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0z

Biyoetanol (retiminde mevcut hammaddelere, mikroorganizmalara ve yodntemlere alternatiflerin
arastiriimasi 6nem gerekmektedir. Bu amacla bu calisma ile etanol reticisi Escherichia coli FBR5 ve bu susun
Vitreoscilla hemoglobini (VHb) eksprese eden tiirevi olan TS4 suslarinin fermentasyon ortami olarak malt 6zutu
(MEM) ve maltoz-glukoz (MGM) besiyerlerinin kullaniimasi ile biyoetanol eldesinde etkinligi arastirilmistir. Ayrica
cesitli mikrobiyal metabolitlerin Uretiminde verimi arttirdigi bilinen aljinat aracili hiicre immobilizasyonunun bu
bakterilerin biyoetanol tiretkenliklerine etkisi degerlendirilmistir. VHb ekspresyonu ve immobilizasyonun birlikte
kullaniminin MEM besiyerinde 72 saat sonunda E. coli TS4 susunun etanol tretimini (23.67 g L'!) FBR5 susu ile
elde edilenden %58’e varan oranlarda arttirdigi belirlenmistir. Boylece VHb ekspresyonunun ve hicre
immobilizasyonunun malt 6zitl gibi bir kaynaktan biyoetanol tretimini arttirmada etkin bir strateji oldugunu
belirlenmistir. Ayrica, arpa malt 6zitlniin biyoetanol Uretiminde potansiyel alternatif bir karbon kaynagi
olabilecegi goriilmistir. Sonug olarak bakteriyel hemoglobin eksprese eden E. coli susunun immobilize formdaki
hlcrelerinin arpa malt 6zitiinden etanol Uretimini arttirmada timit verici bir yaklasim olabilecegi belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Bakteriyel hemoglobin, VHb, malt 6ziti, bakteriyel fermentasyon.

Investigation of the Use of Bacterial Hemoglobin Expressing Immobilized Escherichia coli
Strain for Bioethanol Production from Malt Extract

ABSTRACT

It is important to investigate alternatives to existing raw materials, microorganisms and methods in
bioethanol production. For this purpose, in the present study, the efficiency of ethanol producer Escherichia coli
FBR5 and its Vitreoscilla hemoglobin (VHb) expressing version TS4 strains were investigated in bioethanol
production by using malt extract (MEM) and maltose-glucose (MGM) media as fermentation media. In addition,
the effect of alginate-mediated cell immobilization, known to have enhancement effect on the production of
various microbial metabolites was evaluated for the bioethanol production of these bacteria. In the study, it was
determined that in combination with VHb expression and immobilization enhanced ethanol production by E. coli
TS4 strain (23.67 g L'!) by up to 58% in MEM medium compared to that of FBR5 strain in 72 hours. Thus, it was
determined that VHb expression and cell immobilization is an effective strategies to increase bioethanol
production from a source such as malt extract. In addition, it was seen that barley malt extract could be a
potential alternative carbon source in bioethanol production. As a result, it was determined that immobilized
cells of E. coli strain expressing bacterial hemoglobin could be a promising approach to increase ethanol
production from barley malt extract.
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ABD, Brezilya, Cin ve Kanada gibi bazi endistriyel Glkeler fosil yakit kullaniminda kisitlamaya ve biyoetanol
kullanimini yayginlastirmaya yonelmektedirler (Zabed ve ark., 2017). Biyoetanol, fermentatif mikroorganizmalar
tarafindan cgesitli karbon kaynaklarini kullanmasi sonucu Uretilen bir biyoyakittir. Yuksek nisasta igerikli bitkilerin
ham madde olarak kullanilmasi biyoetanol liretiminde oldukga yaygindir. Misir, bugday, kasava, patates ve tath
patates biyoetanol liretiminde kullanilan nisastali enerji bitkilerinin en bilinenlerindendir (Balat, 2011). Nisasta
iceren ham maddeler fermentasyon 6ncesi mikroorganizmalar tarafindan fermente edilebilir sekerlerin eldesi
icin enzimatik hidrolize maruz birakilmaktadir (Salimi ve ark., 2019). Bu uygulama tiim fermentasyon isleminin
maliyetinin artmasina neden olmaktadir (Woiciechowski ve ark., 2002). Arpa tohumlari (Hordeum vulgare) bolca
nisasta icermektedir. icerdigi bu nisasta, arpanin cimlenmesi ile etkinlesen enzimleri sayesinde parcalanmaktadir.
Diger tahillarda kendi nisastalarini hidroliz edecek etkinlikte ve miktarda enzim bulunmadigindan arpa bu 6zelligi
ile diger tahillardan ayrilmaktadir (Durgun ve Kilig, 1978). Elde edilen malt 6zitl fermente edilebilir maltoz,
glukoz, dekstrinler, azotlu bilesikler, mineraller, pentozlar, maltotriozlar ve tetraozlarca zengin hale gelmis olur
(Schormiiller, 1974).

