PO, ve HNO3) sonrasi gesitli inhibitorler (5-hidroksi
metilfurfural; HMF, furfural, levunilik asit, formik asit, asetik asit, fumarik asit ve
maleik asit) aciga c¢ikabilmektedir [Zabed et al., 2017]. Ag¢iga c¢ikan inhibitor
materyaller ise mikrobiyal iiremeyi ve metabolit iiretimini olumsuz olarak
etkilemektedir [Larsson et al., 1999], [Palmqgvist and Hahn-Hégerdal, 2000].
Enzimatik hidoliz ise biyolojik kokenli, c¢evre dostu, kolay uygulanabilir ve
hidrolizasyonda etkili olmasina ragmen asit uygulamalarina gore daha fazla
maliyetlidir [Duvernay et al., 2013], [Zabed et al., 2017].

Seker bazli ham maddeler (seker pancari melasi, peynir alti suyu ve tozu gibi)
enzim ve/veya asit ile on islem uygulamalarima gerek olmadigindan dolay
biyoetanol liretiminde etkili olarak kullanilmaktadir. Sekerli {irtinlerden etanol iiretim
maliyeti ise nisastali ve lignoseliilozik triinlere gore daha azdir. Peynir alt1 suyu ve
tozu sekerli {tirlinlere dahil olup, biyoetanol {iretimi ic¢in potansiyel bir karbon

kaynagdir.

2.2. Peynir Alt1 Suyu Tozu

Peynir alti suyu, peynir iiretim siirecinde siit kazeinin uzaklastirilmasi ve
prespitasyonu sonucu olusan bir yan iriindiir. Peynir alti suyu laktoz (%4-5, w/v),
¢oziinebilir proteinler (%0.6-0.8, w/v), lipid (%0.4-0.5, w/v), vitaminler (B grubu ve
digerleri), mineral tuzlar (kuru agirhgin %8-10), laktik asit (%0.05), sitrik asit,

protein yapida olmayan nitrojen bilesenler (iire ve iirik asit), biyoaktif bilesikler (f-



lactoglobulin, a-lactoglobulin, immunoglobinler, serum albiimin ve laktoferrin) ve
stit bilesenlerin %55’ini icermektedir [Yang et al., 1994], [Siso, 1996], [Casal et al.,
2006], [Panesar et al., 2007]. Peynir alt1 suyu ¢ok fazla miktarda tiretilir ve yiiksek
biyolojik oksijen ihtiyac1 (BOI, 30000-50000 ppm) ve kimyasal oksijen ihtiyaci
(KOI, 60000-80000 ppm) degerlerine sahip olmasindan dolayr ¢evre kirliligi
acisindan 6nemli bir kirletici kaynaktir. Fakat BOD seviyesinin %75’inden fazlasi
laktozun etanol, metan, hidrojen veya tek hiicre proteini gibi biyodoniisiim ile
azaltilabilmektedir [Siso, 1996].

Peynir altt suyundan biyoetanol iiretimini pek ¢ok arastirmaci incelemistir
[Kargi and Ozmihci, 2006], [Zafar and Owais, 2006], [Guimardes et al., 2010],
[Koushki et al., 2012]. Peynir alt1 suyundan biyoetanol iiretiminde énemli bir konu
ise laktozun fermente edilebilen seker monomerlerine (glukoz ve galaktoz)
doniisiimiidiir. Onemli etanol iireticisi olarak bilinen Saccharomyces cerevisiae /-
galaktosidaz enzimi yoksunlugundan dolayi, laktozu hiicre igerisine alamaz ve
laktozu direkt olarak fermente edemez [Domingues et al., 2010]. S.cerevisiae’nin
laktozdan direkt biyoetanol {iretimi i¢in laktozun hidroliz edilerek glukoz ve
galaktoza doniistiiriilmesi gerekmektedir [Champagne and Goulet, 1988]. Fakat,
yiiksek glukoz konsantrasyonu galaktoz kullanimini katabolik represyondan dolay1
engelleyebilmektedir [Gancedo, 1998]. Kluyveromyces marxianus ve Candida
pseudotropicalis gibi bazi maya tiirleri laktozu fermente edebilmesine ragmen,
yiiksek laktoz ve etanol konsantrasyonlarinda inhibe olmaktadirlar [Dragone et al.,
2011].

Laktoz hidrolizi kimyasal olarak siilfirik asit gibi ¢esitli asit uygulamalar
(pH<1.5) ile yiiksek sicaklik (>150°C) kosullarinda gergeklesir [Gekas and Lopez-
Leiva, 1985], [Guimardes et al., 2010]. Asit ile hidroliz islemi sonrasi protein
denatiirasyonu ile Maillard reaksiyonuna bagli olarak kahverenk olusumu ve
istenmeyen yan triinlerin olusmasi gibi bazi dezavantajlar goriilmektedir [Siso,
1996]. Enzimatik hidroliz ise, laktaz enziminin kullanilmasi ile disakkarit formda
bulunan laktozun monosakkarit bilesenleri olan glukoz ve galaktoza doniismesini
saglamaktadir [Kosaric and Asher, 1985], [Siso, 1996]. Enzimatik hidrolizasyonu
sonucunda laktoz ve galaktozun polimerizasyonu ile oligosakkaritlerin olusumu
gozlemlenebilmekte [Guy and Bingham, 1978], [Gekas and Lopez-Leiva, 1985] ve

hiicrelere laktoz kiitle transferi sinirlamalar1 olusabilmektedir [Joshi et al., 1987].



E.coli, Aspergillus ve Kluyveromyces gibi bazi mikroorganizmalar laktozu
dogal olarak fermente edebilir. Kluyveromyces tiirleri orta miktarda seker ve tuz
varliginda inhibe olur ve S.cerevisiae ile kiyaslandiginda etanol toleransi diisiiktiir
[Siso, 1996], [Zafar et al., 2005]. Peynir alti suyundan K. fragilis ile etanol
tiretiminde teorik alkol verimi ise %70 civarindadir [Pasotti et al., 2017]. Dien ve
arkadaglar1  (2000) biyoetanol iiretim etkinliginin arttirilmasi ig¢in  genetik
miihendisligi ¢alismalari sonucunda E.coli FBRS5 susunu gelistirmislerdir. Ayni
calismada musir hidrolizati kullanilarak FBRS susu ile biyoetanol iiretim verimini
%86-92 seviyesine ¢ikartmiglardir [Dien et al., 2000]. Benzer olarak E.coli FBR5
susu ile peynir alt1 suyu ve tozundan etkin etanol iiretimi gergeklestirilmistir [Akbas
etal., 2014].

Laktozun etanole teorik olarak doniisiim degeri, 1 kg tiiketilen laktoz i¢in 0.538
kg etanoldiir [Mawson, 1994], [Sansonetti et al., 2009]. %4-5 laktoz igeren peynir
altt suyu ile tretilen %2-3 (v/v) seviyesindeki etanol konsantrasyonu Xkiiltiirden
yiksek distilasyon maliyeti gerektirmesi nedeniyle ekonomik olarak uygun
bulunmamistir [Ozmihci and Kargi, 2008], [Guimaraes et al., 2010].

Peynir alt1 suyu tozu yiiksek laktoz icermesi, daha az hacim kaplamasi ve ayni
zamanda ulasim ve depolanmasina kolaylik saglamasi nedeniyle peynir alti suyuna
gore avantajlidir [Ozmihci and Kargi, 2007a], [Ozmihci and Kargi, 2007b], [Guo et
al., 2010]. Peynir alt1 suyundaki laktozu yogunlagtirmak i¢in ultrafiltrasyon teknigi
kullanilir ve laktoz konsantrasyonu 5-6 kez arttirilir. Ultrafiltrasyon maliyeti ise bir
metrekiip peynir alt1 suyu i¢in yaklasik 50 dolardir [Guadix et al., 2004]. 1 kg peynir
alt1 tozunun maliyeti yaklasik olarak 0.20 ile 0.40 dolar arasinda degismektedir
[Ozmihci and Kargi, 2007c]. Yeni gelistirilen hibrit reaktor sistemleri ile 1 kg peynir
alt1 tozu Uretiminin maliyeti 0.11 dolar seviyesine kadar indirilebilir [Pal and Nayak,
2016]. Ayrica peynir alt1 tozu, yiiksek seker yogunlugu ile fermentor kosullarinda
kullanildiginda ultrafiltrasyon maliyetini azaltir [Kargi and Ozmihci, 2006],
[Ozmihci and Kargi, 2007a], [Ozmihci and Kargi, 2007b], [Dragone et al., 2011].

Peynir alt1 suyu ve tozu biyoetanol tiretimi gibi pek ¢ok biyoteknolojik tiretim

stireglerinde laktoz kaynagi olarak degerlendirilmistir (Tablo 2.3).
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Tablo 2.3: Karbon kaynagi olarak peynir alt1 suyu ve tozunun ¢esitli metabolitlerin
iiretiminde kullanima.

Metabolit Referans
Biyoetanol Tomaszewska and Biatonczyk, 2016
Bipasha et al., 2017
Pasotti et al., 2017
Sharmaet al., 2018
Murari et al., 2019
Zhou et al., 2019

Laktik asit Juodeikiene et al., 2016

Ghasemi et al., 2017
Hyaluronik asit Amado et al., 2016
Polihidroksi alkanoat (PHAs)  Colombo et al., 2016
Hidrojen Remon et al., 2016

Ramos and Silva, 2018
Elektrik Ghasemi et al., 2017

Al-Fetlawi and Hadi, 2018
Biyogaz Michalopoulos et al., 2017
Biitanol Diez-Antolinez et al., 2016

2.3. Immobilizasyon

Etanol fermantasyonu i¢in mikroorganizmalar genellikle serbest hiicreler
seklinde kullanilirlar. Bununla birlikte, bir fermantasyon sisteminde hiicrelerin
spesifik biliylime orani, hem {iiriin hem de substrat ile ilgili bircok faktoérden
etkilenebilmektedir [Nikoli¢ et al., 2010]. Hiicreler tizerindeki substrat ve iiriin
inhibisyonunun {istesinden gelmenin yani sira etanol toleransini arttirmak i¢in hiicre
immobilizasyonu son yillarda biyoetanol iretimi igin aragtirilmistir [Mishra et al.,
2016].

Hiicrelerin immobilizasyonu, serbest hiicre sistemine gore uzun siire hiicre
stabilitesi, yiiksek substrat konsantrasyonuna artan tolerans, yiiksek etanol verimi,
daha biiyiik hacim verimliligi, diisiik son iiriin inhibisyonu, yiiksek hiicre
yogunluklar1 nedeniyle kontaminasyon riski gibi bazi teknik ve ticari avantajlar
sunmaktadir. Bunun yani sira daha kolay iirtin geri kazanimi, hiicrelerin uzun siire
yenilenmesine ve tekrar kullanilmasina bagli olarak enerji talebinin ve proses

giderlerinin azaltilmasi, tekrarli fermantasyon uygulamalarinda hiicre geri doniistimii
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ve hiicrelerin toksik maddelere karsi korumasi gibi kullanim avantajlarn
bulunmaktadir [Kourkoutas et al., 2004], [Nikoli¢ et al., 2010], [Mishra et al., 2016].

Immobilize hiicrelerin serbest hiicrelere gdre daha fazla etanol iiretebilme
[Zhao and Xia, 2010], [Razmovski and Vucurovi¢, 2011], [Sembiring et al., 2013],
[Milessi et al., 2015], tirlin maliyetini azaltma [Nikoli¢ et al., 2010], [Pacheco et al.,
2010], [Singh et al., 2013], uzun siireli fermantasyonlarda kararli etanol {iretimi
[Kirdponpattara and Phisalaphong, 2013] ve hiicrelerin tekrarli fermantasyonlarda
yeniden kullanimi [Duarte et al., 2013] gibi bir ¢ok avantaji vardir. [El-Dalatony et
al., 2016], [Guldhe et al., 2016].

Ayni1 zamanda immobilize maya hiicrelerinin etanol ve diger inhibitor
bilesenler gibi stres faktorlerine karst daha direngli oldugu bildirilmistir [Nikoli¢ et
al., 2010].

Pek ¢ok biyoteknolojik proseslerde immobilizasyon uygulamalar1 avantajlidir
ve bu kapsamda gesitli teknikler ve destek malzemeleri Onerilmistir. Bu teknikler,
uygulanan fiziksel mekanizmaya dayanilarak dort ana kategoriye ayrilabilir; kati
tasiyict yiizeyler iizerine tutunma veya adsorbsiyon (Sekil 2.2a), goézenekli bir
matriks ile tutuklama (Sekil 2.2b), ¢capraz baglama maddeleri ile (yapay olarak) kendi
kendine toplanmasi (Sekil 2.2c¢) veya dogal olarak topaklagsmasi ve bariyerlerin
arkasinda hiicrelerin tutuklanmasidir (Sekil 2.2d) [Karel et al., 1985], [Pilkington et
al., 1998], [Kourkoutas et al., 2004].

Kat1 bir yiizeye hiicre immobilizasyonunda, elektrostatik gii¢ veya hiicre
membrani ile tastyict arasinda kovalent bag ile olusturulmaktadir. Bir ylizey {izerine
tutundurulan immobilize hiicreler i¢in genellikle seliillozik (DEAE-seliiloz, odun,
talag) ve inorganik (poligorskit, montmorilonit, hidromika, goézenekli porselen,
gbzenekli cam) materyaller kullanilmaktadir [Norton and D’ Amore, 1994].

Immobilizasyon i¢in diger yontem ise gdzenekli bir matriks igerisine hiicrelerin
hareketlerinin kisitlanarak tutuklanmasidir. Bu tip immobilizasyon igin genellikle
aljinat, k-karrajen, agar, kitosan ve poligalaktronik asit gibi polisakkaritler veya
jelatin, kollajen ve polivinilalkol gibi organik polimer matriksler kullanilmaktadir
[Norton and D’Amore, 1994], [Ramakrishna and Prakasham, 1999], [Park and
Chang, 2000].
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Sekil 2.2: immobilizasyonda kullanilan teknikler a) Kat1 bir yiizey iizerine
adsorbsiyon; b) gézenekli bir matriks ile tutuklama; ¢) ¢apraz baglama ile hiicrelerin
bir arada toplanmasi, d) mikroenkapsiilasyon.

Hiicre flokiilasyonu, literatiirde hiicrelerin bir arada tutulmasi olarak
tanimlanmistir ve siispansiyonlarda hiicrelerin daha biiyiik bir iinite olusturmasi veya
kiimeler halinde ¢okelmesi seklindedir [Jin and Speers, 1998]. Hiicrelerin bir arada
topaklanmasi, akiskan yatakli ve stirekli karistirma tankli gibi reaktorlerde potansiyel
olarak kullanilabilmektedir. Bu durum bir immobilizasyon teknigi olarak
diistiniilebilmektedir.

Hiicre immobilizasyonu i¢in uygulanan diger bir yontemde ise hiicreleri mikro
gozenekli membran filtreleri ya da bir mikrokapsiil igerisine sikistirilmasi
(mikroenkapsiilasyon) ile saglanabilmektedir. Mikroenkapsiilasyon yontemi ile hiicre
immobilizasyonun en bilyiikk dezavantaji ise kiitle transferi sinirlamalar1 [Lebeau et
al., 1998] ve hiicre ¢ogalmasmin neden oldugu olast membran biyobozulmasidir
[Gryta, 2002].

Ayrica, son yillarda elma pargalari, seker kamis1 parcalari, muz yaprag: kilifi
ve portakal kabugunu iceren destek malzemeleri iizerinde c¢esitli tasiyicilar
aragtirllmistir [Zabed et al.,, 2014]. Logaritmik fazda iireyen hiicreler kiiltiir
ortamindan alinarak boncuk elde etmek igin destek iizerine immobilize edilmistir

[Najafpour et al., 2004].
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2.4. Vitreoscilla Hemoglobini

2.4.1. Vitreoscilla Hemoglobini’nin Biyokimyasi

Vitreoscilla Hemoglobini (VHDb) ilk defa Dale Webster tarafindan Gram
negatif, mor fotosentetik bir bakteri olan Vitreoscilla sp. Cl1’de kesfedilmistir
[Webster and Hackett, 1966]. VHb c¢oziinebilen bir protein olmasimna ragmen,
terminal solunum oksidazlarma (sitokrom 0) spektral 6zelligi benzerligi nedeniyle
“coziinebilir sitokrom 0” olarak ifade edilmistir [Appleby, 1969]. 1986 yilinda
VHb’nin aminoasit dizilimi ile ¢dziinebilir sitokrom 0 olmadigi, hemoglobin yapida
oldugu belirlenmistir [Wakabayashi et al., 1986]. VHb’nin en temel gorevi, diisiik
oksijen  konsantrasyonlarinda, oksijeni baglamasi ve terminal solunum
oksidaz(lar)ina (sitokrom 0 gibi) bu oksijeni dogrudan gondermesidir. [Webster,
1987], [Ramandeep et al., 2001], [Park et al., 2002], [Duk, 2007]. Vitreoscilla
bakterisi zorunlu aerob olmasina ragmen, diisiik oksijen kosullarinda VHb’nin
uyarilmasi ile hipoksik yasam alanlarinda yasamaktadir [Boerman and Webster,
1982], [Dikshit et al., 1990]. Hem Vitreoscilla’da hem de E.coli’de VHb promotoru
oksijen seviyesi %2’nin altinda olan mikroaerobik kosullarda uyarilir [Khosla and
Bailey, 1988], [Khosla and Bailey, 1989].

