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Bu ¢alismada, Vitreoscilla hemoglobini eksprese eden Escherichia coli TS3 ve TS4 suslarinin seker pancari melasi
hidrolizati ile hazirlanan besiyerleri (MB2-MB5) kullanilarak biyoetanol Gretimleri incelenmistir. Kullanilan farkli seker
konsantrasyonlu besiyerleri icerisinde en fazla etanol Uretimi MB2 besiyeri ortaminda (yaklasik %4 seker iceren)
gerceklestirimistir. MB2 besiyerinde, kugik Olgekten buyik 6lgege dogru biyoetanol dretiminin %10-17 oraninda
arttigi saptanmistir. En fazla biyoetanol tretim miktarlari en biyik hacimdeki fermentasyon ortaminda TS3 ve TS4
suglari ile sirasiyla %2.49 ve %2.62 (v/v) olarak belirlenmistir. Yapilan bu calismada olgek blyiutmenin VHb
ekspresyonu yapan bakterilerle seker pancari melasindan etanol tretimini olumlu etkiledigi belirlenmisgtir.

Anahtar Kelimeler: Melas hidrolizati, Etanol, Bakteriyel hemoglobin, E. coli, Sukroz, Olgek biyiitme

Effect of Scaling up on Bioetanol Production from Sugar Beet Molasses by Vitreoscilla
Hemoglobin Expressing Escherichia coli Strains

ABSTRACT

In the present work, bioethanol production through VHb expressing Escherichia coli TS3 and TS4 strains from sugar-
beet molasses hydrolysate containing media was investigated. The highest growth and ethanol production were
obtained in MB2 (contains about 4% sugar) medium. In MB2 medium, bioethanol production was enhanced by E. coli
TS3 and TS4 strains from small scale to big scale fermentation. The highest ethanol productions by TS3 and TS4
strains were determined as 2.49% and 2.62% (v/v) respectively, with the largest volume of fermentation medium. It
was shown that scaling up process had positive effect on bioethanol production from sugar beet molasses through
VHb expressing strains.

Keywords: Molasses hydrolysate, Ethanol, Bacterial hemoglobin, E. coli, Sucrose, Scale up process

GIRIS ulasan biyoetanol Uretiminin 2020 yilinda ise yillik 120

milyar litre olmasi planlanmaktadir (Sekil 1) [2, 3].
Biyoetanol kiresel yakit ihtiyacini karsilamak ve sera Biyoetanolin ¢cogu Amerika Bilesik Devletleri’'nde misir
gaz emisyonunu azaltmak amaciyla kullanilan alternatif ve Brezilya'da seker kamigl gibi birincil nesil gida
bir yakittir [1]. Dinya ¢apinda biyoetanol Gretimi 2007 kaynaklarindan uretilmektedir. Tarimsal ve endustriyel
yilinda 50 milyar litre, 2008 yilinda ise 60 milyar litre atiklar ile lignoselilozik maddeler gibi ikincil Uretim
civarindadir. Kiresel biyoetanol Uretim miktari 2013 slregleri ile etanol dretiminin maliyeti ise ylUksektir [4].
yilinda yillik 87.2 milyar litreye, 2015 yilinda ise 97.2 Birincil nesil Uretim slreclerinde kullanilan hammadde
milyar litreye ulasmistir. 2018 yilinda 108 milyar litreye kaynaklarinin gida kaynagi olarak kullaniimasi ve ikincil
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nesil Uretim slreclerinin de maliyetli olmasi nedeniyle

biyoetanol Uretiminde seker pancari melasi gibi
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Sekil 1. Dinyada yillik biyoetanol tretimi [2, 3].

Melas genel olarak gseker kamisi veya seker
pancarindan seker Uretim surecinde agiga c¢ikan koyu
kahverengi bir gida isleme atigidir [5]. Genel olarak
seker pancart agirhdinin - %20'si  kadar seker
icermektedir. Kristalize olmayan ve seker Uretimi
esnasinda yan UrUn olarak agida c¢ikan seker pancari
melasi ise yaklasik %50 oraninda sukroz igermektedir
ve nitrojen bakimindan zengindir [6]. Seker pancari
melasi zengin karbon kaynagdi igcermesinin yani sira
ferulik asit (%0.5), asetik asit (%1.6) ve metanol (%0.4)
de igerebilmektedir [7].