Biyoteknolojik olarak degistirilmis mikroorganizmalarin endistriyel biyoetanol tretiminde kullaniimasi
giderek yayginlasmaktadir (Scully ve Orlygsson, 2015). Kesfedilen ve karakterizasyonu yapilan ilk prokaryotik
hemoglobin olan Vitresocilla hemoglobini (VHb)'nin 6zellikle oksijenin sinirh oldugu kosullarda solunum
metabolizmasini destekledigi ve hiicre iginde farkli metabolik yolaklari etkinlestirdigi bilinen Vitreoscilla
hemoglobin geni (vgb) bircok mikroorganizmaya aktarilmistir. Bu sayede hidroksialkonat (Liu ve ark., 2011),
metiyonin- y-liyaz (Kahraman ve ark., 2011), L-arjinin (Xu ve ark., 2011), ramnolipid (Kahraman ve Erenler, 2012)
ve Poli-y-glutamik asit (Zhang ve ark., 2013) gibi mikrobiyal metabolitlerin Gretimlerinin arttig belirlenmistir. Bu
kapsamda son yillarda etanol Ureticisi E. coli FBR5 ve VHb ekspresyonu yapan TS3 ve TS4 suslari kullanilarak
patates isleme atik suyu hidrolizati, peyniralti suyu ve tozu, seker pancari melasi, lignoselilozik misir atig1 ve
patates nisastasinin kullanildigi ¢alismalarla, VHb ekspresyonu ile etanol Uretiminin artabildigi belirlenmistir
(Abanoz ve ark., 2012; Sar ve ark., 2017; Sar ve Akbas, 2016; Stimer ve ark., 2015).

Aljinat ile hiicre immobilizasyonu metabolit Gretimini arttirmak veya inkiibasyon esnasinda ortaya ¢ikan
bazi sorunlari ¢6zmek amaciyla kullanilan bir biyoteknolojik yontemdir. Bu sayede, immobilize mikrobiyal
hicreler canhiliklarini olumsuz ortam kosullarina karsin siirdiirebilmektedir (Park ve Chang, 2000). Ayrica
fermentasyon sonrasi hicreleri ortamdan uzaklastirmak da immobilizasyon sayesinde kolaylagsmaktadir
(Kosseva, 2011). Bugtline kadar yapilan galismalarda VHb ekspresyonu ve hiicre immobilizasyonu ile ayri ayri veya
birlikte uygulamasinin malt 6ziitl igeren ortamda biyoetanol tretimindeki etkileri incelenmemistir. Bu ¢calismada,
Vitreoscilla hemoglobininin ekspresyonun ve/veya hiicre immobilizasyonunun malt 6ziti igeren besiyeri (MEM)
kullanilarak Escherichia coli FBR5 (vgb-) ve TS4 (vgb+) suslarinin biyoetanol tiretim etkinlikleri incelenmistir.

MATERYAL ve METOT
Calismada kullanilan mikroorganizmalar

Bu g¢alismada, USDA laboratuvarlarindan temin edilmis pdc ve adhb genlerini iceren pLOI297 plazmidi ile
transforme edilen Escherichia coli FBR5 susu (Dien ve ark., 2000) ve FBR5 susunun vgb geni iceren pTS4 plazmidi
ile transforme edilmesi ile elde edilen TS4 susu (Sanny ve ark., 2010) fermentatif mikroorganizmalar olarak
kullaniimistir. Onkdltiir ve fermentasyon besiyerlerine FBR5 susu igin 100 pg mL™* ampisilin, TS4 susu igin ise 100
ug mLt ampisilin ve 5 pg mL! gentamisin ilave edilmistir (Sanny ve ark., 2010).

Besiyerleri ve hazirlaniglar

Malt 6zitl yerel bir Gretim tesisinden temin edilmistir. HPLC (yuksek performansli sivi kromatografi)
analizleri sonucunda malt &ziitiinii %9 maltoz ve %2 glukoz (w/v) icerdigi saptanmistir. On ¢alismalar sonucu test
mikroorganizmalari ile yapilacak fermentasyonlar igin uygun malt 6ziitii seker konsantrasyonunun %4.5 maltoz
ve %1 glukoz (w/v) oldugu belirlenmistir.