Vitreoscilla'da VHb, iki 6zdes altbirim (her biri 15.7 kD) {initesine sahip tek bir
dimerik protein olarak bulunur ve her bir dimerde iki hem b molekiili bulunur
[Webster 1987]. Orii ve Webster (1986) VHb’den oksijenin ayrilmasiin ¢ok hizli
oldugunu (ko=5600 uM™s™) ve bu oranin diger bilinen hemoglobinlere gore birkag
kat daha fazla oldugunu raporlamislardir.

Vgb geni klonlanan E.coli'de, VHb'nin (yaklasik %40°1) ¢ogunun periplazmada
yer aldigi gosterilmistir [Khosla and Bailey, 1989]. Ramandeep ve arkadaslarinin
(2001) yaptigt immiinogold isaretleme ¢aligmast sonucunda, hem konak
Vitreoscilla’da hem de VHb eksprese eden E.coli’de, VHb’ nin plazma membraninin
hemen altindaki sitoplazmada yogunlastigini bildirmislerdir. VHb bu bolgede
yogunlasarak periplazmik bolgede oldugu gibi, terminal solunum oksidazlarina
O2'nin iletilmesine ve etkilesime girmesine izin vermektedir [Ramandeep et al.,
2001].
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VHb alternatif bir terminal oksidaz olarak gorev alabilmektedir. Terminal
oksidazlardan (sitokrom o ve d) yoksun bir mutant E.coli susu aerobik olarak
biiyiiyememektedir. VHb eksprese eden E.coli susunun aerobik kosullarda
tireyebildigi belirlenmistir. Bu sonug, VHb'nin kendisinin alternatif bir solunum
terminal oksidazi olarak gorev yapabildigini gostermektedir [Dikshit et al., 1992].
Maya ikili hibrit sistemi ile yapilan ¢alismalarda terminal solunum oksidazlardan
sitokrom bo [Park et al., 2002] ve sitokrom d [Duk 2007] ile VHb’nin direkt iliskili
oldugu bildirilmistir.

VHb'nin terminal solunum oksidazlarina ek olarak, VHb'nin diger proteinlerle
olan etkilesimini iceren birtakim fonksiyonlari oldugu da goriilmektedir. VHb
yiizlerce genin transkripsiyonunda etkili olmasinin yani sira [Roos et al., 2004]
ribozom ve tRNA seviyelerini de arttirmaktadir [Nilsson et al., 1999]. Isarankura-Na-
Ayudhya ve arkadaslar1 (2008) ayni zamanda E.coli'deki VHDb ekspresyonunun
birkag¢ farkli metabolik proteinin diizeylerini etkileyebilecegini bulmuslardir.

E.coli’de aerobikten anaerobik ortama gegiste veya tersine durumlar global
diizenleyici proteinlerden FNR ve ArcAB ile diizenlenirken, SoxRS ve OxyR
oksidatif stres durumlarina cevapta 6nemli diizenleyici genlerdir. Hiicrenin redoks
durumu ile metabolizmay1 genis bir sekilde etkileyebilen global transkripsiyon
diizenleyicileri (OxyR ve FNR) ile VHb etkilesime girmektedir [Anand et al., 2010].
FNR ¢ok ¢esitli E.coli genlerinin global bir diizenleyicisidir. FNR ¢esitli operonlarin
(narGHJI, frdABCD, dmsABC ve cydAB) transkripsiyonunu aktive eder ve
cyoABCDE’nin transkripsiyonunu ve kendi ekspresyonunu represe eder (Munjal et
al., 2012). ArcAB aerobikten anaerobik metabolizmaya gecisi algilayan ve
membrana bagli sensoér ArcB ile diizenleyici protein ArcA’dan olusan iki bilesenli
bir diizenleyici sistemdir [Iuchi and Lin, 1992], [luchi, 1993]. E.coli’de hidrojen
peroksite cevapta OxyR transkripsiyon faktorii tarafindan bir¢ok genin ekspresyonu
tarafindan diizenlenir. OxyR, H,O, nin oksidasyonu [Christman et al., 1985], [Kiley
and Storz, 2004] ve reaktif nitrojen tiirleri ile aktive olur [Hausladen et al. 1996].
OxyR regulonu tarafindan katalaz (katG), glutaredoksin 1 (grxA) ve glutatyon
rediiktaz (gorA) kontrol edilir [Prinz et al., 1997], [Zheng et al., 1998], [Storz and
Imlayt 1999]. OxyR, organik solventler, reaktif nitrojen tiirleri ve hipoklorik asite
kars1 hiicrenin korunmasinda diiznleyici gorev gormektedir. Benzer olarak diger
yapilan calismalarda da VHb’nin oksidatif stres ile ilgili enzimlerin (katalaz ve

siiperoksit dismutaz, SOD) artis1 ile iligkili oldugu raporlanmistir [Abrams and
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Webster, 1990], [Geckil et al., 2003], [Erenler et al., 2004], [Akbas et al., 2011].
SOD ve katalaz seviyesinin artisi, reaktif oksijen tiirlerinin artisina bagl olarak artan
hiicre 6liimleri ve mutasyonlardan korunmayi arttirmaktadir.

Chen ve Bailey (1994), VHb eksprese eden E.coli'de VHb negatif kontroliine
gore ATP ve transmembran ApH seviyelerinde artis olmadigini, ancak VHb susunun
bliylime oranmin daha hizli oldugunu raporlamislardir. Ek bir NMR arastirmasi,
VHb ekspresyonundan dolayr ATP sentezinde %68 ve ATP akisinda %30 artig
oldugunu ileri slirmiistiir. Bununla birlikte, aymi iki susu karsilastiran bir diger
calismada ise, VHb ekspresyonu ile korelasyon olacak sekildle H'/O ve
transmembran ApH seviyelerinde %50-60 oranlarinda, ATP seviyesinde ise yaklasik
iki kat artis oldugunu gostermistir [Kallio et al., 1994]. Tsai ve arkadaslarinin (1996)
yapmis olduklari bir model ¢alismasinda ise, VHb eksprese eden E.coli’de VHb
icermeyen kontrole goére ATP ve NADH akisini incelemislerdir. Model sonuglarina
gore, VHb ekspresyonu ile ATP akisinda %17, NADH akisinda ise %56 oraninda bir
artis olabilecegi Onerilmistir. NAD(P)H seviyeleri ve net NAD(P)H iiretme oran
yine VHb eksprese eden E.colide, VHb icermeyen kontrol susu ile
karsilagtirildiginda, sirasiyla 1.8 kat ve 2.4 kat azalmistir [Tsai et al., 1995]. VHb
eksprese eden E.coli'yi kullanan bir sonraki ¢alismada, VHb varlig ile iligkili ATP
seviyelerinde yaklasik %60'lik bir artis oldugu tespit edilmistir [Frey et al., 2001].

2.4.2. Vitreoscilla Hemoglobini Teknolojisinin  Biyoteknolojide
Uygulamalari

Vitreoscilla hemoglobini’nin hiicre biyokiitle miktarini arttirmasindaki etkisi
ile biyoteknoloji ile ilgili ¢aligmalarda etkin bir sekilde kullanilmaktadir [Stark et al.,
2011]. Vitreoscilla hemoglobini’nin dinotrobenzen, organofosfatlar, tiyosiilfatlar gibi
bilesiklerin ile ¢evre agisindan zararli olan tekstil boyalarin yikimindaki olumlu
etkileri gesitli ¢alismalar ile ortaya konmustur (Tablo 2.4). Benzer sekilde VHDb
teknolojisinin pek ¢ok metabolit (enzim, aminoasit, biyoyakit, polimer, antibiyotik)
tiretimindeki potansiyel etkisi bircok farkli ¢alisma ile arastirilmistir (Tablo 2.5).
Vgb’nin etanolojenik E.coli’ye aktarilmasi ile elde edilen E.coli TS3 ve TS4 suslar
[Sanny et al., 2010] ile patates, misir, seker pancart melasi, peynir alt1 suyu ve tozu

gibi ¢esitli karbon kaynaklarindan biyoetanol iiretimini arttirdig1 bildirilmistir [Sanny
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et al.,, 2010], [Abanoz et al., 2012], [Arnaldos et al., 2012], [Akbas et al., 2014],
[Sumer et al., 2015].

Tablo 2.4: VHb’nin gesitli kirleticilerin yikiminda kullanima.

Metabolit Mikroorganizma Referans

Tiyosiilfat Thialkalivibrio versutus Mu et al., 2017

Tekstil boyasi E.coli Zhang et al., 2015
Dinitrobenzen Pseudomonas aeruginosa Kahraman and Geckil, 2016
Organofosfat Pseudomonas putida Gong et al., 2018

DBT Paenibacillus Bai, 2015

Tablo 2.5: VHb’nin ¢esitli metabolitlerin iiretiminde kullanima.

Metabolit Mikroorganizma Referans
trans-4-hidroksil-I-pirolin  E.coli Zhao et al., 2017
Rifamisin Amycolatopsis mediterranei  Mejia et al., 2018
Siirfaktin Bacillus subtilis Wang et al., 2018
S-glukosidaz E.coli Deng et al., 2018
Lipid Yarrowia lipolytica Zhang et al., 2019
Tropan alkaloidler Hyoscyamus niger Guo etal., 2018
Yag asidi E.coli Liuetal., 2017
Bakteriyel Seliiloz Gluconacetobacter xylinus Liuetal.,, 2018
2,3-butanediol Klebsiella oxytoca Jeong et al., 2015
Etanol E.coli Sanny et al., 2010

2.4.3. Vitreoscilla Hemoglobini Exprese Eden E.coli Suslarimin
Gelistirilmesi

E.coli pentoz ve laktoz olmak {izere bir¢ok farkli sekeri fermente
edebilmesinden dolayi, etanol iretimi i¢in alternatif bir mikroorganizmadir. Bu
kapsamda, etanol tiretim genlerinin E.coli’ye transforme edilmesiyle E.coli FBR5
[Dien et al., 2000] ve etanol iretiminin arttirilmasi i¢in bakteriyel hemoglobin
geninin de aktarilmasiyla E.coli TS3 susu elde edilmistir [Sanny et al., 2010].

E.coli FBR5 ve TS3 suslarinn gelistrilmesi igin ilk yapilan ¢alismalar, karbon
kaybina neden olan dogal fermantasyon yol izlerinin susturulmasi ile E.coli NZN111
susunun olusturulmasidir. NZN111 susu piruvattan laktik asit, asetat ve formik asit

tiretimi ile ilgili laktat dehidrogenaz (Idh) ve piruvat format liyaz (pfl) genlerinin
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homolog rekombinasyonla antibiyotik diren¢ genlerinin eklenerek susturulmasi ile
elde edilmistir (Sekil 2.3a). Elde edilen NZN111 susuna, Zymomonas mobilis’e ait
etanol tretimi ile ilgili genleri (piruvat dekarboksilaz; pdc ve alkol dehidrogenaz Il;
adhb) tasiyan pLOI297 plazmidi [Ingram et al., 1987] ile transformasyonu sonucu
saglanmis ve elde edilen yeni sus E.coli FBR5 olarak ifade edilmistir (Sekil 2.3a)
[Dien et al., 2000]. Daha sonraki ¢aligmalarda, E.coli’nin etanol iiretimi igin yine
Z.mobilis’in pdc ve adhb genlerini tasiyan plazmidle (pLOI297) vgb genini tasiyan
baska bir plazmitin (pKT230; Sekil 2.3b) E.coli NZN111’e klonlanmasi ile E.coli
TS3 susu elde edilmis ve daha etkili etanol {iretimi saglanmistir [Sanny, 2009],
[Sanny et al., 2010].

a) Glukoz (¥2) b) Glukoz
ADP— | — NAD* ADP — NAD'
AP 4[> NaDH ATP N NADH
PEP PEP
ADP ADP —
ATPD ATP l

idl

7
| Laktat | Pirtivat pdf ...... > Asetaldehid ......‘:’.(F{J.{’.....> Etanol
+ CO,
2 N 3
_ - o+ Format |

Piriivat

Asetil-KoA lCU: ©
ﬂn m il
asetil~P Asetaldehid
ADP
ATP q ackd ndh’l
| Asetat | | Etanol |

Sekil 2.3: Etanol {iretiminin arttirtlmasi igin a) laktat dehidrogenaz (Idh) ve piruvat
format liyaz (pfl) genlerinin susturulmasti, b) ve c) etanol iiretim genleri (pdc ve
adhb) tasiyan pLOI297 plazmidinin olusturulmast, ¢) TS3 susunun gelistirilmesinde
kullanilan vgb tagiyan pKT230 (pTS3) plazmidi.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Bakteri suslari

Bu tez caligmasinda, etanol ireticisi E.coli FBR5 (pdc ve adhb genlerini
kodlayan pLOI297 plazmidi ile transforme edilen NZN111 susu) ve E.coli TS3 (vgb
genini kodlayan pKT230 plazmidi ile transforme edilen FBR5 susu) suslar1 kullanildi
[Dien et al., 2000], [Sanny et al., 2010].

3.2. Fermantasyon Ortamlarinin Hazirlanmasi

e Peynir Alt1 Tozu Soliisyonu Hazirlanmasi

Peynir alt1 suyu tozu Bahgivan Gida A.S. (Kirklareli, Tiirkiye)’den temin
edildi. 128 gram peynir alt1 suyu tozu 400 mL distile su ile karistirildi ve 121°C’de
15 dakika siire ile 1sitilarak (Hirayama Hiclave™, HVE-50, Saitama, Japonya) steril
hale getirildi. Elde edilen karisim soguduktan sonra 10000 rpm (15344 x g) hizinda
10 dakika siire ile santriflij edilerek (Beckman Coulter, Allegra™ 25R, Krefeld,
Almanya) safsizliklardan arindirildi ve peynir altt tozu soliisyonu elde edildi
[Ozmih¢1 ve Kargi, 2009°’dan adapte edilmistir]. Elde edilen peynir alti tozu
soliisyonu farkli oranlarda laktoz igerecek sekilde fermantasyon ortamlarin

hazirlanmasinda kullanildi.

e Fermantasyon Ortamlarinin Hazirlanmasi

Tez caligmasi dahilinde biyoetanol {iretiminin degerlendirilmesi amaciyla 9
farkli fermantasyon (WP1-WP9) ortami hazirlandi (Tablo 3.1). Fermantasyon
ortamlar1 peynir alt1 tozu soliisyonu ile farkli oranlarda laktoz (%3-15; w/v) igerecek
sekilde hazirlanarak bu fermantasyon ortamlarina farkli oranlarda maya 6ziitii (%0.3
ve %0.5; w/v) ilave edildi. Ayrica hazirlanan tiim besi ortamlarina CaCl, (%0.5 w/v)
ilave edildi. Farkli besi ortamlarinin pH degerleri steril kosullar altinda 10N NaOH
ile pH 7.0 (Hanna Instruments, pH 211 Microprocessor, Michigan, A.B.D.) olacak
sekilde ayarlanarak 10000 rpm (15344 x g) hizinda 10 dakika siire ile santrifiij edildi

ve iist sivi kisim fermantasyon ortami olarak degerlendirildi. Fermantasyon
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ortamlarina, daha sonra FBRS susu i¢in ampisilin (100 pg/mL), TS3 susu igin ise
ampisilin (100 pg/mL) ve streptomisin (50 pg/mL) antibiyotikleri ilave edildi.

Tablo 3.1: Biyoetanol iiretiminin degerlendirilmesi i¢in hazirlanan ve degerlendirilen
fermantasyon besi ortamlari.

Fermantasyon Besiyeri bilesenleri
Besi Ortam1  Laktoz (%) Maya Oziitii (%)  CaCl, (%)
WP1 3 0.3 0.5
WP2 3 0.5 0.5
WP3 5 0.3 0.5
WP4 5 0.5 0.5
WP5 8 0.3 0.5
WP6 8 0.5 0.5
WP7 10 0.5 0.5
WP8 12 0.5 0.5
WP9 15 0.5 0.5

3.3. Stok Kiiltiirlerin Pasajlanmasi

E.coli FBR5 ve TS3 suslarinin pasajlanmasi i¢in ksiloz (%8 w/v) i¢eren LB
agar (10 g/L pepton, 5 g/L maya oziitii, 5 g/ NaCl, 15 g/L agar; pH 7.0) ortami
hazirlandi. LB agar ortamlarina ayrica FBRS (100 pg/mL ampisilin) ve TS3 (100
pg/mL ampisilin ve 50 pg/mL streptomisin) suslari i¢in uygun antibiyotikler ilave
edildi. E.coli suslari ksiloz ve antibiyotik i¢ceren LB agar besiyerlerine 6ze yardimiyla
inokiile edilerek 37°C sicaklikta, 16-18 saat siire ile (Binder, BD 115, Tuttlingen,
Almanya) inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi, kiiltiirler 4°C sicaklikta saklanarak en

az 15 giinde bir pasajlandi.