Biyoetanol Uretiminde seker pancari melasinin kullanimi
oldukga yaygindir. Avrupa’nin bir bolimu ile Akdeniz
Ulkeleri biyoetanol Uretimini seker pancari ve seker
pancari melasindan saglamaktadir [8]. Turkiye'de
uretilen etanoliin gogu Cumra Seker Fabrikasi’nda seker
pancari ve seker pancari melasindan saglanmaktadir
[9]. Benzer olarak Tayland’da da melasin ucuz ve bol
miktarda olmasi nedeniyle etanol Uretiminde siklikla
kullaniimaktadir [10]. Seker pancari melasinin zengin
icerigi ile etanol Uretiminin yani sira enzim, maya, lipid,
hidrojen gibi pek ¢ok metabolit Uretiminde de alternatif
karbon kaynagi olarak kullaniimaktadir [11-18].

Biyoetanol Uretimi icin fermentasyon ortamlarinda
genellikle Saccharomyces cerevisiae kullanilmasina
ragmen bu organizma sadece alti karbonlu sekerleri
fermente edebilir. Etanol Ureticisi Escherichia coli FBR5
ise bircok farkl sekeri fermente edebilmesinden dolayi
biyoetanol Uretiminde alternatif mikroorganizma olarak
ilgi cekmektedir [19-21]. Vitreoscilla Hemoglobini (VHb)
en iyi karakterize edilmis bakteriyel hemoglobindir. VHb
eksprese eden  hicrelerin daha yiksek hicre
yogunluguna ulastigi ve metabolit Uretiminde artisa
neden oldugu bildirilmistir [22, 23]. E. coli FBR5
susundan gelistirilen ve VHb ekpresyonu yapan suslarin
(TS3 ve TS4) [24] farkh ucuz karbon kaynaklarindan
biyoetanol tretimini arttirdigi gortlmustur [13, 25-30].

Yapilan bu c¢alismada, Vitreoscila Hemoglobini
eksprese eden E.coli TS3 ve TS4 suslari ile karbon
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kaynagdi olarak seker pancari melasindan biyoetanol
Uretiminde Olgek buyutmenin etkisi arastiriimistir.

MATERYAL ve METOT
Bakteri Suslari

Bu calismada kullanilan etanol Uretebilen ve Vitreoscilla
(bakteriyel) Hemoglobin geni (vgb) iceren E.coli TS3 ve
TS4 suslan Prof. Dr. Benjamin C. Stark (lllinois
Teknoloji Enstitlisti, Sikago, IL, ABD) tarafindan hediye
edilmistir [24].

Seker Pancari Melasi Hidrolizi

Calismada kullanilan seker pancari melasi Kocaeli
Pakmaya Fabrikasi’'ndan (Kocaeli, Turkiye) temin
edilmistir. Seker pancari melasi agirhginin bes kati
olacak sekilde distile su ile sulandirilarak pH degeri 3.0
olacak sekilde 2M H,SO, (%96 saflikta, Merck,
Darmstadt, Almanya) ile ayarlanmistir. Sulandirilan
melas bir gece oda sicakliginda inkiibe edilmis ve daha
sonra 121°C’de 20 dakika sire ile bir otoklavda
(Hirayama Hiclave™, HVE-50, Saitama, Japonya)
isitilarak hidroliz islemi gergeklestiriimistir. Elde edilen
hidrolizatin steril kosullar altinda pH degeri 7.0 olacak
sekilde 10N NaOH ile ayarlanmistir. Melas hidrolizati
+4°C sicaklikta 6000 g hizda 15 dakika sure ile santrifQj
edilerek safsizliklardan arindirilarak besiyeri bileseni
olarak kullaniimistir [13].

Besi Ortamlarinin Hazirlanmasi

Seker pancari melas hidrolizati farkh oranlarda steril
distile su ile sulandirilarak farkli seker yogunlugu
icerecek sekilde besi ortamlar hazirlanmigtir. Bu besi
ortamlarindan MB2 melas hidrolizatinin 2 kat
sulandiriimasi ile (%4.10 seker icerecek sekilde), MB3
melas hidrolizatinin 3 kat sulandiriimasi ile (%2.69 seker
icerecek sekilde), MB4 melas hidrolizatinin 4 kat
sulandiriimasi ile (%2.10 seker icerecek sekilde) ve
MB5 melas hidrolizatinin ise 5 kat sulandiriimasi ile
(%1.61 seker icerecek sekilde) hazirlanmistir. Her bir
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besi ortamina 5g/L olacak sekilde maya o6zutl ilave
edilmistir [28-31]. Farkli besi ortamlarinin seker igerikleri
Tablo 1’de gdsterilmistir.