Malt éziitii besiyerinin (MEM) hazirlanmasi

Besiyeri olusturmak Uzere malt 6zitid 121 °C sicaklikta 15 dakika boyunca otoklavda sterilize edilmistir.
Ardindan sogutulup, steril kosullarda 4100 rpm dénme hizina 16 dakika boyunca 4 °C sicaklkta santrifij
edilmistir. Ust siviya final seker konsantrasyonu %4.5 maltoz (w/v), %1 glukoz (w/v) olacak sekilde (55 g L'* toplam
seker); % 0.5 maya 6zt (w/v), 0.5 g L' MgS0s, 0.1 g L': CaClz ve 2 g L™ (NH4)2S04 ilave edilmistir.
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Maltoz-glukoz besiyerinin (MGM) hazirlanmasi

MEM besiyerine ek olarak MEM’in icerdigi seker miktari ile ayni olacak sekilde maltoz (%4.5 w/v), glukoz
(%1 w/v) (55 g L' toplam seker) mineral karigimi (0.5 g L2 MgS0a, 0.1 g L™ CaCl2 ve 2 g L™ (NH4)2S04) ve maya
6zt (%0.5 w/v) iceren bir besiyeri (MGM) hazirlanmistir. Bu besiyeri ile, MEM'in icerdigi fermente edilebilir
sekerler harici toplam besin ve/veya mineral iceriklerinin fermentasyonu arttirmada etkisi degerlendirilecektir.

Kalsiyum aljinatta hiicre immobilizasyonu

16 saatlik kulttrlerden ayrilan 6rnekler 1600 rpm dénme hizinda 4 °C sicaklikta 16 dakika boyunca santirfij
edilerek ¢oktirilmustir. Elde edilen pellet %0.9 NaCl ¢ozeltisi ile seyreltilmistir. Aljinat sispansiyonu (%6 w/v),
hiicre stispansiyonu ile 1:1 (v/v) oraninda karistirilarak finalde %3 aljinat iceren bir hiicre karigimi elde edilmistir.
Hicre-aljinat karisimi 1000 pL’lik bir mikropipet kullanilarak 3-4 mm g¢apli boncuklar elde edilecek sekilde yaklasik
400 rpm dénme hizinda manyetik karistirici ile karistirilan %3 CaClz soliisyonuna damlatilmistir. Boncuklarin
polimerizasyonu oda sicakhginda 1 saat boyunca siirdirilmustir. 3-4 mm g¢apinda olusmus boncuklar steril saf
su ile yikanmig ve ayni giin kullanilmistir (lvanova ve ark., 2011).

Serbest ve immobilize hiicrelerle fermentasyon

inkiibasyon, %20 havalandirmali mikroaerofilik kosullarda 100 mL hacimlik Erlenlerde gergeklestirilmistir.
Final hiicre yogunlugu 0.05 ODeoo olacak sekilde ayarlanmis serbest hiicreler, 80 mL MEM veya MGM besiyerleri
icerisinde inkiibe edilmistir. immobilize hiicreler ise 100 mL hacimlik erlenlere 64 mL MEM veya MGM besiyeri
eklenmis, kultur icerisinde final hiicre yogunlugu 0.05 ODsoo olacak sekilde dnceden ayarlanmis 16 mL immobilize
hicre iceren 320 adet boncuk ilave edilmistir. Serbest ve immobilize hiicre kdiltirleri bir orbital karistiricil
inkiibatorde MEM veya MGM besiyerlerinde 180 rpm calkalama hizinda 37 °C sicaklikta 72 saat boyunca inklibe
edilmistir.

Analitik yontemler

Serbest ve immobilize hicreler igin, optik yogunluklar (ODsoo), besiyerlerindeki seker miktarlari ve
fermentasyon sonunda tiiketilen seker miktarlari (g L?) ile lretilen etanol miktarlar (g L) 48 ve 72 saatlik
fermentasyonlar sonunda 6l¢tilmistdr.

Hiicre yogunlugunun belirlenmesi
Fermentasyon ortamindaki hicre yogunluklari (ODeoo) bir spektrofotometre (Shimadzu UV
Spectrophotometer, UV 1800) araciligi ile ol¢liimustir.

Seker ve etanol miktarlarinin HPLC analizi ile belirlenmesi

Besiyerinde Uretilen etanol, fermentasyon baslangicinda bulunan ve sonunda kalan maltoz ve glukoz
miktarlari HPLC ile (Shimadzu 10A, Shimadzu, Columbia, MD), NH2 kolonu (Interstil NH2 column, 5 mm, 4.6x250
mm, GL Sciences Inc., Shinjuku, Tokyo, Japan) ve refraktif indeks dedektori (RID-10A) kullanilarak élgtilmustur.
Farkli oranlarda (%0.5-5) maltoz, glukoz ve etanol standartlari cihaza tanimlanmistir. Ornekler analiz &ncesi 10000
rpm donme hizinda 10 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Ardindan st sivi 22 um por ¢apli filtre ile stziilerek
cam HPLC tlplerine aktarilmistir. Mobil faz olarak ultra saf su ile hazirlanan %60 (v/v) asetonitril ¢ozeltisi
kullanilmistir. injeksiyon hacmi 20 pL, kolon sicakligi 25 °C ve akis hizi 1 mL/dk olacak sekilde ayarlanmistir (Sar
ve ark., 2017).