3.4. On Kiiltiirlerin Hazirlanmasi

E.coli suslarmin (FBR5 ve TS3) 6n kiiltiir ortamlarinin hazirlanmasi igin
100mL erlenmayerler igerisinde uygun antibiyotik iceren 10mL besi ortamlart (WP1-
WP9) aktarildi. Hazirlanan ortamlara E.coli suslarindan 1 veya 2 koloni inokiile
edilerek 37°C sicaklikta, 16-18 saat siire ile 180rpm hizda (Edmund Biihler GmbH,
TH15, Hechingen Almanya) inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi biiyiitiilen kiiltiirler
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hem immobilizasyon i¢in hem de fermantasyon denemelerinde serbest hiicre olarak

kullanildi.
3.5. Hiicre Immobilizasyonu

Hiicre immobilizasyonu, kalsiyum-aljinat yontemine gore uygulandi. Sodyum
aljinat (Sigma Aldrich, Ingiltere) bir ekim kabini igerisinde 30 dakika siire ile UV
15181 kullanilarak steril edildi [Sar et al., 2017a], [Sar et al., 2017b]. Sodyum aljinat
(%6, w/v) c¢ozeltisi hazirlanirken, yigin olusumunu engellemek ig¢in manyetik
karistirict ile stirekli karistirilan steril saf suya toz haldeki sodyum aljinat azar azar
ilave edildi ve ¢oziinmeyi saglamak icin karistirma siirekli devam edildi.

Inkiibe edilen 6n kiiltiirlerin OD 600nm degeri 0.8 olacak sekilde 40mL NaCl
sollisyonu (%0.9, w/v) ile sulandirildi ve 4000 rpm hizinda 15 dakika siire ile
santrifiij edilerek hiicre yogunlugu elde edildi. Santrifiij sonras: elde edilen hiicre
yogunlugu sirasiyla 20mL NaCl soliisyonu (%0.9, w/v) ve 20mL sodyum aljinat
(%6, w/v) ¢ozeltisi ile karigtirildi. Hiicre igeren aljinat soliisyonu (son aljinat orani
%3, w/v) 250mL steril CaCl, soliisyonuna (1M) siringa (3P 21G 0.80 x 38 mm) ile
damlatilmasiyla yaklasik 3 mm c¢apinda boncuk yapida immobilize hiicreler elde
edildi. Olusan boncuklar 30 dakika boyunca, oda sicakliginda manyetik karistirici ile
karigtirildi. Boncuklar CaCl; soliisyonundan toplandi ve NaCl soliisyonu (%0.9, w/v)
ile yikandi. Elde edilen boncuklar glukoz (%0.2, w/v) ve maya 6ziiti (%0.2, w/v)
igeren bir soliisyonda, bir gece +4°C’de saklandi. Ayrica, CaCl; soliisyonundan LB
agara 100pL yayma ekim yapilarak, immobilizasyon asamasinda tutuklanmayan

hiicre sayisi tespit edildi.
3.6. Fermantasyon denemeleri

Bu tez ¢calismasinda gergeklestirilen fermantasyon denemeleri farkli kosullarda

degerlendirildi.
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e Farkli laktoz konsantrasyonlari ile ¢alkalamali kiiltiirlerde fermantasyon
denemeleri

Biyoetanol iiretiminde karbon kaynagi olarak peynir alti tozunun etkisinin
belirlenmesi i¢in farkli oranlarda laktoz (%3-15) igerecek sekilde hazirlanan peynir
alti tozu besiyerleri (WPI-WP6 ve WP9) kullanildi. Ayrica, etanol iiretiminin
arttirilmasinda VHb teknolojisinin ve immobilizasyonun etkilerini incelemek icin
sirastyla  E.coli FBRS ve TS3 suslart ile immobilize ve serbest hiicreler
karsilastirilmali olarak degerlendirildi.

Fermantasyon denemeleri 400mL besiyeri igeren 500mL erlenmayerler
kullanilarak ¢alkalamali inkiibator kosullarinda gerceklestirildi. Hazirlanan
fermantasyon ortamlarina E.coli FBRS ve TS3 suslarindan ODgoy degeri 0.8
yogunluguna es deger 6n kiiltiirlerden 1mL ilave edildi. immobilize hiicreler igin ise
yine ODgpo degeri 0.8 yogunluguna es deger olacak sekilde 40 adet boncuk
kullanildi. Bu boliimde gerceklestirilen fermantasyon denemeleri 37°C’de 180 rpm

calkalamal1 kosullarinda, 24 saat araliklarla toplam 96 saat stire ile inkiibe edildi.

e Fermentor kosullarinda fermantasyon denemeleri

Bu boliimde, serbest ve immobilize E.coli FBRS5 ve TS3 suslari ile biyoetanol
tretimi, 2 litre kapasiteli bir fermentdr (Biostat B plus Sartorius, Gottingen,
Almanya) ortaminda gergeklestirildi. Fermentdr kullanarak gergeklestirilen
fermantasyon denemelerinde, ¢alkalamali kiiltiirlerde en iyi etanol iiretiminin
belirlendigi WP6 (%8 laktoz) besiyeri kullanildi. Ayrica, yiiksek laktoz
konsantrasyonu ile etanol {iretiminin fermentdr kosullarindaki etkisini belirlemek
icin WP9 (%15 laktoz) besiyeri de kullanildh.

Fermentor uygulamasi i¢in 1600 mL besi ortamina (pH 7.0) serbest hiicre i¢in
AmL onkiltiir (ODggp = 0.8), immobilize hiicre igin ise 160 boncuk (ODgyy = 0.8)
inokiile edildi. Fermentor sisteminde ¢dziinmiis oksijen probu (DO) ve pH elektrodu
kullanild. Inkiibasyon sirasinda %10 képiik 6nleyici soliisyon (antifoam A solution;
Sigma Chemical Compony, St. Lois, MO) kullanildi. Havalandirma, fermentor
haznesinin tabaninin 2 cm {izerine monte edilmis paslanmaz celik hava filtresinden 1
vvm (1 L/dak) oraninda siirekli olarak fermantasyon ortamina beslemeyle saglandi.
Fermentor kosullar1 37°C’de, 180 rpm ¢alkalamali kosullarinda, 24 saat araliklarla

toplam 96 saat siire ile inkiibe edildi.
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e Immobilize E.coli suslari ile tekrarli fermantasyon denemeleri

Immobilize hiicrelerin kullanim etkinliginin belirlenmesi igin ¢alkalamal
kiiltiirlerde en iyi etanol iiretiminin belirlendigi WP6 (%8 laktoz) besi ortaminda
tekrarli fermantasyon denemeleri gerceklestirildi. Fermantasyon denemeleri 500mL
erlenmayer igerisinde 400mL besiyeri olacak sekilde ¢alkalamali inkiibator
kosullarinda gergeklestirildi. WP6 besi ortamina E.coli suslarindan ODggo degeri 0.8
yogunluguna es deger 40 adet boncuk aktarildi ve 37°C’de 180 rpm ¢alkalamali
kosullarda, 96 saat siire ile inkiibe edildi. Inkubasyon sonrasi boncuklar toplanarak
NaCl soliisyonu (%0.9 w/v) ile yikandi ve tekrardan taze WP6 besiyerine aktarildi.
Bu kosullarda immobilize E.coli FBR5 ve TS3 suslar1 15 tekrarli fermantasyon

stiresince inkiibe edildi.

e Immobilize E.coli suslarinin uzun sire depo edilmesi ve tekrarhi
fermantasyonlarda kullanilmasi

Immobilize edilen E.coli suslari iki farkli saklama soliisyonunda (SS1 ve SS2)
60 giin siire boyunca +4°C’de depo edildi. Saklama soliisyonu 1 (SS1), glukoz
(9%0.2, w/v) ve maya 0ziitii (%0.2, w/v) igerecek sekilde hazirlandi [Ghorbani et al.,
2011]. Saklama soliisyonu 2 (SS2)’de ise, CaCl, (%2, w/v) kullanildi [Duarte et al.,
2013].

Calkalamali kiiltiirlerde en iyi etanol iretiminin belirlendigi WP6 besiyerinin
400mL’si 500mL hacimli erlenmayerler igerisine ilave edilerek fermantasyon
ortamlar1 hazirlandi. Depo edilen immobilize E.coli suslar1 15 giin araliklar ile WP6
besiyerine aktarildi ve 37°C’de, 180 rpm calkalamali kosullarinda, 96 saat siire ile
inkiibe edildi. Ayrica, 15 ve 30 giin siire ile depo edilen immobilize E.coli suslari
fermantasyon denemeleri sonrasit toplandi ve NaCl soliisyonu (%0.9, w/v) ile
yikandi. Ardindan boncuklar taze WP6 besiyerine aktarilarak 8 tekrarli fermantasyon

suresince inkiibe edildi.

e Immobilize hiicrelerin farkli inokulum miktarlari ile fermantasyon denemeleri

Bu béliimde immobilize hiicrelerin inokulum etkisinin (%5-30) belirlenmesi
icin E.coli FBR5 ve TS3 suslar ile farkli fermantasyon ortamlar1 kullanildi (WP6-
WP9). 100mL erlenmayerler igerisinde inokulum orani ile iligkili olarak farkl
miktarlarda besiyerleri ilave edildi. %5 inokulum orani i¢in 40 boncuk ve 76mL

besiyeri, %10 inokulum orani i¢in 80 boncuk ve 72mL besiyeri, %20 inokulum orani
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icin 160 boncuk ve 64mL besiyeri, %30 inokulum orani icin ise 240 boncuk ve
56mL besiyeri kullanildi. Hazirlanan kiiltlir ortamlart 37°C’de, 180 rpm calkalamali

kosullarinda, 72 saat siire ile inkiibe edildi.

3.7. Analiz Yontemleri

Fermantasyon sonrasi Kkiiltirlerin pH degerleri, ODgoonm degerleri, VHb
miktarlar1 (nmol/g), liretilen etanol miktar1 (% v/v) ve kiiltiir ortaminda kalan seker

miktarlar1 (% w/v) belirlendi.

e pH degerlerin 6l¢iimii
Kiiltirlerin pH degerleri, bir pH metre (Hanna Instruments, pH 211
Microprocessor, Michigan, A.B.D.) kullanilarak belirlendi.

e Toplam hiicre sayis1 6l¢limii

Fermantasyon sonrasinda hiicre sayimlari, bir spektrofotometre cihazi
(Shimadzu, UV-1800 UV-VIS, Kyoto, Japonya) kullanilarak belirlendi. Kiiltiirlerin
ODgoonm’deki optik yogunluklar: 0.6 degerini agmayacak sekilde steril 6zgiin besi
ortami ile seyreltilerek belirlendi. Optik yogunlugun belirlemesinde kor olarak

kiiltiire 6zgiin steril besi ortam1 kullanilda.

e VHb miktar1 6l¢iimii

Vgb igeren rekombinant E.coli TS3 susunun irettigi VHb miktar1 dityonit
(sodyum hidrosiilfat) eklenerek 400-500 nm dalga boylar1 arasinda indirgenmis-
indirgenmemis fark spektrasina gore (UV-1800 Schimadzu UV-VIS NIR
Spektrometresi) belirlendi [Webster and Liu, 1974].

VHb miktarinin belirlenmesi i¢in, hiicre kiiltiirleri 4000 rpm hizda 4°C
sicaklikta 15 dakika siire ile santrifiij edilerek (Awel MF48-R, A.B.D.) hiicrelerin
¢Okmesi saglandi. Elde edilen hiicre yogunlugu 30 ng/mL olacak sekilde fosfat
tamponu (50 mM, pH 7.5) ile sulandirildi. Hazirlanan hiicre siispansiyonlar1 buz kap
icerisinde bir sonikatdr (Branson Ultrasonic Corporation, Branson Digital Sonifier
250, Danbury, A.B.D.) yardimi ile 20 saniyelik vurma ve 10 saniyelik bekleme

stireleri ile 6 defa (toplamda 3 dakika) sonike edildi. Elde edilen hiicre homojinatlar
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4°C sicaklikta 4000 rpm hizda 15 dakika siire ile santrifiij edildi. Ardindan elde
edilen iist stvilar VHb miktar tayini i¢in kullanildi. Kor olarak dityonit ile muamele
edilmeyen iist stvilar kullanildi. Olgiimler 400-500 nm araliginda yapilarak, VHb’ nin
ditiyonitle indirgendiginde karakteristik olarak verdigi 416 ve 430 nm dalga boylari

arasindaki fark spektrumundan VHb miktari nmol/g olarak hesaplandi.

¢ Etanol ve seker miktar1 6l¢iimii

Inkiibasyon sonrasi iiretilen etanol miktar1 ve besi ortaminda kalan seker
yogunlugu Refraktif indeks Dedektorii (RID) iceren bir HPLC (Shimadzu, LC-20A,
Yiiksek Performansli Sivi Kromatografi, Kyoto, Japonya) sisteminde belirlendi.

Kiiltiir ortamindan alinan 6rnekler, 4°C, 10000 rpm hizda, 10 dakika siire ile
santrifiij edilerek safsizliklardan arindirildi. Elde edilen iist sivi, 0.22 um por c¢aph
seliiloz filtreden gegirildi ve HPLC viallerine aktarildi. Yirttiici faz olarak
Asetoritril (%60 v/v) soliisyonu kullanildi ve akis hizi 1 mL/dk olacak sekilde
ayarlandi. 20pL 6rnek enjeksiyonu ile toplamda 10 dakika siire boyunca, 25°C kolon
sicakliginda ve NH; kolonu (Interstil, 5 pm, 4.6 x 250 mm, GL Sciences Inc.,
Shinjuku, Tokyo, Japonya) kullanilarak HPLC analizi gergeklestirildi.

3.8. Verim Hesaplamalari

Fermantasyon sonrasi substrat tiikketimi ve etanol iiretim miktarlarina goére
seker tiiketim verimi (%), alkol verimi, teorik alkol verimi (fermantasyon etkinligi,

%) ve substrat dontisiim etkinligi (%) verimleri belirlendi.

Etanol Miktar1 (g/L)
= Etanol miktar1 (% v/v) * 7,8924 (3.1)
Seker Tiitekim Verimi (%) (3.2)

= (Tiketilen seker miktar1 (g/L) /
Toplam seker miktari (g/L)) * 100

25



Alkol Verimi (3.3)
= (Etanol miktar (g/L) /
Tiiketilen seker miktar1 (g/L)) * 100

Teorik Alkol Verimi (Fermantasyon Etkinligi) (3.4)
= (Etanol verimi (%)/ 53.8) * 100

Substrat Doniigtim Etkinligi (3.5)
= (Etanol miktar1 (g/L)/ Pat) * 100

Formiilde verilen Pat (peynir alti tozu) degeri WP6 icin 102.56, WP7 igin
128.2, WP8 i¢in 153.84 ve WP9 i¢in ise 192.3 sabit degerleri kullanildi.

3.9. Istatiksel Analizler

Istatiksel analiz i¢in P degerleri Excel 2016 (Microsoft Office) programi
kullanilarak belirlendi. P degerleri, tek kuyruklu t-testi ile etanol iiretiminin, farkl
kosullarda (laktoz konsantrasyonu, inkiibasyon siiresi, inokulum orani gibi)
Vitreoscilla hemoglobini’nin ve immobilizasyonun hem ayri ayri hem de bir arada
kullanim etkileri ile arttirabilecegi hipotezine dayanilarak degerlendirildi. 0.05°e esit

veya 0.05’ten kiigtik bulunan p degerleri anlamli olarak degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Calkalamah Kiiltiirlerde Biyoetanol Uretiminde Peynir
Altt  Tozunun, Immobilizasyonun ve  Vitreoscilla
Hemoglobini’nin EtKisi

Biyoetanol iiretiminde karbon kaynagi olarak peynir alti tozunun igerdigi
laktoz konsantrasyonlarmin etkisinin belirlenmesi i¢in farkli oranlarda peynir alti
tozu iceren fermantasyon ortamlari hazirlandi. Ayni laktoz konsantrasyonlarina sahip
peynir alt1 tozu igeren besiyerlerine farkli oranlarda (%3 ve %5) maya 6ziitii de ilave
edilerek etanol {iretiminde maya Oziitiiniin etkisi de arastirildi. Biyoetanol iiretiminde
Vitreoscilla hemoglobini ekspresyonun etkisinin belirlenmesi i¢in, E.coli FBR5 (vgb
) ve TS3 (vgb®) suslar1, immobilizasyonun etkisinin incelenmesi i¢in ise her 2 susun
serbest ve immobilize formlar1 karsilagtirilarak degerlendirildi. Ayrica, VHb
teknolojisi ve immobilizasyonun bir aradaki kullanimdaki etkisi immobilize TS3

susu ile belirlendi.

4.1.1. Biyoetanol Uretiminde Peynir Alt1 Tozu Miktarimin (Laktoz
Konsantrasyonun) Etkisi

Biyoetanol iiretiminde laktoz konsantrasyonun etkisinin belirlenmesi i¢in, %3,
%S5, %8 ve %15 laktoz konsantrasyonlarinda farkli oranlarda peynir alt1 tozu igeren
farkli besi ortamlar1 hazirlandi. %3 laktoz yogunlugunda (WP1 ve WP2) biyoetanol
tiretiminin 48 ve 96 saat sonunda genellikle %2 (v/v) oraninda oldugu belirlendi
(Sekil 4.1). Laktoz konsantrasyonun artmasi ile biyoetanol {iretiminin de arttigi
belirlendi. %5 ile %8 laktoz ortamlarinda (WP4 ve WP6) immobilize FBR5 ve TS3
suglart ile 96 saat siire sonunda firetilen etanol miktarinin sirasiyla %3.35 ve %3.55
(v/v) oldugu tespit edildi (Sekil 4.1). %5-8 laktoz oranlarinda etanol {iretimi
degerlerinin birbirine yakin oldugu fakat diisiik laktoz konsantrasyon ile hazirlanan
fermentasyon ortamina goére daha yiiksek oldugu belirlendi %8, %10 ve % 12 laktoz
konsantrasyonlarinda, etanol iiretimlerinin birbirine yakin degerler oldugu goriildii.
Elde edilen yakin etanol sonuglarina ragmen %15 laktoz konsantrasyonunda etanol
degerlerinin 6nemli Olgiide azalmasi nedeni ile galismalara %3, %S5, %8 ve %15

laktoz konsantrasyonuna sahip peynir alt1 tozu igeren besiyerleri ile devam edildi.
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Elde edilen bulgularla, %3-8 laktoz igerecek sekilde hazirlanan besi ortamlarinda
tiretilen etanol seviyeleri ile peynir alti tozunun alternatif bir karbon kaynagi

olabilecegi belirlendi.