Biyoetanol liretimi

On Kiltiirler icin, 5 mL farkli besi ortamlari iceren 50 mL
Erlenler icerisinde E.coli TS3 ve TS4 suslari ayri ayri
olacak sekilde inokile edilmis ve g¢alkalamal bir
inkubatérde (Edmund Buhler GmbH, TH15, Hechingen,
Almanya) bir gece boyunca (18 saat) 37°C sicaklikta ve
180 devir/dakika hizinda inklibasyon gergeklestirilmistir.

Fermentasyon denemelerinde biyoetanol uretimi icin 50
mL, 250 mL, 500 mL ve 1000 mL Erlenler kullanilarak
Erlen hacminin %80’i besiyeri icerecek sekilde (40-800
mL) farkli fermentasyon ortamlari hazirlanmistir.
Fermentasyon ortamlari baslangi¢c ODgoonm degeri 0.06
olacak sekilde, bir gecelik bakteri kiltlrleri ile ayr ayri
inokule edilmis [32] ve c¢alkalamali bir inkibatérde
(Edmund Bihler GmbH, TH15, Hechingen, Almanya) 48
saat sure ile 37°C sicaklikta ve 180 devir/dakika hizinda
inkUbe edilmistir.

Analiz Yontemleri

kiltGrlerin
0.6

Fermantasyon
OD600nm’deki

sonrasinda,
optik  yogunluklan

uremeleri,
degerini

Etanol Miktar: (% w/v) = Etanol miktart (% v/v) x 0.78924
Etanol Verimi = Uretilen etanol miktar: (% w/v) / Tiketilen seker miktart (% w/v)
Teorik Etanol Verimi (%) = (Etanol verimi / 0.512 ) x 100

istatistiksel Analizler

istatistiksel analizler, Microsoft Office, Excel 2007
programi ile yapilmistir. P degerleri, tek kuyruklu t-testi
ile VHb eksprese eden E. coli suglari ile melas
hidrolizatindan etanol Uretiminin Olgek buaylatme ile
arttirabilecedi  hipotezine dayanilarak belirlenmistir.
P<0.05 seviyesinde bulunan denemelerin sonuglar
istatistiksel agidan “6nemli” olarak degerlendirilmistir.

BULGULAR
Farkh  oranlarda sulandirlan melas hidrolizat
besiyerlerinin toplam seker igerikleri Tablo 1'de

gosterilmistir. En fazla seker icerigi melas hidrolizatinin
2 kat sulandiriimasi ile elde edilen MB2 besiyerinde
olmustur. Ayrica 50 mL’lik Erlenlerde, E. coli TS4 susu
ile gergceklesen 6n denemelerde, dort farkh besiyeri
icerisinde en fazla Uremenin MB2 besiyerinde oldugu

asmayacak sekilde steril 6zgin besi ortami ile
seyreltilerek bir spektrofotometre cihazi (Shimadzu, UV-
1800 UV-VIS, Kyoto, Japonya) kullanilarak
belirlenmigtir. Optik yogunlugun belirlemesinde kor
olarak kiltire 6zgun steril besi ortami kullaniimistir.

Melas hidrolizatlarinin fermantasyonlar éncesi var olan
ve sonrasi kalan seker miktarlari (% wi/v) ile Uretilen
biyoetanol miktarlari (% v/v) HPLC analiz cihazi
vasitasiyla belirlenmistir [28]. HPLC analizi igin, érnekler
+4°C’de 10000 rpm hizda ve 10 dakika slre ile santrifij
edilerek safsizliklardan arindinimistir. Elde edilen st
sivi, 0.22 um por ¢aph sellloz filtreden gegirilerek HPLC
viallerine aktariimistir. YUrGticlu faz olarak Asetoritril
(%60 v/v) sollisyonu kullaniimis ve akis hizi 1 mL/dakika
olacak sekilde ayarlanmistir. 20 pL 6rnek enjeksiyonu ile
toplamda 10 dakika slire boyunca, 25°C kolon
sicakliginda ve NH; kolonu (Interstil, 5 ym, 4.6 x 250
mm, GL Sciences Inc., Shinjuku, Tokyo, Japonya)
kullanilarak HPLC analizi gergeklestirilmistir.

Fermantasyon sonrasi seker tiketimi ve etanol Uretim
miktarlarina gore etanol verimi ve teorik etanol verimi
asagida belirtilen formdllere gére belirlenmistir [33].

1)
)
®)

belirlenmistir (p<0.05). Biyoetanol Uretiminin ise yine 4
farkh besiyeri icerisinden en fazla yine MB2 besiyerinde
%2.24 (viv) oldudu belirlenmistir (Tablo 1). Ayni
kosullarda, TS3 susu ile etanol uretiminin %2.13 (v/v)
oldugu belirlenmistir (Sekil 2). Diger besiyerlerinde
melas hidrolizatinin sulandirilma oranlari arttigindan
uremenin ve etanol Uretiminin azaldigi goéralmastar.