Fermentasyon parametrelerinin hesaplanmasi
Etanol miktari (g L), substrat tiikektimi (%) ve etanol verimi (%) asagidaki formiillere gére hesaplanmistir:

Etanol Miktar1 (g/L) = Ethanol Miktar1 (%v/v) X 7.9 (1)
. s 0.y — Tuketilen Seker (g/L)

Substrat Tiiketimi (%) = Toplam Seker (&/L) x 100 (2)

Etanol Verimi (%) = Etanol Miktar: (g/L) x 100 (3)

Tiketilen Seker Miktar1 (g/L)
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Bakteriyel hemoglobin (VHb) miktarinin belirlenmesi

TS4 susu tarafindan sentezlenen VHb miktari indirgenmis/indirgenmemis (Webster ve Liu, 1974) fark
spektrasina dayanarak (Khosla ve Bailey, 1988) bir spektrofotometre cihazi ile fermentasyon sonlarinda (72 saat)
dlcuilmistir. Sonuclar nmol gt yas agirlik cinsinden hesaplanmistir.

BULGULAR ve TARTISMA
MEM ve MGM besiyerlerinde inkiibasyon sonu hiicre biyokiitlesi (ODsoo)

Fermentasyonda biyokdtle artisinin kontroliinii saglamak oldukg¢a énemlidir. Ortamda bulunan karbon
kaynaginin biyokutle artisina istenilen seviyenin disinda harcanmasi metabolitlerin tretimini etkileyebilir. Bu
¢alismada inkiibasyon, ortamda kalan seker miktari ve hiicre yogunlugundaki artis takip edilerek fermentasyon
72 saat stirdiirilmastir. MEM besiyerinde en yiiksek biyokitle artisinin serbest ve immobilize hiicrelerle TS4 susu
tarafindan 72 saat sonunda sirasiyla 6.79 ve 7.94 (ODsoo) oldugu belirlenmistir (Cizelge 1). Biyokitle miktarinin
MGM besiyerinde MEM besiyerinden daha dislk oldugu gorilmistir (Cizelge 1). MGM besiyerinde serbest
hicrelerde 72 saatlik inkibasyon sonunda en yiiksek hiicre yogunlugunun FBR5 susu 4.49 (ODsoo) ile elde edildigi
belirlenmistir. immobilize edilmis hiicrelerle ise en yiiksek hiicre yogunlugunun MGM besiyerinde 72 saat
sonunda 4.69 (ODsoo) olarak FBR5 susu ile elde edildigi gbzlemlenmistir (Cizelge 1).

Cizelge 1. Serbest (SH) ve immobilize formdaki (iH) E. coli FBR5 ve TS4 suslari ile malt 6ziitli (MEM) ve maltoz-
glukoz (MGM) besiyerlerinde 48 ve 72 saatlik fermentasyonlar sonunda biyokiitle (ODsoo), etanol (%v/v; g L),
birim hiicre basina etanol tretimi (EtOH/biyokiitle, g 100 mL™/ODeoo) ve tiiketilen seker (g L) miktarlari. Her
deger Ug tekrarin ortalamasidir. Parantez icinde ilgili degerin standart sapmasi belirtilmistir.

) ) Biyokitle  EtOH ftoH  CtOH/Bivok  Tiketilen
Sire  Hiicre Suslar 1 iitle (g 100 Seker
(ODsoo) (%v/v) (8L?) LY/oD Lt
(Saat)  Tipi mL-*/ODsoo) (sL?)
FBR5 5.15(0.16) 2.14(0.01) 17.08(0.11) 0.33(0.01) 38.15(0.35)
TS4 5.33(0.29) 1.86(0.18) 14.85(1.47) 0.28(0.04) 37.15(3.18)
48
iH FBR5 4.68(0.84) 1.79(0.17) 14.28(1.35) 0.28(0.08) 34.10(5.94)
TS4 4.70(0.14) 1.80(0.01) 14.37(0.11) 0.28(0.02) 27.90(3.11)
MEM
o FBR5 6.22(0.16) 1.89(0.21) 15.09(2.15) 0.33(0.02) 47.60 (0.14)
TS4  6.79(0.91) 2.65(0.17) 21.11(1.75) 0.31(0.03) 46.80 (4.10)
72
iH FBR5 7.50(0.97) 1.88(0.06) 15.05(0.62) 0.20(0.02) 34.30(0.57)
TS4 7.94(0.91) 2.97(0.05) 23.67(0.51) 0.30(0.03) 48.20(0.00)
o FBR5 4.15(0.14) 1.73(0.07) 13.81(0.56) 0.33(0.02) 19.90 (0.42)
TS4 1.26(0.48) 1.01(0.05) 8.02(0.40) 0.69(0.30) 3.70(0.14)
48
in FBR5 4.31(0.06) 1.19(0.03) 9.50(0.23) 0.22(0.00) 38.15 (0.35)
TS4 0.58 (0.07) 0.77(0.11) 6.11(0.85) 1.07 (0.28) 37.15(3.18)
MGM
SH FBR5 4.49(0.09) 1.69(0.04) 13.45(0.28) 0.30(0.01) 30.6(1.13)
TS4  1.88(0.08) 0.98(0.01) 7.78(0.06) 0.22(0.02) 27.75(1.91)
72
in FBR5 4.69(0.33) 1.88(0.00) 15.01(0.00) 0.32(0.02) 11.00 (0.71)
TS4 055(0.11) 0.90(0.11) 7.14(0.85) 1.31(0.12) 19.95 (1.06)