4.1.1.1. Biyoetanol Uretiminde Farklh Laktoz Konsantrasyonlarinda
Maya Ogziitiiniin EtKisi

Biyoetanol iiretiminde laktoz konsantrasyonun etkisinin yani sira besiyeri
bilesenin etkisi olarak maya Oziitliniin etkisi de incelendi. Maya 06ziitli icermeyen
peynir alti besiyerlerinde etanol {iiretiminin ¢ok diisiik oldugu belirlendi (data
gosterilmedi). Peynir alt1 tozu besiyerleri maya 6ziitii ile zenginlestirildiginde etkili
etanol iretiminin gergeklestigi gdzlemlendi. Biyoetanol iiretiminde %0.3 ve %0.5
maya Oziiti konsantrasyonu ilavesinin etkisi incelendiginde, diisiik laktoz (%3)
konsantrasyonlarinda (WP1-WP2) 6nemli bir farkin olmadig belirlendi. %5 ve %8
laktoz konsantrasyonunda ise, %0.5 maya Oziitii ilavesinin (WP4-WP6) %0.3
ilavesine (WP3 ve WP5) gore biyoetanol iretimini oOzellikle 48-72 saatlik
fermantasyonlarda olumlu etkiledigi tespit edildi (Sekil 4.1).

4.1.1.2. Farkh Laktoz Konsantrasyonlarinda Hazirlanan Peynir Alti
Tozu Iceren Besiyerlerinde Laktoz Tiiketimleri ve Etanol
Fermantasyon Verimleri

Diisiik laktoz konsantrasyonu (%3; WP1 ve WP2) icerecek sekilde peynir alti
tozu ile hazirlanan besi ortamlarinda serbest ve immobilize E.coli FBR5 ve TS3
suglar1 ile 48 saat fermantasyon sonrasinda laktozun tamamen tiikkendigi belirlendi.
Laktoz konsantrasyonu %35 olacak sekilde peynir alti tozu ile hazirlanan WP3 ve
WP4 besi ortamlarinda serbest ve immobilize E.coli FBR5 ve TS3 suslari ile ise 96
saat fermantasyon sonrasinda laktozun tamamen tiikendigi belirlendi. %8 laktoz
oraninda hazirlanan WP5 ve WP6 besiyerleri ile 96 saat fermantasyon sonrasinda
laktoz tiiketiminin genel olarak %70-80 arasinda oldugu belirlendi. Peynir alt1 tozu
ile yiiksek laktoz konsantrasyonu (%15, WP9) ile hazirlanan fermantasyon ortaminda
96 saat inkiibasyon sonrasinda laktozun %42-58-oranlarinda tiikkendigi goriildi
(Tablo 4.1).
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Sekil 4.1: Serbest ve immobilize E.coli FBR5 ve TS3 suslar ile farkli laktoz

konsantrasyonlarinda (A; %3, B; %5, C; %8 ve D; %15) ve farkli

konsantrasyonlarda maya 6ziitii (%0.3 ve %0.5, w/v) igeren besiyerlerinde (WP1-

WP6 ve WP9) biyoetanol iiretimi. Her deger en az 3 tekrarin ortalamasidir. Hata

cubuklar1 standart sapmalar1 gostermektedir.
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Tablo 4.1: Serbest ve immobilize E.coli FBR5 ve TS3 suslarinin farkli laktoz
konsantrasyonlarinda (%3, %5, %8 ve %15) hazirlanan (WP1-WP6 ve WP9)
besiyerlerinde fermantasyon sonrasi kiiltiirlerin laktoz tiiketim verimi degerleri (%).
Her deger en az 3 tekrarin ortalamasidir. Parantez icindeki degerler standart
sapmalar1 gostermektedir.

Laktoz Tiiketim Verimi (%)
Stire Besiyeri
(saat) WP1 WP2 WP3 WP4 WP5 WP6 WP9
FBR5 (s) 48 100 (0) 100 (0) 44 (1) 55(6) 37(5) 58 (4) 43(2)
72 100 (0) 100 (0) 57(2) 60(5) 80(2) 81(2) 48(2)
96 100 (0) 100 (0) 100 (0) 100 (0) 88 (6) 84 (5) 67 (3)

Suslar

FBR5 (i) 48 100 (0) 100 (0) 45(0) 65(6) 41(2) 48 (1) 42 (3)
72 100 (0) 100(0) 87 (1) 88(2) 67 (1) 80(0) 51 (4)
96 100 (0) 100 (0) 100 (0) 100 (0) 73 (1) 82 (2) 73 (2)

TS3(s) 48 100 (0) 100(0) 64 (0) 72(1) 34(1) 55(0) 51 (3)
72 100 (0) 100 (0) 75(7) 74(3) 58(2) 59 (2) 57 (4)
96 100 (0) 100 (0) 100 (0) 100 (0) 80 (5) 82 (5) 58 (4)

TS3() 48 100 (0) 100(0) 60(0) 82(2) 35(1) 53(0) 43 (4)
72 100(0) 100(0) 77 (1) 91(1) 54 (1) 56 (1) 56 (2)
96 100 (0) 100 (0) 100 (0) 100 (0) 74 (1) 77 (1) 58 (2)

Peynir alt1 tozu ile hazirlanan besi ortamlar1 ile biyoetanol tiretim etkinligi
incelendiginde, %3 laktoz ortamlarinda (WP1 ve WP2) E.coli suslar ile laktozun
tamamen tiikkendigi ve etanol iiretim etkinliginin 48, 72 ve 96. saatler sonunda genel
olarak %90 ve tizerinde oldugu belirlendi. %5 laktoz ortamlarinda (WP3 ve WP4)
fermantasyon etkinliginin inkiibasyon siiresinin artmasi ile daha etkin oldugu ve 96
saat fermantasyon siiresi sonrasinda %90 seviyesine ulastig1 gézlemlendi. %8 laktoz
ortamlarinda (WP5 ve WP6) da benzer olarak inkiibasyon siiresinin artmasi ile
fermantasyon veriminin de arttig1 belirlendi. Yiiksek laktoz konsantrasyonda (%15,
WP9) ise teorik alkol veriminin genel olarak diisiikk oldugu belirlendi (Tablo 4.2).

%3-8 laktoz konsantrasyonlarina sahip besiyerlerinde (WP3-WP8) biitiin E.coli
suslart ile laktozun tiiketilebildigi ve etkin bir sekilde etanol tiretiminin gerceklestigi
tespit edildi. Elde edilen sonuglarla, biyoetanol iretiminde laktoz kaynagi olarak

peynir alt1 tozunun etkin bir sekilde kullanilabilecegi goriildii.
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4.1.1.3. Kiiltiirlerin pH Degerleri

Tiim fermantasyon ortamlarin baslangi¢ pH degerleri 10N NaOH ile 7.0 olacak
sekilde ayarlandi. Fermantasyon sonrasi besi ortamlarinin pH degerleri genel olarak

5.00 ile 5.60 arasinda oldugu belirlendi (data gosterilmedi).
4.1.2. Biyoetanol Uretiminde immobilizasyonun Etkisi

Biyoetanol {liretiminde immobilize hiicrelerin etkisinin belirlenmesi i¢in,
fermantasyon ortamlarina baslangi¢ hiicre miktar1 esit olacak sekilde serbest ve
immobilize formdaki hiicreler ayr1 ayrt inokiile edildi. Disiik laktoz
konsantrasyonlarinda etanol iiretiminin tiim kosullarda esit miktarda iiretildiginden
dolay1r immobilizasyon etkinligi belirlenemedi. Laktoz konsantrasyonu %5 ve %8
oranlarina arttirildiginda, immobilize E.coli suslarinin (FBR5 ve TS3) 96 saat siire
sonundaki etanol tretimlerinin, serbest hiicrelere gore %20’ye varan oranda daha
fazla oldugu tespit edildi (Sekil 4.1). Bu sonug, immobilizasyonun etanol iiretimi igin
seker tiiketiminin daha etkin olmasini sagladigini ve boylelikle teorik alkol veriminin
daha yiiksek oldugunu gostermektedir (Tablo 4.1, Tablo 4.2). Ayrica, birim biyokiitle
basina diisen etanol miktarinin immobilize hiicreler ile daha fazla oldugu belirlendi
(Sekil 4.2). Birim hiicre biyokiitlesi basma diisen etanol degerlerinin
immobilizasyonla ve artan fermentasyon siiresi ile genellikle (WP3 ve WP4
besiyerleri ile bazi fermentasyon siireleri sonunda elde edilenler disinda) arttig

saptandi.
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Tablo 4.2: Serbest ve immobilize E.coli FBR5 ve TS3 suslarinin farkli laktoz
konsantrasyonlari (%3, %5, %8 ve %15) ile hazirlanan (WP1-WP6, WP9)

besiyerlerinde fermantasyon sonrasi kiiltiirlerin teorik alkol verim degerleri (%). Her
deger en az 3 tekrarin ortalamasidir. Parantez icindeki degerler standart sapmalari
gostermektedir.

Teorik Alkol Verimi (%)

Suslar Siire Besiyeri
(saat) WP1 WP2 WP3 WP4 WP5 WP6 WP9
FBR5 (s) 48 91(4) 89(4) 54 (2) 54 (7) 58 (1) 56 (6) 24 (4)
72 89 (3) 95(0) 69 (5) 82(3) 48(1) 61(1) 32(3)
96 98 (5) 93 (1) 84 (2) 87 (2) 56 (8) 69 (2) 26 (5)
FBRS5 (i) 48 89(0) 91(3) 80(5) 85(1) 63(3) 73(3) 28(3)
72 96 (1) 97 (1) 80 (1) 86(2) 64 (3) 65(3) 30(2)
96 98 (1) 95(0) 89 (1) 93(3) 74(2) 71 (5 24 (1)
TS3(s) 48 91 (1) 87(1) 80(0) 78 (1) 97 (4) 87 (1) 28(2)
72 87 (3) 97(3) 87(3) 95(8) 78 (1) 86(1) 30(3)
96 99(2) 97(0) 87(4) 95(2) 71(2) 76 (5) 32 (3)
TS3 (i) 48 95(3) 99(9) 93(7) 76(3) 78 (1) 84 (1) 30(2)
72 87 (1) 97 (3) 97 (2) 89 (7) 97 (3) 99 (3) 32 (4)
96 99 (2) 97(2) 93(2) 90(3) 84 (1) 84(2) 33(2)
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Sekil 4.2: Serbest ve immobilize E.coli FBR5 ve TS3 suslarinin farkli laktoz
konsantrasyonlarinda (A; %3, B; %5, C; %8, D; %15) hazirlanan (WP1-WP6, WP9)
besiyerlerinde fermantasyon sonrasi birim hiicre biyokiitlesi basina diisen etanol
miktarlari (EtOH (w/v) / OD). Her deger en az 3 tekrarin ortalamasidir. Hata
cubuklar1 standart sapmalar1 gostermektedir.
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4.1.3. Biyoetanol Uretiminde Vitreoscilla Hemoglobini’nin EtKisi

E.coli FBR5 ve TS3 suslar ile 96 saat inkiibasyon sonrasi diisiik laktoz (%3 ve
%5) yogunlugunda firetilen biyoetanol miktarlar1 birbirine yakinken, %8 laktoz
iceren WP5 ve WP6 besi ortaminda etanol iiretim miktarinin, TS3 susu (vgb®) ile
genel olarak %8-19 daha fazla oldugu belirlendi (Sekil 4.1). Birim biyokiitle basina
diisen etanol miktarlarimin da WP5 ve WP6 besiyerlerinde yine TS3 susu ile genel
olarak %23-48 daha fazla oldugu goriildii (Sekil 4.2). Boylece peynir alti tozu ile
hazirlanan fermantasyon ortamlart ile etanol iiretiminde vgb/VHb sisteminin de etkili

olabilecegi belirlendi.

4.1.4. Biyoetanol Uretiminde Immobilizasyonun ve Vitreoscilla
Hemoglobini’nin EtKisi

Farkli  fermantasyon  ortamlar1  ile  biyoetanol  diretimi  miktari
degerlendirildiginde, en yiiksek etanol tiretiminin immobilize E.coli TS3 susu ile
saglandig1 tespit edildi. En fazla etanol iiretim miktarinin, WP6 besiyerinde (%8
laktoz), VHb ekspresyonu yapan TS3 susu ile 3.55 (v/v) oraninda oldugu ve bu
etanol miktarinin FBRS susuna gore %18 daha fazla oldugu belirlendi (Sekil 4.1).
Benzer olarak immobilize E.coli TS3 susu ile birim biyokiitle basina diisen etanol
miktarmin FBR5 susuna gore %23 daha fazla oldugu belirlendi (Sekil 4.2). Genel
olarak farkli laktoz konsantrasyonlarinda (%3-8) elde edilen en yiiksek teorik alkol
verimlerinin  hem VHDb’nin ekspresyonunun hem de VHb ekspresyonu ile
immobilizasyon sisteminin birlikte kullanildiginda (6zellikle WP6 besiyerlerinde
%99’a varan oranda) saglandigi belirlendi, (Tablo 4.2). Bu sonuglar ile biyoetanol
tiretiminde hem immobilizasyonun hem de Vitreoscilla hemoglobininin olumlu
etkilerinin oldugu goriildi.

Serbest ve immobilize TS3 susunun farkli laktoz konsantrasyonlarinda (%3,
%5, %8 ve %15) hazirlanan (WP1-WP6, WP9) besiyerlerinde 48, 72 ve 96 saatlik
fermantasyonlar sonrasi eksprese edilen VHb miktarlar1 22-63 nmol/g arasinda
oldugu tespit edildi (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3: Serbest (a) ve immobilize (b) TS3 susu ile farkli laktoz
konsantrasyonlarinda (A; %3, B; %5, C; %8, D; %15) hazirlanan (WP1-WP6; WP9)
besiyerlerinde 48, 72 ve 96 saatlik fermantasyonlar sonundaki eksprese edilen VHb
miktarlar1 (nmol/g). Her deger en az 3 tekrarin ortalamasidir. Hata gubuklar standart
sapmalar1 gostermektedir.

4.2. Biyoetanol Uretiminde Immobilizasyonun Kullanim
Etkinliginin Incelenmesi

4.2.1. immobilize Hiicrelerin Biyoetanol Uretiminde Farkh Laktoz
Konsantrasyonlarmin Etkisi

Immobilize E.coli soylarinimn artan laktoz konsantrasyonlarinda etanol iiretim
degerlerinin ve birim hiicre biyokiitlesi basina diisen etanol miktarlarinin arttig
belirlendi (Sekil 4.1, Sekil 4.2). Immobilize hiicrelerin 96 saat fermantasyon sonrasi
%3 laktoz ortaminda serbest hiicrelerle esit bir sekilde (%2 oraninda) etanol
tiretebildigi, %5 laktoz ortaminda serbest hiicrelere gore etanol iiretiminde %3 ile

%10 arasinda artis sagladigi, %8 laktoz ortaminda ise yine serbest hiicrelere gore
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%17 oranina varan etanol iiretimi artig1 sagladig1 saptandi. Laktoz oraninin artmasi
ile immobilize hiicrelerin serbest hiicrelere gore daha etkin etanol irettigi tespit
edildi. Laktoz oranmin %15’e arttirilmasi ile etanol {iretiminin Onemli OGl¢iide
azaldig1 yine de immobilize hiicrelerin serbest hiicrelere gore %2-%8 daha fazla
etanol tirettigi belirlendi (Sekil 4.1).

Farkli laktoz ortamlarinda FBRS5 ve TS3 suslar ile etanol {iretiminin
immobilizasyon ile daha fazla oldugu belirlendi. Ayrica immobilize E.coli suslar1 ile
etanol iiretim miktarlar1 ve serbest hiicrelere gore etanol iiretiminin artis degerleri
incelendiginde en etkili besi ortaminin %8 laktoz igeren WP6 oldugu belirlendi. Bu
nedenle, immobilize hiicrelerin tekrarli kullanimi ve depo edilebilir 6zellikleri gibi
immobilizasyonun kullanim etkinliginin incelenmesi i¢in yapilan sonraki ¢alismalar

WP6 besi ortami kullanilarak gergeklestirildi.
4.2.2. immobilize Hiicrelerin Tekrarh Fermantasyonda Kullanim

Immobilize hiicrelerin tekrarli fermantasyondaki etkilerinin belirlenmesi igin,
FBR5 ve TS3 suslari, erlenmayerler kullanilarak WP6 besiyerinde 96 saat siire ile
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi immobilize boncuklar toplanarak steril distile su
ile yikandi ve yeniden taze WP6 besiyerine aktarildi. Bu sekilde, immobilize hiicreler
kullanilarak toplam 15 tekrarli fermantasyon gerceklestirildi (Sekil 4.4). Ayrica,
immobilize hiicreler, iki farkli saklama soliisyonunda 60 giin siire +4°C’de depo
edilerek, farkli siirelerde ve iki farkli saklama soliisyonunda depo edilen immobilize
hiicrelerin etanol tiretimindeki etkinlikleri incelendi.

Tekrarli fermantasyon denemelerinin ilk alti fermantasyonunda, hem FBRS5
(%2.41-%2.88, v/v) hem de TS3 (%3.37-%3.55, v/v) suslarin etanol iiretimlerinin
birinci inkiibasyon sonrasi iiretilen etanol degerine yakin ve stabil oldugu gorildii.
Yedinci fermantasyon sonrasinda her 2 susun da etanol iretiminin arttigi ve etanol
tiretiminin FBRS susu ile %3.39 (v/v), TS3 susu ile ise %4.38 (v/v) degerine ulastigi
belirlendi. Elde edilen bu etanol miktarlarinin birinci fermantasyon degerlerine gore
sirastyla %30 ve %40 daha fazla oldugu belirlendi. On birinci fermantasyon sonrasi
ise FBR5 susunun etanol tiretiminin kademeli olarak azaldig: (%3.25’den %1.67’ye,
v/v), TS3 susunun etanol iretiminin degismedigi (%3.60-%3.67, v/v) ve ilk 6
fermantasyon degerleri ile benzer oldugu tespit edildi (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4: Iimmobilize FBR5 ve TS3 suslarinin WP6 besiyerinde 15 tekrarli

fermantasyonda kullanimi. Her deger en az 3 tekrarin ortalamasidir. Hata ¢ubuklari

standart sapmalar1 gostermektedir.

15 tekrarli fermantasyon denemeleri sonrasinda, TS3 susunun FBR5 susuna

gore daha fazla etanol drettigi (%14-%119 daha fazla olacak sekilde) goriildii.

Benzer olarak TS3 susunun alkol veriminin de FBR5 susuna gore %7-%95 kadar
daha fazla oldugu tespit edildi (Tablo 4.3). Substrat doniisiim verimi ile EtOH/OD

degerlerinin VHD eksprese eden E.coli TS3 susu ile daha yiiksek oldugu goriildii. On

bes tekrarli fermantasyon sonucunda FBRS5 susuna gére TS3 susunun teorik alkol
veriminin %5-%93 daha fazla oldugu belirlendi (Tablo 4.3, Tablo 4.4).

Tekrarli fermantasyon sonrast elde edilen sonuglar ile biyoetanol iiretiminde

immobilize E.coli suglari ile 15 tekrarli fermantasyonun gerceklesebildigi ve

biyoetanol iiretiminde immobilizasyonun etkin olarak kullanilabilecegi belirlendi.
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Tablo 4.3: Immobilize FBR5 ve TS3 suslariin WP6 besiyerinde 15 tekrarli
fermantasyonda kullanimi sonrasi substrat doniisiim ve teorik alkol verim degerleri

(%). Her deger en az 3 tekrarin ortalamasidir. Parantez igindeki degerler standart
sapmalari1 gostermektedir.

Tekrarl Substrat Doniistim Verimi (%) Teorik Alkol Verimi (%)
Fermantasyon FBR5 TS3 FBR5 TS3
1 23 (1) 27 (1) 71 (5) 84 (2)
2 19 (0) 26 (0) 50 (0) 71 (1)
3 19 (0) 27 (0) 50 (0) 71(2)
4 20 (0) 27 (0) 53(1) 72 (0)
5 22 (0) 26 (0) 59 (2) 69 (2)
6 22 (1) 27 (2) 58 (1) 71 (6)
7 22 (0) 33(2) 56 (0) 88 (6)
8 25 (1) 33(0) 67 (6) 90 (1)
9 26 (0) 34 (0) 68 (0) 89 (0)
10 25 (0) 30 (0) 65 (0) 75 (1)
11 24 (1) 28 (0) 67 (5) 72 (0)
12 21 (1) 28 (0) 65 (1) 71 (1)
13 17 (1) 30 (0) 66 (2) 75 (1)
14 14 (1) 29 (4) 39(3) 76 (9)
15 13 (1) 28 (1) 39 (4) 76 (3)

Tablo 4.4: immobilize FBRS ve TS3 suslarmin WP6 besiyerinde 15 tekrarl
fermantasyonda kullanimi sonras: birim hiicre biyokiitlesi basina diisen etanol (EtOH
(w/v) / OD) ve TS3 susu ile VHb ekspresyon miktarlar: (nmol/g). Her deger en az 3
tekrarin ortalamasidir. Parantez icindeki degerler standart sapmalari gostermektedir.

Tekrarli EtOH (w/v, %) / OD VHb (nmol/g)
Fermentasyon FBR5 TS3 TS3
1 0.48 (0.03) 0.59 (0.07) 23 (3)
2 0.29 (0.01) 0.56 (0.06) 16 (2)
3 0.29 (0.01) 0.44 (0.01) 11 (4)
4 0.29 (0.01) 0.44 (0.01) 8(2)
5 0.36 (0.02) 0.52 (0.03) 14 (2)
6 0.39 (0.03) 0.67 (0.12) 13 (0)
7 0.37 (0.01) 0.67 (0.08) 8 (2)
8 0.43 (0.03) 0.63 (0.09) 9 (0)
9 0.58 (0.03) 0.61 (0.04) 7(2)
10 0.32 (0.05) 0.45 (0.04) 10 (5)
11 0.38 (0.00) 0.53 (0.04) 13 (4)
12 0.54 (0.05) 0.59 (0.04) 16 (4)
13 0.28 (0.02) 0.53 (0.05) 8 (0)
14 0.29 (0.03) 0.43 (0.08) 8(2)
15 0.25 (0.09) 0.43 (0.00) 7(2)
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4.2.3. immobilize Hiicrelerin Uzun Siireli Depo Edilmesi

Immobilize hiicrelerin uzun siire depo edilebilme &zelliginin belirlenmesi icin,
FBRS5 ve TS3 suslari, 2 farkli saklama soliisyonunda (SS1: maya 6ziitii ve glukoz;
SS2: CaCly) 60 giin siire ile +4°C’de depo edildi. Uzun siire depo edilen immobilize
hiicrelerin etanol tiretim etkinliklerinin belirlenmesi i¢in, depo edilen suslarla 15 giin
araliklar ile WP6 besi ortaminda 96 saat siire ile fermentasyon denemeleri
gerceklestirildi.

Depo edilen immobilize hiicreler ile etanol iiretim degerleri incelendiginde,
SS1 soliisyonunda depo edilen FBR5 ve TS3 suslarinin SS2’ soliisyonunda depo
edilen kiiltiirlere gore etanol tiretiminde daha etkin oldugu goriildii (Sekil 4.5).

SS1 soliisyonunda 15 ve 30 giin siire ile depo edilen E.coli FBR5 (sirasiyla
%2.81 ve %2.85, v/v) ve TS3 (sirasiyla %3.74 ve %3.75, v/v) suslarinin irettigi
etanol miktarinin, depo edilmeden kullanilan immobilize FBR5 ve TS3 suslar ile
tiretilen etanol degerlerine (sirasiyla %3.00 ve %3.55, v/v) yakin oldugu (p>0.05)
goriildii. 45 ve 60 giin siire ile depo edilen immobilize kiiltiirlerin etanol iiretim
degerlerinde ise, FBR5 susunda %16, TS3 susunda ise %8 oraninda bir azalma
oldugu (p>0.05) belirlendi. Tiim kosullarda gerceklesen etanol iiretimlerinin 6nceki
sonuglara benzer olarak TS3 susu ile %26-36 daha fazla oldugu (p<0.05) tespit edildi
(Sekil 4.5).

SS2’de depo edilen E.coli FBR5 ve TS3 suslarimin irettigi etanol miktarlar
incelendiginde 15 giin siire ile depo edilen immobilize hiicrelerin (FBR5 %2.87 ve
TS3 %3.52, v/Vv) hi¢ depo edilmeden kullanilan immobilize suslar ile iiretilen etanol
degerlerine yakin oldugu (p>0.05) goriildii. 30, 45 ve 60 giin siire ile depo edilen
immobilize kiiltiirlerin etanol {iretim degerlerinde ise hem FBRS susu ile (sirasiyla
%18, %21 ve %32 azalma; p<0.05) hem de TS3 susu ile (sirastyla %10, %15 ve %22
azalma; p>0.05) kademeli azalmalarin oldugu belirlendi. Tiim saklama siireleri
sonrast kullanilan immobilize hiicreler ile gergeklesen etanol iiretimlerinin FBR5
susuna gore TS3 susu ile %23-28 daha fazla oldugu (p<0.05) tespit edildi (Sekil 4.5).

Immobilize TS3 susu ile etanol iiretimine benzer olarak, birim hiicre
biyokiitlesi basma diisen etanol miktarinda ortalama %45, substrat doniisiimii verimi
ve teorik alkol verimi degerlerinin ise genel olarak %30-35 daha yiiksek oldugu
tespit edildi (Tablo 4.5, Tablo 4.6).
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Her 2 saklama (SS1 ve SS2) soliisyonunda 60 giin siire ile depo edilen

immobilize TS3 susu ile eksprese edilen VHb miktarinin 6-20 nmol/g arasinda

oldugu belirlendi (Tablo 4.6).
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Sekil 4.5: SS1 (a) ve SS2 (b) soliisyonlarinda farkli siirelerde depo edilen immobilize
FBR5 ve TS3 suslarinin WP6 besi ortaminda 96 saat siirelik fermantasyon sonrasi

etanol tiretim degerleri (% v/v). Her deger en az 3 tekrarin ortalamasidir. Hata

cubuklar1 standart sapmalar1 gostermektedir
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Tablo 4.5: SS1 ve SS2 soliisyonlarinda 60 giin siire ile depo edilen immobilize FBR5
ve TS3 suslarinin WP6 besi ortaminda 96 saat siirelik fermantasyon sonras1 substrat
doniistim ve teorik alkol verim degerleri (%). Her deger en az 3 tekrarin
ortalamasidir. Parantez igindeki degerler standart sapmalar1 gostermektedir.

Saklama  Depo Siiresi Substrat Doniisiim Teorik Alkol
Soliisyonu (giin) FBR5 TS3 FBR5 TS3
SS1 15 22 (1) 28 (3) 55 (4) 75 (6)
30 22 (2) 29 (4) 57 (2) 77 (1)
45 21 (1) 25 (0) 56 (2) 68 (1)
60 20 (1) 25 (1) 52 (1) 69 (6)
SS2 15 22 (1) 27 (4) 57 (7) 72 (2)
30 20 (3) 25 (3) 52 (3) 63 (2)
45 19 (1) 24 (3) 49 (8) 64 (1)
60 17 (1) 22 (2) 45 (1) 61 (4)

Tablo 4.6: SS1 ve SS2 soliisyonlarinda 60 giin siire ile depo edilen immobilize FBR5
ve TS3 suslarinin WP6 besi ortaminda 96 saat siirelik fermantasyon sonras1 birim
hiicre biyokiitlesi basina diisen etanol (EtOH (w/v) / OD) ve TS3 susunun VHb
ekspresyon miktarlari (nmol/g). Her deger en az 3 tekrarin ortalamasidir. Parantez
igindeki degerler standart sapmalari1 gostermektedir.

Saklama Depo Siiresi  EtOH (wiv, %) / OD VHb (nmol/g)
Soliisyonu (glin) FBR5 TS3 TS3
SS1 15 0.36 (0.04) 0.55(0.09) 15 (1)
30 0.36 (0.04) 0.53(0.08) 17 (2)
45 0.35(0.08) 0.57 (0.09) 20 (1)
60 0.34 (0.04) 0.53(0.09) 6 (2)
SS2 15 0.31(0.01) 0.50 (0.04) 16 (2)
30 0.37 (0.03) 0.52(0.07) 8(2)
45 0.34 (0.09) 0.56 (0.03) 15 (2)
60 0.29 (0.00) 0.51(0.04) 8(3)

Immobilize hiicrelerin her 2 saklama (SS1 ve SS2) soliisyonunda depo edilerek

saklanabildigi ve depo sonrasi etkin olarak etanol iiretebildigi belirlendi. Ozellikle 15
ve 30 gilin siire ile depo edilen immobilize hiicrelerin daha etkin etanol {irettigi
belirlendi. 15 ve 30 giin siire ile depo edilen E.coli soylarinin tekrarli fermantasyon
ile etanol tiretim etkinliginin belirlenmesi i¢gin WP6 besi ortaminda yeniden

kullanilarak 8 tekrarli fermantasyon gergeklestirildi.
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15 ve 30 giin siire ile iki saklama (SS1 ve SS2) soliisyonunda depo edilen
E.coli soylarinin tekrarli fermantasyon denemeleri gerceklestirildiginde de etanol
tiretim sonuglarinin stabil oldugu, yedinci tekrarl fermantasyon sonrasinda ise arttigi
tespit edildi (Sekil 4.6). Etanol sonuglari ile fermantasyon ve substrat doniistim
etkinligi verimleri ve EtOH/OD degerlerinin her iki ortamda da depo edilen TS3 susu
ile daha fazla oldugu ve bu degerlerin yedinci ve sekizinci fermantasyonda daha da
fazla oldugu belirlendi (Tablo 4.7, Tablo 4.8). Boylelikle, depo edilen immobilize
VHb eksprese eden TS3 susunun tekrarli fermantasyonda da etkili olarak

kullanilabilecegi belirlendi.
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Sekil 4.6: SS1 (a, 15 giin; ¢, 30 giin) ve SS2 (b, 15 giin; d, 30 giin) soliisyonlarinda
depo edilen immobilize FBR5 ve TS3 suslarinin WP6 besi ortaminda 96 saat siirelik
8 tekrarli fermantasyon sonrasi etanol tiretimi degerleri (% v/v). Her deger en az 3
tekrarin ortalamasidir. Hata ¢cubuklari standart sapmalar1 gostermektedir.
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Tablo 4.7: SS1 ve SS2 soliisyonlarinda, 15 ve 30 giin siire ile depo edilen immobilize
FBRS5 ve TS3 suslarinin WP6 besi ortaminda 96 saat siirelik 8 tekrarli fermantasyon

sonrasi substrat doniisiim ve teorik alkol verim degerleri (%). Her deger en az 3
tekrarin ortalamasidir. Parantez igindeki degerler standart sapmalar1 gostermektedir.

Depo Substrat Doniisiim Teorik Alkol
Saklama . . Tekrarl Verimi (%) Verimi (%)
Soliisyonu . Fermentasyon
(glin) FBR5 TS3 FBR5 TS3
Ss1 15 1 22 (1) 28 (3) 55 (4) 75 (6)
4 21 (1) 28 (2) 57 (6) 75 (7)
7 22 (3) 32 (5) 61 (4) 85 (5)
8 22 (2) 31 (5) 61 (3) 85 (4)
30 1 22 (2) 29 (4) 57 (2) 77 (1)
4 20 (1) 28 (4) 55 (5) 76 (4)
7 21 (4) 31 (6) 57 (4) 83 (6)
8 21 (2) 30 (3) 57 (3) 78 (2)
SS2 15 1 22 (1) 27 (4) 57 (7) 72 (2)
4 21 (1) 28 (5) 57 (4) 75 (7)
7 22 (3) 31 (3) 60 (7) 83 (5)
8 22 (2) 30 (5) 61 (5) 81 (9)
30 1 20 (3) 25 (3) 52 (3) 63 (2)
4 20 (2) 27 (4) 55 (2) 69 (7)
7 20 (4) 29 (7) 63 (8) 76 (6)
8 20 (2) 29 (4) 57 (4) 76 (3)
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Tablo 4.8: SS1 ve SS2 soliisyonlarinda, 15 ve 30 giin siire ile depo edilen immobilize
FBRS5 ve TS3 suslarinin WP6 besi ortaminda 96 saat siirelik 8 tekrarli fermantasyon
sonrasi birim hiicre biyokiitlesi basina diisen etanol (EtOH (w/v) / OD) ve TS3 susu

ile VHb ekspresyon miktarlari (nmol/g). Her deger en az 3 tekrarin ortalamasidir.
Parantez icindeki degerler standart sapmalar1 gostermektedir.