Besiyeri zenginliginin serbest ve immobilize hiicrelerle etanol iiretimine etkisi

Bu ¢alismada, fermentasyon etkinligi incelenmek lzere 55 g L fermente edilebilir seker ve takviyeler
iceren malt 6zith besiyeri (MEM) olusturulmustur. Fermentasyon maliyetini disik tutmak amaciyla her iki
besiyerine de sadece 5 g L™ maya 6ziitii ilave ederek azot kaynag takviyesi yapilmistir. Fermentasyon ortaminin
maya 0zUtl ve peptonla desteklendiginde seker tiketiminin ve etanol Uretiminin arttigi bilinmektedir (Ortiz-
Mufiiz ve ark., 2010; Pérez-Carrillo ve ark., 2011; Harde ve ark., 2014). Arpadan malt 6zuti elde edilirken,
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¢imlenme ile enzimatik aktivitenin artmasi sonucunda, seker ve azotlu madde miktari yikselir (Durgun, 2008;
Durgun ve Kilig, 1978). Bu nedenle tek tip azot kaynagi ile destek saglanmasinin etanol Uretimine etkisini
belirlemek 6nemlidir. Bu g¢alismada, malt 6zutiniin igerdigi seker harici besinlerden ve/veya minerallerden
kaynakli fermentasyonu arttirma etkisini degerlendirebilmek icin, MEM besiyeri ile ayni oranda ve tiirde seker ve
takviyeler iceren kontrol besiyeri olarak maltoz-glukoz besiyeri (MGM) hazirlanmis ve ayni kosullarda etanol
Uretiminde etkinligi degerlendirilmistir. MEM besiyerinin arpa maltindan kaynakli azot kaynaklarinca zengin
olmasi, fermentasyon igin etkin bir aday besiyeri olabilecegini isaret etmistir. Hucre biyokutlesi verileriyle birlikte
degerlendirildiginde, MEM besiyerinin fermentasyonu desteklemede etkili bir besiyeri oldugu gorilmektedir.
immobilize FBR5 (vgb-) hiicreleri ile gerceklestirilen uygulamanin 72 saatlik etanol retimleri hari¢ tim
uygulamalarda (serbest ve immobilize hiicrelerle) MGM ile karsilastirildiginda, MEM besiyerinin kullanimi, FBR5
ve TS4 suslarinin etanol Uretimine sirasiyla %0-50 ve %84-230 oranlarinda artisa neden olmustur. En yiksek
etanol miktari artisi %230 orani ile immobilize TS4 susu tarafindan 72 saat sonunda elde edilmistir (23.67 g L
etanol). Zayif icerikli kontrol besiyeri MGM’nin etanol Uretimine katkisi gorilmemistir. Aksine serbest ve
immobilize FBR5 susunun serbest ve immobilize TS4 susundan sirasiyla %72 ve %11 oraninda daha fazla etanol
Urettigi gorilmdistiir. Etanol Gretiminin belirgin sekilde yilksek oldugu MEM besiyerinin fermentasyon
etkinliginin, malt 6zutliniin mineraller ve azotlu bilesiklerce zengin olmasindan kaynakh oldugu disiinilmektedir.
Disakkarit bir seker olan laktozca zengin peyniralti suyu tozu ile gergeklestirilen bir ¢alismada da ortamda azot
kaynaginin yetersiz olmasinin biyokitle ve etanol miktarini olumsuz etkiledigi rapor edilmistir (Sar ve ark. 2017).
Malt 6zitu kullanilarak gerceklestirilen fermentasyon calismalarinda, genellikle Saccharomyces cinsine ait ticari
maya suslari kullanilmaktadir. Odibo ve ark. (2002) ¢alismalarinda, sorgum 6zsuyundan malt 6zitd elde edilmis
ve %60 (w/v) fermente edilebilir seker iceren malt 6zuti kullanilmistir. Saccharomyces uvarum ile gergeklestirilen
bu calismada ortamda 3 g L'! malt 6ziitl olacak sekilde 6 giin boyunca fermentasyon siirdiiriilmiis ve sonugta
34.3 g L'! etanol iretildigi belirlenmistir (Odibo et al., 2002). Capece ve ark.’nin (2021) calismasinda, farkh malt
Ozutleri Saccharomyces cerevisiae ve Saccharomyces olmayan 4 maya susunun farkli kombinasyonlarini iceren
karisik kaltirlerinin, etanol lretim kapasiteleri degerlendirilmistir. Kullanilan malt 6zitu tirine bagl olarak saf
kiltiirle 24.6-25.5 g L'Y; karisik kiiltiirle ise 20.9-25.9 g L' etanol Giretimi gerceklestirilmistir (Capece ve ark., 2021).
Fermentasyon etkinlikleri yiksek oldugunu bilinen maya suslari ile karsilastirildiginda benzer oranlarda etanol
elde edilmesi nedeniyle bu ¢alismada kullanilan vgb eksprese eden E. coli TS4 susunun biyoetanol eldesinde etkili
bir mikroorganizma oldugu soylenebilir.