Sa.l.dama giiggi Tekrarl EtOH (w/v, %) / OD (n\n/1|(_)||t/)g)
Soliisyonu . Fermantasyon

(giin) FBR5 TS3 TS3

SS1 15 1 0.36 (0.04) 0.55(0.09) 15 (1)

4 0.37 (0.06) 0.54(0.11) 25 (2)

7 0.38 (0.02) 0.56 (0.07) 10 (2)

8 0.38 (0.03) 0.58(0.08) 6 (2)

30 1 0.36 (0.04) 0.53 (0.08) 17 (2)

4 0.36 (0.09) 0.52 (0.06) 4 (1)

7 0.37 (0.08) 0.58 (0.06) 11 (1)

8 0.38 (0.05) 0.56 (0.10) 14 (3)

SS2 15 1 0.31(0.01) 0.50(0.04) 16 (2)

4 0.35(0.06) 0.50 (0.07) 17 (1)

7 0.34 (0.03) 0.53(0.04) 9(2)

8 0.34 (0.04) 0.54(0.12) 4 (1)

30 1 0.37 (0.03) 0.52(0.07) 8(1)

4 0.30 (0.07) 0.55(0.13) 4 (1)

7 0.34 (0.09) 0.47 (0.09) 11 (2)

8 0.28 (0.06)  0.47 (0.06) 15 (4)

4.3. Biyoetanol Uretiminde Hiicrelerin Fermantasyon ve
Biyokiitle Doniisiim Etkinliklerinin Karsilastirilmasi

Diisiik laktoz seviyesinde (%3, WP1 ve WP2) serbest ve immobilize FBR5 ve
TS3 suslarmin 48, 72 ve 96 saat inkiibasyon sonrasi teorik alkol verimlerinin
birbirlerine yakin oldugu belirlendi. Laktoz seviyesinin %35’e arttirilmasi ile
immobilize FBRS ve TS3 suslarinin teorik alkol verimlerinde 6zellikle 72 ve 96 saat
inkiibasyon sonrasinda onemli farkliliklarin oldugu goriildii. WP3 ve WP4 besi
ortamlarinda, immobilize suslarla elde edilen teorik alkol verimlerinin 72 saat

fermantasyon sonrasi en az %80, 96 saat fermantasyon sonrasi ise en az %89 oldugu

belirlendi. Bununla beraber, %8 laktoz ortaminda (WP5 ve WP6) 72 saatlik
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fermentasyon sonunda FBRS susunun %65, TS3 susunu ise %99’a varan teorik alkol
tiretimlerinin  gergeklestigi gozlendi. 96 saat fermantasyon sonrasi ise, ayni
besiyerlerinde etanol iiretim etkinligi immobilize FBRS susu ile %71 ve %74
arasinda, immobilize TS3 susu ile %84 oldugu belirlendi. WP6 ortaminda,
immobilize TS3 susu ile 72 ve 96 saatlik fermantasyonlar sonrasi elde edilen teorik
alkol verimlerinin sirasiyla serbest TS3 susu ile elde edilene gore %15 ve %10,
immobilize FBRS susuna gore ise %52 ve %18 daha fazla oldugu tespit edildi. Elde
edilen bu sonuglar ile etanol iiretiminde Ozellikle WP6 besi ortaminda
immobilizasyonun etkin oldugu, immobilizasyonun Vitreoscilla hemoglobini ile
daha da etkili oldugu belirlendi (Tablo 4.2).

WP6 besi ortaminda immobilize hiicrelerin tekrarli fermantasyonda
kullanilmasinda ise teorik alkol verimlerinin immobilize FBRS susu ile %39 ve %71
arasinda oldugu, immobilize TS3 susu ile ise %69 ve %90 arasinda oldugu
belirlendi. TS3 susunun 15 tekrarli fermantasyon sonrasi belirlenen teorik alkol
veriminin FBRS susuna gore %7 ile %95 arasinda olacak sekilde daha fazla oldugu
belirlendi. Benzer sekilde tekrarli fermentasyonlarda, TS3 susu ile substrat
doniistimii verimlerinin de FBR5 susuna gore %30-100 daha fazla oldugu belirlendi
(Tablo 4.3).

Immobilize E.coli suslarmin 60 giin siire boyunca +4 derecede depo edildikten
sonra 96 saat siire ile fermantasyonda kullanimi sonrasi teorik alkol verimlerinin
SS1’de depo edilen hiicreler ile daha fazla oldugu goriildii. Her 2 saklama
soliisyonunda depo edilen TS3 susunun teorik alkol verimi FBRS susuna goére genel
olarak %21-36 oraninda daha fazla oldugu belirlendi (Tablo 4.5). Depo edilen E.coli
suslarinin tekrarl fermantasyonda kullanimi sonrasi, substrat doniisiim verimlerinin
immobilize FBRS susu ile genel olarak %20 oldugu, immobilize TS3 susu ile ise
genel olarak %25-30 arasinda oldugu tespit edildi (Tablo 4.5). Her 2 saklama
solisyonunda (SS1 ve SS2) depo edilen E.coli suslarmin substrat doniisiim
etkinlikleri incelendiginde teorik alkol verimlerine benzer olarak TS3 susu ile daha
fazla (genel olarak %20-30 arasinda) oldugu tespit edildi (Tablo 4.5).

15 ve 30 giin siire ile depo edilen E.coli suslarmin 8 tekrarli fermantasyon
etkinlikleri incelendiginde de benzer olarak TS3 susunun FBRS5 susuna gore etanol
iiretiminde daha etkin (genel olarak %20-40 arasinda) oldugu goriildii. Ozellikle her
2 susun yedinci fermantasyon sonrasi etanol iiretimlerinin artmasi ile teorik alkol

verimlerinin de arttig1 belirlendi (Tablo 4.7).
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4.4. Fermentorde Biyoetanol Uretimi

Fermentor sartlarinda biyoetanol iiretimi incelendiginde, en yliksek etanol
tretiminin erlenmayerlerde yapilan onceki denemelere benzer olarak immobilize
TS3 susu ile gergeklestigi belirlendi. Erlenmayerler kullanilarak WP6 besiyeri ile 96
saatlik fermantasyon siiresi sonunda belirlenen etanol iiretim degerinin (%3.55, v/v)
fermentor ortaminda 48 saat gibi daha da kisa siirede (%3.50, v/v) gerceklestigi tespit
edildi (Sekil 4.1, Sekil 4.7). Ayrica, fermentor ortaminda tiretilen alkol miktarinin 96
saat sonunda immobilize TS3 susu ile 3.93 (v/v) seviyesine ulastig1 belirlendi (Sekil
4.7).

Fermentér ortaminda 96 saat inkiibasyon sonrasi iretilen alkol miktarmin
immobilize FBR5 susuna gore %20, serbest TS3 susuna gore ise %16 daha fazla
oldugu tespit edildi. Bu artis degerlerinin, 48 saatlik fermantasyon sonrasinda daha
yiiksek oldugu goriildii (Sekil 4.7). 48-96 saat inkiibasyon sonrasi E.coli FBR5 ve
TS3 suglart ile laktoz tiiketimlerinin hem immobilize hem de serbest hiicreler ile
benzer oldugu ancak bu oranlarin genellikle WP6 besiyerinde WP9’a gore daha fazla
oldugu tespit edildi (Tablo 4.9). 48 ve 96 saatlik fermantasyon sonrasinda
immobilize TS3 susu ile teorik alkol verimlerinin immobilize FBR5 susuna gore
%43, serbest TS3 susuna gore ise %6 daha fazla oldugu belirlendi (Tablo 4.10).

Fermentor ortaminda yiiksek laktoz konsantrasyonu ile (WP9) etanol
tiretiminin disiik oldugu fakat yine de serbest veya immobilize TS3 susu ile FBR5
susuna gore daha etkin oldugu goriildi (Sekil 4.7). Elde edilen bu sonuglar ile
biyoetanol tiretiminde Vitreoscilla hemoglobini ekspresyonun ve immobilizasyonun
birlikte kullanilmasinin daha etkili oldugu belirlendi. Ayrica, fermentor ortami gibi
kontrollii ortam sartlarinda daha kisa siirede daha etkin etanol iiretiminin
gerceklestigi goriildii.

Serbest ve immobilize E.coli TS3 susu ile fermentor kosullarinda WP6 ve WP9
ortamlarinda 48, 72 ve 96 saatlik fermantasyon sonrasi eksprese edilen VHb
miktarlar1 genel olarak 20-46 (nmol/g) arasinda oldugu belirlendi. Bu degerlerin
erlenmayerlerde elde edilen hemoglobin degerlerine benzer oldugu goriildii (Sekil
4.3, Tablo 4.11).
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Sekil 4.7: Serbest ve immobilize E.coli FBR5 ve TS3 suslari ile fermentor
kosullarinda WP6 (A) ve WP9 (B) ortamlar: ile biyoetanol {iretimi ve birim hiicre
biyokiitlesi basina diisen etanol miktarlar1 (EtOH (w/v) / OD). Her deger en az 3
tekrarin ortalamasidir. Hata ¢ubuklart standart sapmalar1 gostermektedir.

Tablo 4.9: Serbest ve immobilize E.coli FBR5 ve TS3 suslari ile fermentor
kosullarinda WP6 ve WP9 ortamlari ile 48, 72 ve 96 saatik fermantasyon sonrasi
kiiltiirlerin laktoz tiiketim verimleri (%). Her deger en az 3 tekrarin ortalamasidir.

Parantez i¢indeki degerler standart sapmalar1 gostermektedir.

Siire Besiveri Laktoz Tiiketim Verimi (%)
(saat) y FBR5 (s) FBR5 (i) TS3(s) TS3 (i)

WP6  32(5) 36(6) 57(4) 89(2

B Wpe  51(3) 41(3) 42(5) 40(4)
., WP6  58(3) 58(3) 70(6) 91(3)

WP9  59(2) 45(3) 50(4) 52(3)
g WP BL(4) T4 83() 97()

WP9 75 (6) 63(5) 57(4) 61(4)
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Tablo 4.10: Serbest ve immobilize E.coli FBR5 ve TS3 suslari ile fermentor
kosullarinda WP6 ve WP9 ortamlari ile 48, 72 ve 96 saatik fermantasyon sonrasi
kiiltiirlerin teorik alkol verimleri (%). Her deger en az 3 tekrarin ortalamasidir.
Parantez icindeki degerler standart sapmalar1 gostermektedir.

Siire Besiveri Teorik Alkol Verimi (%)
(saat) 4 FBR5(s) FBR5 (i) TS3(s) TS3(i)
48 WP6 50 (4) 63(3) 653 72(1)

WP9  20(5) 20(4) 33(3) 35(3)
WP6  65(5) 97(2) 67(4) 78(1)
WP9  26(4) 28(4) 33(3) 37(3)
WP6  80(4) 82(2) T74(4) T74(D)
WP9  22(2) 22(2) 32(3) 35(2

72

96

Tablo 4.11: Serbest ve immobilize E.coli TS3 susu ile ferment6r kosullarinda WP6
ve WP9 ortamlarinda 48, 72 ve 96 saatlik fermantasyon sonrasi eksprese edilen VHb
miktarlar1 (nmol/g). Her deger en az 3 tekrarin ortalamasidir. Parantez igindeki
degerler standart sapmalar1 gostermektedir.

Siire Besiveri VHb (nmol/g)
(saat) Y TS3(s) 1S3 ()
5o W6 46(13)  45(12)
WP9 26 (2) 26 (5)
L, WP6 32015  23(10)
WP9 32 (1) 28 (1)
o5 WP 25 (5) 20 (8)
WP9 26 (2) 26 (2)

4.5. Biyoetanol Uretiminde Immobilizasyon ve Vitreoscilla
Hemoglobini’nin Birlikte Kullanim Etkinliginin Arttrilmasi

Bu tez calismasinin 6nceki boliimlerinde, peynir alti tozu ile biyoetanol
tiretiminde Vitreoscilla hemoglobini’nin ve immobilizasyonun potansiyel etkileri
belirlendi. Bu boliimde ise, etanol iiretiminde immobilize hiicrelerin optimum
inokulum miktar: arastirildi. Ayrica, farkl laktoz ve inokulum oranlar: ile etanol
tiretiminde VHb teknolojisinin etkisi de incelendi. Tezin 6nceki boliimlerinde %3,
%5 ve %8 laktoz oranlar igeren besiyerileri (WP1-WP6) ile elde edilen biyoetanol
tiretimi ve fermantasyon verimi degerleri ile en iyi besi ortaminin WP6 oldugu
belirlendi. Bundan dolay1 peynir alti tozu kullanilarak WP6 besiyeri (%8 laktoz
igeren) ile birlikte artan laktoz konsantrasyonlarinda (WP7, %10; WP8, %12 ve
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WP9, %15) 4 farkli besi ortami (WP6-WP9) hazirlandi. Bu besiyerleri ile
Vitreoscilla hemoglobini’nin potansiyel etkisini belirlemek i¢in immobilize E.coli
FBR5 (vgh?) ve TS3 (vgh®) suslar1 ve immobilize hiicrelerin inokulum miktarmin

etkisi i¢in ise %5, %10, %20 ve %30 inokulum oranlar1 kullanildi.

4.5.1. immobilize Hiicrelerin inokulum Miktarnin Etkisi

Immobilize E.coli suslariimn (FBR5 ve TS3) etanol iiretiminde, inokulum etkisi
incelendiginde, inokulum oraninin %5’den %10’a arttirilmasi ile her 2 susg ile de
etanol {iretiminin 6nemli odl¢iide arttig1 gozlemlendi. Ozellikle WP6 ve WP7
besiyerlerinde 72 saatlik fermantasyon sonucuna gore, %10 inokulum orani ile TS3
susunun etanol tretiminin FBR5 susuna gore daha fazla artis (p=0.01) gosterdigi
belirlendi. Her 2 sus ile dort farkli laktoz konsantrasyonunda da inokulum oraninin
%20 ve %30 seviyelerine arttirilmasiyla etanol iiretiminin azaldigr goriildi. Bu
azalma oranlarmin FBRS5 susu ile daha fazla iken, TS3 susu ile az oldugu tespit edildi
(Sekil 4.8). Elde edilen bulgular en etkili etanol iiretiminin %10 inokulum orani ile

elde edildigini gosterdi.

4.5.2. Farkh Laktoz Konsantrasyonlarimin Etkisi

Dort farkli besiyerinde (%8, %10, %12 ve %15 laktoz; WP6-WP9) biyoetanol
iretimleri incelendiginde, immobilize FBRS5 susu ile etanol iiretiminin laktoz
konsantrasyonun artmasi ile kademeli olarak azaldig: tespit edildi. En yiiksek etanol
tiretiminin, immobilize TS3 susu ile %8 laktoz (WP6) yogunlugunda (%10 inokulum
oraninda) %4.64 (v/v) seviyesinde %99 teorik verim yani fermantasyon etkinligi ile
oldugu goriildii (Sekil 4.8, Tablo 4.12). Immobilize TS3 susu ile etanol iiretiminde,
immobilize FBRS susu ile lretilenin aksine laktoz konsantrasyonun artmasi ile
onemli bir azalma gozlemlenmedi. Farkli laktoz konsantrasyonlarinda ve inokulum
oranlarinda, VHb eksprese eden immobilize TS3 susunun immobilize FBRS susuna
gdre daha fazla etanol iirettigi belirlendi. Inkiibasyon suresinin ise 24 saatten 72 saate
arttiginda etanol tiretiminin 6nemli oranda arttig1 belirlendi (Sekil 4.8). Benzer olarak
laktoz tiiketiminin ve substrat donilisiim veriminin de fermantasyon siiresinin artmasi

ile hem FBRS hem de TS3 susu ile arttig1 belirlendi. Laktoz konsantrasyonun artmasi
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ile ise hem laktoz tiiketiminin hem de substrat doniisiim veriminin FBR5 susunda

daha fazla olmak iizere her iki sus icinde azaldigi saptandi (Tablo 4.13).
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Sekil 4.8: Iimmobilize E.coli FBR5 ve TS3 suslarinin farkl laktoz konsantrasyonlari
(a; %8, b; %10, c; %12, d; %15) igeren WP6-WP9 besiyerlerinde farkli inokulum
oranlarinda (%5-30) 72 saat siire ile biyoetanol iiretimi. Her deger en az 3 tekrarin

ortalamasidir. Hata ¢ubuklar1 standart sapmalar1 gostermektedir.

4.5.3. Biyoetanol Uretiminde Hiicrelerin Fermantasyon ve Biyokiitle
Doniisiim Etkinliklerinin Karsilastirllmasi

Immobilize formda E.coli FBR5 ve TS3 suslari ile en yiiksek etanol
tretimlerinin, 72  saatlik fermantasyon sonrasinda %8 laktoz (WP6)
konsantrasyonunda %10 inokulum orani ile sirastyla %3.39 (v/v) ve %4.64 (v/v)

oldugu belirlendi (Sekil 4.8). Bu sonuglar ile, TS3 susu ile etanol {iretiminin FBRS
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Susuna gore %37 daha fazla oldugu belirlendi. Ayrica, FBRS ve TS3 suslarinin
fermantasyon etkinligi verimi sirasiyla %72 ve %99, biyokiitle doniisiim etkinligi
verimi ise yine sirastyla %25 ve %36 oldugu belirlendi (Tablo 4.12, Tablo 4.13).
Elde edilen sonuglar, dort farkli laktoz konsantrasyonunda ve farkli inokulum
oranlarinda da TS3 susunun FBRS susuna gore daha avantajli oldugunu
gostermektedir. Laktoz konsantrasyonun %8’den %15°e arttirilmasi ile %5, %10,
%20 inokulum ilavelerinde FBRS susunun trettigi etanol miktarinin yaklasik %30
oraninda (p=0.02) azaldig1 ancak %30 inokulum ilavesi ile etanol iiretimin %10
oraninda (p>0.05) azaldigi belirlendi. Yine ayni kosullarda TS3 susunun iirettigi
alkol miktar1 ise tiim inokulum oranlarinda en fazla %7 oraninda (%10 inokulum,
p=0.18) azaldig1 goriildii. Yiiksek laktoz seviyesinde iiretilen etanol miktar1 FBRS
susunun TS3 susuna gore %83 daha az (p<0.05) oldugu belirlendi. Elde edilen bu
sonug Vitreoscilla hemoglobini’nin yiiksek laktoz konsantrasyonunda da etkili

oldugunu gosterdi.

Tablo 4.12: immobilize E.coli FBR5 ve TS3 suslarinin farkli laktoz
konsantrasyonlari (a; %8, b; %10, c; %12, d; %15) ) igeren WP6-WP9 besiyerlerinde
farkli inokulum oranlar1 (%5-30) ile 24, 48 ve 72 saatlik fermantasyon sonrasi teorik
alkol verim degerleri (%). Her deger en az 3 tekrarin ortalamasidir. Parantez igindeki

degerler standart sapmalar1 gostermektedir.

Teorik Alkol Verimi (%)

Besiyeri Ino(lf)}:);um 24 saat 48 saat 72 saat
FBR5 TS3 FBR5 TS3 FBR5 TS3
WP6 5 74 (1.89) 55 (3.25) 67 (1.02) 69 (0.02) 64 (1.26) 67 (1.71)

10  81(4.00) 71(6.51) 84 (9.42) 85 (2.98) 72 (4.14) 99 (0.94)
20 56(3.33) 46(0.39) 56 (6.18) 77 (0.96) 59 (0.04) 86 (3.76)
30  57(L1.61) 44(4.30) 64 (0.35) 76 (0.25) 48 (7.56) 73 (0.70)
WP7 5 32(1.23) 38(2.80) 41(2.73) 62(0.25) 46 (0.59) 59 (43)
10  65(0.82) 58(3.38) 53(2.07) 62(2.19) 47 (1.58) 71 (4.43)
20  49(2.62) 49 (1.90) 61(2.32) 67 (0.51) 48 (5.82) 74 (0.68)
30  36(0.08) 53(8.37) 59(7.86) 69 (2.20) 46 (5.43) 70 (3.12)
WPS 5 48(5.24) 28(2.47) 36 (1.00) 48 (0.06) 38 (1.36) 45 (6.43)
10 51(1.26) 33(1.44) 34(0.67) 53(3.18) 42(0.89) 54 (0.75)
20 40(1.61) 27 (1.40) 31(0.37) 56 (2.51) 35 (3.14) 61 (0.65)
30 30(L151) 29(0.13) 16(0.39) 52 (1.13) 22(2.78) 57 (0.77)
WP9 5  25(7.01) 17(0.43) 16 (0.01) 45 (2.36) 33 (0.58) 43 (1.23)
10 31(L.71) 14(0.51) 24 (6.61) 37 (0.88) 28 (3.24) 50 (1.27)
20  27(3.16) 18(0.18) 17 (0.39) 41(1.87) 22 (5.10) 44 (0.72)
30  17(1.70) 15(0.40) 19 (2.53) 39 (2.68) 23 (1.72) 47 (0.80)
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Tablo 4.13: Iimmobilize E.coli FBR5 ve TS3 suslarinin farkl laktoz
konsantrasyonlari (a; %8, b; %10, ¢; %12, d; %15) igeren WP6-WP9 besiyerlerinde
farkli inokulum oranlar1 (%5-30) ile 24, 48 ve 72 saatlik fermantasyon sonrasi
substrat dontisiim verimi degerleri (%). Her deger en az 3 tekrarin ortalamasidir.
Parantez icindeki degerler standart sapmalar1 gostermektedir.

Substrat Doniisiim Verimi (%)

Besiyeri Ino(lf;;um 24 saat 48 saat 72 saat
’ FBR5  TS3  FBR5  TS3  FBR5  TS3
WP6 5 14(L24) 7(1.94) 19(0.54) 22(0.63) 25(0.68) 26 (L.70)
10 15(1.85) 13 (4.06) 21 (1.27) 28(0.14) 25(0.77) 36 (1.25)
20 10(0.12) 12(1.62) 16 (3.78) 29 (0.82) 23 (0.13) 33 (L.44)
30 9(0.51) 12(L.75) 18(0.59) 23 (1.96) 17 (4.08) 29 (1.02)
WP7 5 9(4.48) 9(0.24) 13(0.59) 20 (1.00) 18 (0.76) 23 (2.09)
10 13(1.01) 11 (4.46) 16 (L.03) 23 (1.48) 19 (0.52) 27 (2.01)
20 8(0.67) 12(0.45) 12(0.88) 22 (0.69) 13 (1.92) 27 (0.39)
30  7(0.04) 8(2.74) 11(0.47) 17 (0.70) 13 (1.88) 21 (3.23)
WP8 5 8(1.30) 6(0.18) 11(0.44) 17(0.32) 14 (0.09) 20 (1.63)
10 8(025) 8(0.72) 10(0.37) 19 (0.52) 15(0.30) 22 (L.47)
20  5(0.39) 8(0.86) 9(0.18) 18(0.86) 11 (1.31) 22 (L.12)
30  5(0.14) 7(0.61) 5(0.08) 19(0.41) 6(0.77) 20 (L.04)
WP9 5 4(117) 5(1.99) 6(1.36) 12(0.52) 9(3.25) 17 (0.87)
10 5(0.66) 5(145) 7(2.42) 15(L.79) 10 (1.38) 18 (2.05)
20  5(L00) 5(0.21) 5(0.17) 14(113) 8(L77) 17 (0.45)
30  3(064) 3(0.16) 6(0.80) 15(0.64) 8(0.44) 17 (0.22)
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5. TARTISMA

Bu tez ¢alismasinda, E.coli FBRS5 ve TS3 suslar ile biyoetanol iiretiminde
karbon kaynagi olarak peynir alti suyu tozunun kullanim potansiyeli incelendi.
Biyoetanol iiretiminde, peynir alti tozunun etkisinin belirlenmesi i¢in farkli laktoz
(%3-15) konsantrasyonlarinda olacak sekilde hazirlanan fermantasyon ortamlari hem
calkalamal1 inkiibatér hem de fermentor ortam kosullarinda degerlendirildi. Etanol
liretiminin arttirilmasinda, immobilizasyonun ve VHb teknolojisinin hem ayr1 ayri
hem de birlikte etkileri arastirildi. Immobilize hiicrelerin 15 tekrarli fermantasyonda
kullanilmasi ile immobilizasyonun etanol iiretiminde kullanim etkinligi incelendi.
Ayrica immobilize boncuklar +4°C’de 60 giin siire ile iki farkli saklama
soliisyonunda depo edilerek, etanol iiretiminde hem saklama soliisyonun etkisi hem
de depo siiresinin etkisi incelendi. Depo edilen immobilize hiicrelerin etanol iiretim
etkinligi tekrarli fermantasyon ile yeniden degerlendirildi. immobilizasyonun VHb
teknolojisi ile birlikte kullanim potansiyeli ayrica incelendi. Ayrica bu kapsamda
immobilize hiicrelerin etanol {iretiminde en etkin inokulum miktarnin farkli
konsantrasyonlarda laktoz igerige sahip besi ortamlarinda arastirilmas: yine VHb

teknolojisinin katkist ile birlikte degerlendirildi.

e Peynir alt1 tozunun kullanimi

Fermantasyon ortamlarinda biyoetanol iireticisi olarak genellikle S.cerevisiae
kullanilmasina ragmen, peynir altt suyu tozunun laktoz icermesi ve bu
mikroorganizmanin laktozu hidrolize edememesi nedeni ile laktozdan etanol iretimi
oldukga kisith bir uygulamadir. Kluveromyces ve tiirleri ise, laktozu fermente
edebilmesine ragmen, bu mikroorganizma ile laktozdan etanol iiretiminde teorik
alkol verim degerleri diisiik seviyededir. Zymomonas mobilis ise glukoz, sukroz ve
fruktoz sekerlerini fermente edebilirken, ksiloz ve arabinozu kullanamaktadir [Zhang
et al., 1995]. E.coli ise, laktoz dahil farkli sekerleri fermente edebilmesinden dolayz,
S.cerevisiae ve diger mikroorganizmalara gore avantajilidir. Bu dogrultuda, peynir
alt1 suyu ve tozu ile yapilan bir ¢aligmada E.coli suslar ile etkili etanol iiretiminin

gergeklestigi belirlenmistir [Akbas et al., 2014].
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e Laktoz konsantrasyonun etkisi

Bu calismada farkli laktoz konsantrasyonlarinda (%3-15, w/v) olacak sekilde
peynir alt1 tozu ile farkli besi ortamlar1 hazirlanmistir. %3 laktoz olacak sekilde
hazirlanan besiyerlerinde (WP1 ve WP2) 48 saat siire sonunda laktozun tamamen
tiikendigi ve etanol liretiminin %2 (v/v) oraninda oldugu belirlenmistir. Elde edilen
bu sonuca benzer olarak, %3.5-5 (w/v) oraninda laktoz igeren peynir alt1 suyundan
da benzer oranda etanol iretimi gerceklesmistir [Akbas et al., 2014]. Diisiik laktoz
konsantrasyonlarinda ozellikle kisa siireli fermantasyonlarda, substrat tiikketiminin
(18-50 saat) %70 ile %100 arasinda olmasina ragmen, etanol iiretimi diisiik orandadir
(2.1-20 g/L) [Kourkoutas et al., 2002], [Zafar and Owais, 2006], [Ozmihci and Kargi,
2008], [Sansonetti et al., 2011]. Peynir alt1 suyu %4-5 oraninda laktoz igermesinden
dolay1 elde edilen diisiik etanol miktar1 (%2, v/v) da distilasyon maliyeti g6z oniinde
bulunduruldugunda ekonomik agidan uygulanabilir degildir [Siso, 1996], [Ozmihci
and Kargi, 2008], [Guimardes et al., 2010]. Bu calismada, etanol miktarinin
arttirllmasi i¢in laktoz konsantrasyonunun %5 (w/v) oranina arttirilmasi ile etanol
tiretiminin %3 seviyesine ulastigi, %8 (w/v) laktoz oranina arttirilmasi ile ise %3.5
seviyesine ulastig1 belirlenmistir. Farkli bir ¢alismada ise, calkalamali inkiibator
kosullar1 ile elde edilen bu etanol miktarina benzer olarak 100g/L laktoz
yogunlugunda peynir alt1 tozu kullanildiginda siirekli beslemeli fermentor ortaminda
etanol tiretiminin %3.7 (v/v) oldugu belirlenmistir [Ozmihci and Kargi, 2007]. Bu
calisma ile fermentor ortaminda gergeklestirilen etanol iiretiminin ise, 80g/L laktoz
konsantrasyonunda %3.9 (v/v) seviyesinde oldugu belirlenmistir. Laktoz oraninin
%]15’e arttirilmas1 ile hem c¢alkalamali kiiltiir kosullarinda hem de fermentor
denemelerinde, etanol iretiminin daha disiik oranlarda oldugu gorilmistiir
(genellikle %2 (v/v) seviyesinde). Benzer sekilde onceki bir ¢aligmada da, yiiksek
laktoz konsantrasyonunda, etanol iiretim c¢alismalarinda da benzer olarak etanol
tretiminin diisiik seviyelerde oldugu belirlenmistir [Saini et al., 2017]. Bunun
nedeni, yiiksek oranda substrat (100g/L.-200g/L) kullanim1 ile olusan yiiksek ozmotik
basincin mikroorganizma iizerinde inhibe edici etkisinin olmasi dolayist ile seker
tilketimini ve etanol verimini olumsuz etkilemesi olabilir [Ozmihci and Kargi,
2007a], [Ozmihci and Kargi, 2007b], [Gabardo et al., 2014].
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e Besiyeri bilesenlerin etkisi

On calismalarda maya 6ziitii ilave edilmeden hazirlanan peynir alt1 tozu besi
ortamlarinda bakteriyel liremenin ve etanol iiretiminin zayif oldugu belirlenmistir.
Peynir alt1 besi ortamlar1 nitrojen kaynagi olarak maya 6ziitii ile zenginlestirildiginde
hem {iremenin hem de etanol iretiminin gergeklestigi belirlenmistir. Leite ve
arkadaglarinin (2000) yapmus olduklar1 bir ¢alismada, peynir alt1 suyu ile herhangi
bir bilesen olmadan hazirlanan ortamda teorik olarak etanol tiretiminin %38 oldugu,
fakat LB besiyeri bilesenleri eklendiginde ise etanol veriminin %96 oraninda oldugu
belirlenmistir. Ayrica, maya 0ziitii veya pepton ile zenginlestirilen besiyerlerinde
seker tliketiminin ve etanol liretim miktarinin arttig1 ¢esitli ¢alismalarca bildirilmistir
[Ortiz-Muiiiz et al., 2010], [Pérez-Carrillo et al., 2011], [Harde et al., 2014]. Bununla
beraber peptonun cesitli aminoasitleri ve peptidleri icermesine ragmen besiyeri
bileseni olarak kulanildiginda besiyeri maliyetini arttirdigi ve iretilen etanol
maliyetini de arttirdig1 rapor edilmistir [Li et al., 2017]. Besiyeri maliyetinin daha
diisik olmasi i¢in, bu c¢alismada maya Oziitiiniin iki farkli konsantrasyonu
denenmistir. Maya Oziitii konsantrasyonun etkisi incelendiginde ise, %0.5 maya
oziitli ilavesinin %0.3 maya 0Oziitii ilavesine gore hem %5 hem de %8 laktoz
ortamlarinda etanol tiretimini olumlu etkiledigi belirlenmistir.

Peynir alt1 tozu besiyerleri ile fermantasyon sonrast immobilize boncuklarin
eridigi saptanmustir. Onceki ¢alismalarda, sodyum aljinat ile immobilize edilen
boncuklara mekanik destek saglamasi ve fermantasyon sonrasi boncuklarin tekrardan
kullanilmasi i¢in besi ortamlarina kalsiyum iyonu igeren CaCl, [Cheong et al., 1993],
[Gilson and Thomas, 1995], [Chang et al., 1996] veya CaCOj3 [Singh et al., 2012]
ilavesi yapilmistir. Bu nedenle, aljinat boncuklarin yapisinin korunmasi ve hiicre
saliniminin 6nemli 6l¢iide engellenmesi igin peynir alt1 tozu besiyerleri CaCl, (%0.5,
w/v) ile zenginlestirilmistir [Chang et al., 1996]. Ayrica besiyeri bileseni olarak
CaCl, gibi kalsiyum iyonlarinin kullanilmasinin etanol iiretimini 6nemli O6lgiide

etkiledigi goriilmiistiir [Azam et al., 2014].

e Havalandirma kosullarin etkisi

Bu c¢alisma, VHDb ekspresyonunun diisiik oksijenli kosullarda daha etkin olmasi
[Stark et al., 2011], [Stark et al., 2012] nedeniyle diisiik havalandirmali ortamlarda
gergeklestirilmistir. Havalandirmanin arttirilmasi ile laktoz kaynaginin etanol tiretimi

yerine tercihen hiicre biiylimesi i¢in kullanildigi ve dolayisiyla etanol iiretiminin
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azaldig1 gorilmistiir [Ghaly and El-Taweel, 1995]. Benzer olarak E.coli suslari ile
peynir altt suyundan etanol iiretiminin gerceklestirildigi bir ¢aligmada, diisiik
havalandirma kosullarinda iiretilen etanol miktarinin yiiksek havalandirma
kosullarina gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir [Akbas et al., 2014]. Laktoz
fermantasyonunun anaerobik kosullar altinda gergeklestirildiginde ise substrat
kullanimimin nadiren yavas oldugu belirtilmistir [Kargi and Ozmihci, 2006],
[Ozmihci and Kargi, 2007b].

¢ Vitreoscilla Hemoglobini’nin etkisi

Etanol iiretimi dahil pek ¢ok metabolit iiretiminin arttirilmasinda Vitreoscilla
hemoglobini teknolojisi kullanilmistir [Frey and Kallio, 2003], [Zhang et al., 2007],
[Stark et al., 2011], [Stark et al., 2012], [Stark et al., 2015]. Daha 6nceki yapilan
calismalarda, misir atig1, atik patates isleme endiistrisi atig1, misir ve patates igeren
nisastali isleme atik suyu, seker pancari melasi hidrolizatlar1 gibi farkli seker
kaynaklar1 ile etanol iiretiminde VHb ekspresyonunun etanol iiretimini arttirici
etkileri belirlenmistir [Sanny et al., 2010], [Abanoz et al., 2012], [Akbas et al., 2014],
[Sumer et al., 2015]. Yapilan bu calismada da, peynir alti tozu ile hazirlanan
besiyerlerinde etanol tretiminde Vitreoscilla hemoglobini ekspresyonu ile artis
oldugu saptanmistir. Ayrica, etanol iiretimi gibi birim hiicre biyokiitlesi basina diisen
etanol liretiminin de yine VHb eksprese eden TS3 susu ile daha yiiksek oldugu
goriilmiistir. Bunun nedeni, VHb’nin solunum zincirinde yer alan oksijenin
taginmasini hizlandirmasi ile ATP ve NADH {iretiminin arttirmasi, enerji kazanimini
saglamasi ve buna baglh olarak iremeyi ve bdylece metabolit {iiretiminin
arttirilmasindandir [Stark et al., 2011 [Stark et al., 2012].