Bakteriyel hemoglobinin etanol iiretimine etkisi

Oksijen tasinmasini hizlandirdigi bilinen VHb, eneriji iretiminde dnemli ATP ve NADH gibi elementlerin
Uretimini arttirarak enerji kazanimini arttirir ve dolayisi ile hiicre Gremesine ve hiicrelerin metabolit tGretimine
destek saglar (Stark et al., 2012; Sar ve ark., 2017). Bu galismada zengin icerikli MEM besiyerinde, serbest TS4
susunun (21.11 g L'?) serbest FBR5 susundan (15.09 g L'Y) %40 daha fazla etanol lrettigi belirlenmistir. Benzer
sekilde immobilize TS4 susunun (23.67 g L'!) da immobilize FBR5 susundan (15.05 g L'!) %58 daha fazla etanol
Urettigi saptanmistir. Cesitli bitkisel veya hayvansal kaynakli atiklardan olusturulan besiyerleri ile vgb’nin etanol
Uretimini arttiricl etkisi birgok arastirmaci tarafindan galisilmistir. Patates isleme atigi (%18) (Abanoz ve ark.,
2012), peyniralti suyu tozu ile seker pancari melasi (%17-362 ve %21-419) (Akbas ve ark., 2014) ve misir atig
hidrolizati ile ilave sekerler varliginda (glukoz ilavesi ile %15, ksiloz ilavesi ile %10) (Sanny ve ark., 2010)
gerceklestirilen calismalarla da hemoglobin ekspresyonunun etanol tretimini arttirdigi belirlenmistir.

immobilizasyonun etanol iiretimine etkisi

immobilizasyon mikroorganizma igin yiiksek tretkenlik, inhibitér ve toksik bilesiklere karsi dayanim ve
enzimlerin spesifik aktivitelerinde artisa neden olarak fermentasyonun daha etkin gergeklesmesine neden
olmaktadir (Zhu, 2006). Aljinat, temin edilmesi ve polimerizasyon kosullarinin kolay olmasi nedeniyle hiicre
immobilizasyonunda en yaygin kullanilan matrikslerin basinda gelmektedir. Biyoetanol Uretiminde etkinligi
bilinen aljinatin, seker kamisi melasi (Ghorbani ve ark., 2011), mahula bitkisinin cicekleri (Swain ve ark., 2007)
veya peyniralti suyu tozundan (Sar ve ark., 2017; Sar ve Akbas, 2019) etanol trretimini arttirdigi rapor edilmistir.
Bu calismada, MEM besiyerinde serbest ve immobilize hiicreler ile en yliksek etanol lretimi, 72 saat sonunda TS4
susu ile sirasiyla 21.11 g L'! ve 23.67 g L'! miktarlarinda gerceklesmistir (Cizelge 1). 72 saatte immobilizasyonun
etanol iretimine TS4 susunda etkisinin %12 oraninda oldugu belirlenmistir. FBR5 susunun serbest ve immobilize
hicreleri ile esit miktarda (yaklasik 15 g L) etanol Uretilmistir. Zayif icerikli MGM besiyerinde ise en fazla
immobilize FBR5 hiicreleri (15.01 g L}) ile serbest FBR5 hiicrelerinden (13.45 g L'Y) %11; TS4 susu ile ise serbest
hiicrelerden daha fazla etanol Uretilmedigi belirlenmistir. Sonu¢ olarak immobilizasyonun etanol (iretimini
arttirici etkisi zengin icerikli MEM besiyerinde belirgin bir sekilde gorilmistir. Bir baska calismada ise
fermentasyon ortami elde etmede yaglik palmiye agacinin gévdesinden elde edilen hidrolizat kullaniimis ve
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biyoetanol lretimi serbest ve immobilize S. cerevisiae SC90 hiicreleri aracili gergeklestirilmistir. immobilize
hicreler ile serbest hiicrelerden %22 oraninda daha fazla etanol lretimi saglandigi gortlmistir (Wilaithup ve
ark., 2022). immobilizasyonun metabolit iretimindeki arttirici etkisi hicreyi ortamda olusan cesitli
metabolitlerden izole etmesi, besinlerin boncuk icerisine kontrolli ahimi, Griinlerin ortama kontrolli salinimi,
degisen ortam kosullarindan hiicreleri korumasi ile hiicre stabilitesini arttirmasi sayesinde gerceklesmektedir
(Kourkoutas ve ark., 2004; Duarte ve ark., 2013). Degisen kosullardan daha az etkilenen immobilize hiicrelerin
daha yiiksek substrat konversiyonu saglamasi ile etanol tiretimi olumlu etkilenmektedir (Kourkoutas ve ark.,
2004; Duarte ve ark., 2013).

Bakteriyel hemoglobinin ve immobilizasyonun etanol iiretimine birlikte etkisi

immobilizasyonun hemoglobin ekspresyonuyla birlikte etanol iiretimine etkisini degerlendirmek amaciyla
serbest FBR5 (vgb-) ve immobilize TS4 (vgb+) suslarinin etanol Uretimleri karsilastirilmistir. MEM besiyerinde
immobilizasyon ve vgb ekspresyonunun birlikte kullanimi sonucu, TS4 susu ile 72. saat sonunda etanol liretimini
%58 arttirdigi belirlenmistir. (Cizelge 1). MGM besiyerinde etanol Giretiminin immobilize hiicrelerle FBR5 susu ile,
TS4 susu ile elde edilenden daha yiiksek oldugu saptanmstir. Boylelikle immobilizasyon ve VHb ekspresyonunun
birlikte zayif icerikli MGM besiyerinde etkin etanol Uretimini saglamada 6nemli bir artisa neden olmadigi fakat
zengin igerikli MEM besiyerinde etanol Uretimini arttirmada kullanilabilecek etkili biyoteknolojik yéntemler
olduklari saptanmistir. Bir baska calismada, peyniralti suyu tozu ve maya 6zitd kullanilarak olusturulan besiyerleri
icerisinde serbest ve immobilize E. coli FBR5 ve vgb eksprese eden E. coli TS3 suslarinin fermentasyon kapasiteleri
degerlendirilmistir. En ylksek etanol Gretiminin gercgeklestigi WPM6 besiyerinde, 72 saatlik fermentasyon sonucu
immobilize E. coli TS3 susu ile yaklasik 23 g L etanol elde edilmistir (Sar ve ark. 2017). Mevcut c¢alisma ile
karsilagtirldiginda, WPM6 besiyerinin icerdigi seker miktarinin daha yiiksek olmasina ragmen (80 g L) vgb
eksprese eden TS3 susu 72 saat sonunda, daha az miktarda seker iceren MEM besiyerinde (55 g L™*) hemoglobin
eksprese eden TS4 susu ile benzer miktarlarda (23.67 g L) etanol lrettigi goriilmiistiir.

MGM ve MEM besiyerlerinde substrat titketimi ve etanol verimi

Calismada kullanilan suslarin, MEM besiyerinde substrati yiksek oranda tukettikleri belirlenmistir.
Substrat tlketiminin serbest hiicrelerle en yiksek %87 oraninda FBR5 susu ile, immobilize hicreler ile ise %88
oraninda TS4 susu tarafindan gergeklestirildigi saptanmistir. En yiksek etanol veriminin ise immobilize TS4 susu
ile %49 oldugu ve 72. saatin sonunda saglandigi gorulmustir (Cizelge 2).

Cizelge 2. Serbest (SH) ve immobilize formdaki (iH) E. coli FBR5 ve TS4 suslari ile malt 6ziitli (MEM) ve maltoz-
glukoz (MGM) besiyerlerinde 72 saatlik fermentasyonlar sonunda etanol verimi (%) ve substrat tiketim (%)
degerleri. Her deger Ug tekrarin ortalamasidir. Parantez icinde ilgili degerin standart sapmasi belirtilmistir.

Hiicre Tioi Suslar Etanol Verimi Substrat Tiiketimi
P : (%) (%)
FBR5 28 (4.40) 87 (0.26)
SH
TS4 45 (0.22) 85 (7.46)
MEM
. FBR5 44 (1.09) 62 (1.03)
IH
TS4 49 (1.05) 88 (0.00)
FBR5 44 (0.70) 56 (2.06)
SH
TS4 28 (1.73) 50 (3.47)
MGM
. FBR5 137 (8.79) 20 (1.29)
IH
TS4 36 (2.43) 36 (1.93)