Vitreoscilla hemoglobini’nin Pichia pastoris ile p-galaktosidaz enziminin
tiretimi lizerine etkisinin arastirildigi bir ¢alismada, VHb ekspresyonu ile diisiik
oksijenli kosullarda enzim iiretiminin arttig1 bildirilmistir [Wu and Fu, 2012]. Bu
calismada enzim aktivitesi degerlendirilmemesine ragmen, etanol iiretim etkinliginin
E.coli FBRS5 susuna (vgb") gore TS3 susunda (vgh") daha yiiksek olmas1, TS3 susu
ile laktozun daha etkili kullanildig1 ve laktozdan etanol iiretiminde vgb/VHb’nin
olumlu etkisinin oldugu goériilmistiir.

Peynir alt1 tozundan biyoetanol fermantasyonu sonrasit E.coli TS3 susunun
VHb ekspresyon seviyelerinin 6-64 nmol/g oldugu belirlenmistir. Elde edilen bu

degerlerin, bir dnceki calismada yine TS3 susu ile LB materyali ile zenginlestirilmis
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peynir alt1 tozu besiyeri ile de benzer oldugu (27-47 nmol/g) tespit edilmistir [Akbas
et al., 2014]. Disiik havalandirma kosullarinda E.coli, TS3 susunun farkli seker
(mus1r hidrolizi, peynir alt1 suyu, patates ve misir isleme atik suyu) iceren ortamlarda
VHb ekspresyon seviyeleri ise 14-300 nmol/g arasinda degismektedir [Sanny et al.,
2010, [Abanoz et al., 2012], [Akbas et al., 2014], [Sumer et al., 2015]. Diisiik VHb
ekspresyonun ise yiikksek VHb ekspresyonuna gore daha avantajli oldugu cesitli
caligmalar ile bildirilmistir [Sanny et al., 2010], [Abanoz et al., 2012], [Sumer et al.,
2015]. Bu ¢alismada da diisiik VHb ekspresyon seviyesinden (6-64 nmol/g) dolay1

VHD teknolojisi avantajli olmustur.

e Immobilizasyonun etkisi

Fermantasyon teknolojisinde hiicre immobilizasyonu siklikla uygulanan bir
yontemdir. Bu kapsamda, biyoetanol iiretimi ¢alismalarinda immobilize hiicrelerin
serbest hiicrelere gore daha etkin olmasi bir¢ok farkli ¢aligsmalar ile belirlenmistir
[Behera et al., 2010], [Behera et al., 2011]. Metabolit tiretiminin arttirilmasinin yani
sira hiicre immobilize sistemleri ile fermantasyonda lag fazinin kisalmasi, hiicrelerin
inhibitor {iriinlere ve osmotik basinca daha dayanikli olmasi ve besleyici ek
materyallerin daha kolay kullanimi gibi pek ¢ok avantaj saglanmaktadir
[Wendhausen, 1998], [Peinado et al., 2006], [Yu et al., 2010], [Yao et al., 2011].
Razmovski ve Vucurovic (2012) yapmis olduklart bir calismada, immobilize
S.cerevisae’nin inhibitérlerden korundugunu bildirmislerdir. Ayn1 ¢alismada, seker
pancar1 melas1 ve meyve suyundan etanol {iretiminin ise immobilize hiicreler ile en
az 3 kat daha fazla oldugu bildirilmistir. S.cerevisae ile yapilan diger bir ¢alismada
ise, substrat tiiketiminin (%96) immobilizasyon ile daha yiiksek oldugu bildirilmistir
[Ghorbani et al., 2011]. Yapilan bu ¢alismada da serbest hiicrelere gore immobilize
hiicreler ile etanol dretimi ile ilgili verimlerin daha yiiksek (%20) oldugu

belirlenmistir.

e Tekrarli fermantasyonda immobilizasyonun etkisi

Hiicre immobilizasyonu etanol liretimini arttirmasinin yani sira uzun ve tekrarl
dongiiler boyunca etanol iiretim kararliliginin saglamasindan dolayr avantajlidir
[Duarte et al., 2013], [Kirdponpattara and Phisalaphong, 2013]. Bu ¢alismada, her iki
immobilize E.coli susu (FBR5 ve TS3) ile WP6 besi ortaminda 96 saat siireli 15

tekrarli fermantasyon gerceklestirilmistir. Tekrarli fermantasyonlardan ilk 8
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fermantasyonda, etanol iiretiminde her 2 sus ile de azalmanin olmadigi, yedinci ve
sekizinci tekrarli fermantasyonlarda ise her 2 susun da etanol iiretiminin arttig
saptanmustir. S.cerevisiae ile yapilan farkli bir ¢alismada, karbon kaynagi olarak tatl
sorgum ile hazirlanan besiyerinde immobilize hiicreler ile etanol iiretiminde ilk
tekrarli 8  fermantasyon  siiresince  azalmanin  olmadigt  bildirilmistir
[Ariyajaroenwong et al., 2012]. Farkli bir ¢alismada, immobilize K.marxianus ve
S.cerevisae ile yapilan tekrarli fermantasyonlarda 8 tekrarli fermantasyon siiresince
iiretilen etanol miktarmin kararli oldugu bildirilmistir [Guo et al., 2010]. Immobilize
S.cerevisiae ile yapilan g¢alismalarda ise, tekrarli fermantasyonlar sonrasi etanol
iretiminin artt11 veya fermantasyon siiresinin kisaldig1 raporlanmistir [Rattanapan et
al., 2011], [Ercan et al., 2013]. Z.mobilis ile yapilan baska bir ¢alismada da 6zellikle
dordiincii  ve sekizinci tekrarli fermantasyonlarda etanol {retiminin arttig
bildirilmistir [Santos and Cruz, 2016]. Yine benzer bir sekilde, Mariam ve
arkadaslar1 (2009) yapmis olduklar1 bir ¢calismada ise, immobilize S.cerevisiae ile 6
tekrarli biyoetanol iiretiminde en fazla etanol {iretiminin dordiincli tekrarh
fermantasyonda gerceklestigi ve dordiincii fermantasyon sonrasi ise etanol iiretiminin
azaldigin1 bildirmislerdir. Yapilan bu tez ¢alismasinda da on birinci fermantasyon
sonrasit hem FBRS hem de TS3 susunun etanol iiretimlerinin azaldig1 belirlenmistir.
Bu tekrarli fermantasyonlarda TS3 susu ile iiretilen etanol miktarinin baslangic
etanol miktarina yakin ve kararli oldugu belirlenirken, FBRS susunun iirettigi etanol
miktarinda 6nemli 6l¢iide azalmanin oldugu tespit edilmistir. Genel olarak 15 tekrarli
fermantasyonda VHb eksprese eden TS3 susunun FBRS susuna gore daha fazla
etanol trettigi belirlenmistir. Elde edilen bu sonuglar, immobilize E.coli soylarinin
peynir alti tozu ile etanol iretiminde tekrarli kullanilabildigi ve tekrarh
fermantasyonlarda Vitreoscilla hemoglobini’nin  6nemli etkisinin  oldugunu

gostermektedir.

e Immobilize hiicrelerin uzun siire depo edilmesinin etkisi

Immobilize E.coli suslar1 (FBR5 ve TS3) iki farkli saklama soliisyonunda
(SS1, glukoz ve maya oziitii; SS2, CaCly) +4°C’de 60 giin siire ile depo edilerek,
etanol tretebilme yetenekleri arastirilmistir. Uzun siire depo edilen E.coli suslar1 15
giin araliklar ile taze WP6 besiyerine aktarilarak etanol iiretimleri incelendiginde, her
2 saklama soliisyonun da kullanilabilir oldugu tespit edilmistir. Ozellikle glukoz ve

maya Oziitli iceren SS1 soliisyonunda depo edilen E.coli suslarinin etanol iiretim
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miktarlariin daha yiiksek olmasi nedeniyle SS1 soliisyonunun daha kullanilabilir
oldugu belirlenmistir. Melzoch ve arkadaslarinin (1994) yapmis olduklari bir
calismada, S. cerevisiae hiicrelerinin suda saklanan ortam kosullarina goére %60
sukroz igeren saklama soliisyonunda depo edilmesi ile etanol iiretiminin daha fazla
oldugu ve saklama soliisyonun igeriginin onemli bir etkisinin oldugunu
bildirmislerdir. Etanol iiretiminde depo siiresi incelendiginde ise 6zellikle 15 ve 30
gin depo edilen immobilize hiicrelerinin etanol tiretimlerinin, depo edilmeden
kullanilan immobilize suslara gore daha fazla oldugu tespit edilmistir. 45 ve 60 giin
stire ile depo edilen immobilize suslarinin etanol tretimleri ise, depo edilmeyen
immobilize suslarinin etanol iiretimlerine benzer oldugu belirlenmistir. Depo sonrasi
inkiibe edilen immobilize suslar ile iiretilen etanol en fazla TS3 susu ile edildigi
belirlenmistir. Elde edilen sonuglar ile immobilizasyonun depo edilebilir &zelliginin
incelenmesi ile saklama soliisyonun igerigi ve depo siiresinin dnemli birer parametre
oldugu tespit edilmistir. Ayrica, immobilize hiicrelerin depo edilmesinde Vitreoscilla
hemoglobini’nin 6nemli bir etkisinin oldugu belirlenmistir.

15 ve 30 giin siire ile depo edilen E.coli suslarinin 8 tekrarli fermantasyonda
etanol iiretimleri incelendiginde, tekrarli fermantasyonlar siiresince etanol iiretiminde
azalmanin olmadigir ve yedinci fermantasyon sonrasinda etanol iliretim miktarinin
arttigl goriilmiistiir. Depo edilen immobilize kiiltlirlerin tekrarli fermantasyonda
kullanim etkinligi, depo edilmeden kullanilan immobilize kiiltiirler ile benzerlik

gosterdigi goriilmiistiir.

e Vitreoscilla Hemoglobini’nin ve immobilizasyonun bir arada kullaniminin etkisi
Bu ¢alismada hem calkalamali inkiibatér hem de fermentor ortam kosullarinda
gerceklesen etanol tiretimleri degerlendirildiginde en yiiksek etanol iiretiminin WP6
(%8 laktoz) besi ortaminda immobilize TS3 susu ile gerceklestigi belirlenmistir.
Immobilize TS3 susu ile 96 saat inkiibasyon sonrasi ¢alkalamali inkiibatér ve
fermentor ortaminda iiretilen etanol miktar1 sirasityla %3.55 (v/v) ve %3.93 (v/v)
oldugu goriilmiistiir. Immobilize TS3 susu ile iiretilen bu etanol degerlerinin serbest
FBRS susuna gore, ¢alkalamali inkiibator kosullarinda %37 ve fermentor ortaminda
%47 daha fazla oldugu belirlenmistir. Elde edilen bu sonuglar ile, Vitreoscilla
hemoglobini’nin ve immobilizasyonun bir arada kullanilmasi ile etanol {iretiminde

onemli artisin oldugu tespit edilmistir.

59



e Etanol liretiminde inokulum miktarinin etkisi

Etanol iiretiminde immobilize hiicrelerin %5-30 arasinda olacak sekilde farkli
inokulum oranlarinda inkiibe edildiginde, etanol iiretiminin %35 inokulum oranindan
%10 inokulum oranma artmasi ile arttigi, %10 inokulum oranindan daha yiiksek
oranlarda ise azaldigi saptanmistir. WP6 besi ortaminda, immobilize TS3 susunun
daha diisiik inokulum oran1 (%0.2) ile inkiibasyonu gergeklestirildiginde 96 saat siire
sonunda elde edilen etanol miktart %3.55 (v/v) iken, aynmi susun daha yiiksek
inokulum oran1 (%10) ile inkiibe edildiginde etanol {iretiminin 72 saat siire sonunda
%4.64 (v/v) seviyesine yiikseldigi belirlenmistir. inokulum oraninin artmasi ile hem
etanol {iretim miktarmin 6énemli bir oranda arttig1 hem de fermantasyon siiresinin 96
saatten 72 saate kisaldigi belirlenmistir.

Farkli inokulum oranlari ile etanol iiretimleri incelendiginde baslangi¢ laktoz
konsantrasyonun da etkili bir parametre oldugu belirlenmistir. %8 laktoz seviyesi ile
iiretilen etanol miktarinin, daha yiliksek laktoz seviyelerinde iiretilen etanol
miktarlarina gore daha fazla oldugu goriilmiistiir. Laktoz miktarinin artmasi ile elde
edilen etanol miktarlarinda, %8 laktoz igeren WP6 besi ortamui ile elde edilen etanol
miktarma goére belirlenen azalma oranlarinin VHb eksprese etmeyen FBRS susu ile
%28, VHb eksprese eden TS3 susu ile %8 daha az oldugu tespit edilmistir. Ozellikle
%15 laktoz konsantrasyonunda hazirlanan WP9 besiyerinde diisiik inokulum orani
ile inkiibe edilen E.coli suslari ile etanol tiretiminin ¢ok diisiik (%2 seviyelerinde)
oldugu tespit edilmistir. E.coli suslar1 daha yiiksek inokulum oranlari ile inkiibe
edildiginde ise, etanol iiretiminin diisiik inokulasyona gore ¢ok daha yiiksek oldugu
tespit edilmistir. Ayrica, farkli laktoz konsantrasyonlari ile farkli inokulum
oranlarinda gergeklesen etanol tiretimlerinin TS3 susu ile daha fazla oldugu ve elde
edilen bu sonuglar ile etanol iiretiminde Vitreoscilla hemoglobini’nin olumlu
etkisinin oldugu belirlenmistir.

Farkli laktoz konsantrasyonlarinda (%8-15, w/v) ve farkli inokulum oranlar
(%5-30, v/v) ile en iyi kosulun immobilize TS3 susu ile 72 saat fermantasyon
sonrasinda, %99 fermantasyon etkinligi %4.64 (v/v) etanol iiretimi ile oldugu tespit
edilmistir (Sekil 5.1).
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Sekil 5.1: Farkli laktoz oranlari ile elde edilen en iyi etanol iiretimi ortam kosulu;
WP6 besi ortaminda %10 inokulum oraninda immobilize TS3 susu ile 72 saat siireli
fermantasyon.

e Sonug ve sonraki yapilabilecek caligsmalar

Bu tez calismasinda, farkli laktoz konsantrasyonlarinda (%3-15) olacak sekilde
peynir alt1 tozu ile hazirlanan besi ortamlarinda etanol iiretiminin incelenmesi ve
arttirilmast igin immobilizasyonun ve Vitreoscilla hemoglobini’nin potansiyel
etkileri hem ayr1 ayr1 hem de bir aradaki etkileri incelenmistir. Calkalamali inkiibator
kosullarinda en 1yi etanol liretiminin %8 laktoz iceren WP6 besiyerinin oldugu ve en
fazla etanol iiretiminin immobilize TS3 susu ile %3.55 (v/v) seviyesinde oldugu
belirlenmistir. Etanol {iretimi fermentor kosulunda gergeklestirildiginde ise, en
yiiksek etanol iiretiminin yine immobilize TS3 susu ile gergeklestigi belirlenmistir.
Fermentor kosullarinda iiretilen etanol miktarinin (96 saat siire sonunda %3.93, v/v)
calkalamali inkiibator kosullarina gére hem daha yiiksek oldugu hem de etanol
tretiminin daha kisa siirede gerceklestigi (48 saat siire sonunda %3.50, v/v)
belirlenmistir.  Etanol iretiminde immobilizasyonun potansiyel etkilerinin
belirlenmesi i¢in, immobilize boncuklarin tekrarli fermantasyonda ve uzun siire depo
edilerek fermantasyondaki kullanim etkileri incelenmistir. E.coli suslarinin
immobilizasyonu ile etanol iiretiminde tekrarli olarak ve uzun siire depo edilerek
fermantasyonda etkili olarak kullanilabilecegi belirlenmistir. Farkli laktoz
konsantrasyonlart ile immobilizasyonun kullanim etkinliginin  tespiti igin
gergeklestirilen etanol iiretimlerinde, VHb eksprese eden TS3 susunun daha fazla

etanol irettigi ve Vitreoscilla hemoglobini’nin olumlu etkisinin oldugu goriilmustiir.

61




Etanol iiretiminde immobilize hiicrelerin optimum inokulum oraninin (%5-30,
v/v) belirlenmesi i¢in yapilan sonraki ¢alismada ise yine farkli oranlarda laktoz (%8-
15, w/v) igeren peynir alt1 tozu besiyerleri degerlendirilmistir. Calkalamal1 inkiibator
kosullarinda gergeklesen fermantasyon sonrasi, en yiiksek etanol {iretimi immobilize
TS3 susu ile %10 inokulum oraninda ve 72 saat inkiibayon sonrasinda % 4.64 (v/v)
seviyesinde oldugu belirlenmistir. Calkalamali inkiibatér ortaminda belirlenen bu
ortam kosulunun fermentor ortaminda da degerlendirilmesi uygun olacaktir. Ayrica,
etanol iiretimi taze besiyeri ile farkli akis oranlarinda besleme yapilarak siirekli
fermantasyon gergeklestirilebilir.

Bu tez ¢alismasi ile belirlenen ortam kosullari ve elde edilen veriler, sanayide
biiylik 6lgekli etanol iiretiminin gerceklestirilebilmesi i¢cin gerekli 6n calismalari
sunmaktadir. Bu calisma, sanayide karbon kaynagi olarak peynir alti tozunun ve
etkin etanol {iretimi i¢in immobilizasyon/VHb teknolojisinin potansiyel olarak

kullanilabilecegi ve avantajli olabilecegini gostermektedir.
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