MGM besiyerinde en yiiksek substrat tiiketimi %56 orani ile serbest FBR5 tarafindan gergeklestirilmistir
ve bu uygulama sonucu %44 etanol verimi elde edilmistir (13.45 g L'!). MGM besiyerinde gézlenen en yiiksek
etanol verimi ise %137 orani ile immobilize FBR5 susu tarafindan elde edilmistir. % 20 substrat tiiketimi (11 g L?
seker) gergeklesmistir ve tiketilen substrattan yiksek oranda etanol gergeklestirmesi nedeniyle etkin bir iretim
miktari saglamasa da (15.01 g L' etanol) bdyle yiiksek bir etanol verimi elde edilmistir. Bunun sebebi besiyerinde
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bulunan maya 6zutindeki karbonun da etanol Gretiminde az da olsa kullanimi olabilir (Ortiz-Mufiiz ve ark., 2010;
Pérez-Carrillo ve ark., 2011; Harde ve ark., 2014).

MGM ve MEM besiyerlerinde birim hiicre biyokiitlesi basina etanol eldesi

Fermentasyonda kullanilan iki besiyeri icerisinde MEM besiyerinde 72. saatin sonunda immobilize TS4
susu ile ve MGM besiyerinde ise 48 ve 72 saatin sonunda hem immobilize hem de serbest TS4 susu ile birim hiicre
biyokitlesi basina etanol Uretiminin daha fazla oldugu oldugu saptanmistir En ylksek birim hiicre biyokuitlesi
basina etanol iiretiminin MGM besiyerinde immobilize formdaki 754 susu ile (1.31 g 100 mL*/0D) elde edildigi
goriilse de Uretilen etanol miktarinin diisiik (7.14 g L) ve kalan seker miktarinin yiiksek (35 g L'!) olmasi nedeniyle
bu etkin bir Gretimi ifade etmemektedir (Cizelge 1).

MGM ve MEM besiyerlerinde gergeklestirilen fermentasyonlar sonucu TS4 susunun eksprese ettigi bakteriyel
hemoglobin (VHb) miktarlan

MEM besiyerinde 72 saat sonunda serbest formdaki TS4 susu 59.7 nmol g? yas agirlik VHb iretirken,
immobilize TS4 susu 13 nmol glyags agirlik VHb Gretmistir (Sekil 1). MGM besiyeri icerisinde ise TS4 susu serbest
formda iken 47.9 nmol g? yas agirlik VHb Uretirken immobilize formda ise 108.8 nmol g yas agirhik VHb
Uretmistir. VHb ekspresyonu ve etanol Uretimi iliskili 6nceki galismalarla da hemoglobin ekspresyonun belirli
miktarlardan fazla olmasinin etanol dretimin ters yonde etkileyebilecegini de rapor edilmistir (Sanny ve ark.,
2010). S6z konusu durumun nedeni, zengin olmayan MGM besiyerinde hiicre metabolizmasinin etanol Gretimi
yerine daha ¢ok hemoglobin sentezine yénelmesi olabilir.
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Sekil 1. MEM ve MGM besiyerleri icerisinde serbest (SH) ve immobilize (iH) TS4 susunun VHb (nmol g?)
ekspresyon degerleri.

SONUC ve ONERILER

Alternatif yeni karbon kaynaklarinin potansiyellerinin belirlenmesi ticari amagla biyoetanol Gretimini ileri
bir boyuta tasiyacaktir. Hammadde c¢esitliliginin olmasi mevcut kaynaklarin fiyatlarinda dislise neden olacaktir.
Ekonomik anlamda maliyetin dusurilerek zengin fermentasyon ortamlarinin olusturulabilecegi yeni
hammaddelerin kesfi ile llkemizde biyoetanol Uretimine yeni yatirimlarin yapilmasi konusunda tesvik
saglayacaktir.

Bu calismaile ilk kez biyoetanol Gretimi bir icecek/gida sanayi Grtinii olan malt 6zti iceren fermentasyon
besiyerinden immobilizasyon ve VHb eskpresyonunun birlikte kullanilmasiyla etkin bir sekilde arttirilmasi
calisiimistir. ileriki calismalarla biyoetanol iiretiminin biyik &lcekli fermentasyon kosullarinda denenmesi ile
kitlesel Giretimin kontrollli kosullar altinda saglanma potansiyeli belirlenmesi énemlidir. Sonug olarak, arpa malt
Ozitu besiyerinden VHb eksprese eden fermentatif E. coli suslari ile etanol Uretiminin arttigi ve bakteriyel
hemoglobin ekspresyonu ile immobilizasyonun etanol Uretiminde avantajli ve pratik bir ara¢ olarak
kullanilabilecegi saptanmistir.
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Cikar Catigsmasi Beyani: Makale yazarlari aralarinda herhangi bir gikar ¢atismasi bulunmamaktadir.

Arastirmacilarin Katki Orani Beyan Ozeti: Yazarlar makaleye esit oranda katki saglamistir.
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