MB2 besi ortaminda, E. coli TS3 ve TS4 suslar ile dlgek
biyitme (40 mlL'den 800 mL'ye) ile biyoetanol
uretiminin kademeli olarak arttigi (%10-17 arasinda)
saptanmistir (Sekil 2). Biyoetanol dretim miktarlarinin
TS3 susu ile 400 mL besiyeri iceren 500 mL’lik
Erlenlerde %2.36 (v/v), 800 mL besiyeri iceren1000
mL’lik  Erlenlenlerde ise %2.49 (v/v) oldugu
belirlenmistir. TS4 susu ile ise etanol Uretiminin ise 500
ve 1000 mL’lik erlenlerde sirasiyla %2.45 ve %2.62 (v/v)
oldugu belirlenmistir (Sekil 2).

Tablo 1. 50 mL hacimli erlenlerde E.coli TS4 susunun farkh besi ortamlarinda (40 mL, MB2-MB5) Greme
(ODeoonm) Ve biyoetanol Uretim (EtOH) degerleri (% v/v) ile besiyerlerinin toplam seker igerikleri (Yow/v)*

Besiyeri Sus Toplam Seker (%w/v) ODséoonm EtOH (%v/v)
MB2 TS4 4.04+0.23 4.87+0.18 2.24+0.07
MB3 TS4 2.69+0.15 4.20+0.09 1.7840.06
MB4 TS4 2.02+0.13 3.50+0.17 1.3040.02
MB5 TS4 1.61+0.07 3.08+0.13 0.97+0.11

*Her deg@er en az iki tekrarin ortalamasidir. Standart sapmalar (+) simgesi ile gosterilmistir.
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Sekil 2. Farkh hacimlerdeki Erlenlerde (50-1000 mL) farkh miktarlarda
MB2 besi ortamlarinda (40-800.mL) E.coli TS3 ve TS4 suslarinin etanol
uretim degerleri (% v/v). Her deger en az iki tekrarin ortalamasidir. Hata
cubuklar standart sapmalari ifade etmektedir.

Olgek buyiitme ile (40 mL’'den 800 mL’ye), hem E. coli
TS3 susu ile hem de E. coli TS4 susu ile biyoetanol
dretiminin %17 oraninda arttigi tespit edilmistir (p<0.05).
Olgek biyitmenin etanol Gretimini olumlu yénde

etkilemesinin yani sira seker tiiketimini, etanol verimini
ve teorik etanol verimini de arttirdigi (p<0.05)
belirlenmigtir (Tablo 2).

Tablo 2. E. coli TS3 ve TS4 suslarinin farkli hacimlerdeki erlenlerde (50-1000 mL) farkh miktarlarda MB2
besi ortaminda (40-800 mL) kalan toplam seker (%w/v), Gireme (ODggonm), €tanol verimi (gewon/tiketilen seker) V€

teorik etanol verimi (%) degerleri*

Erlen Sus Kalan Toplam Seker oD Etanol Verimi Teorik Etanol
(mL) (Yow/v) 600nm (9o Gk seker.) Verimi (%)
50 TS3 0.4310.02 4.56+0.14 0.4710.02 91.8+0.52
TS4 0.3710.08 4.87+0.18 0.48+0.02 93.8+0.46
250 TS3 0.24+0.09 4.95+0.10 0.46+0.07 89.8+1.02
TS4 0.31£0.11 4.72+0.21 0.48+0.03 93.8+1.39
500 TS3 0.15£0.01 4.26+0.10 0.48+0.01 93.8+2.14
TS4 0.13£0.01 4.64+0.15 0.49+0.01 95.7+1.33
1000 TS3 0.1210.03 4.34+0.02 0.50+0.02 97.7+1.16
TS4 0.08+0.01 4.21+0.18 0.52+0.01 101.6+1.24

*Her deger en az iki tekrarin ortalamasidir. Standart sapmalar (x) simgesi ile gosterilmistir.

TARTISMA VE SONUC

Yapilan bu galismada biyoetanol Uretiminde karbon
kaynagi olarak seker pancari melas hidrolizati (glukoz
ve fruktoz) kullanilarak etanol dretiminin arttirimasinda
Vitreoscilla hemoglobini ekspresyonu ve hacim artiginin
etkisi  incelenmistir.  Bunun icin  farklh  seker
konsantrasyonlarinda (%1.61-4.04) ve farkli hacimlerde
uretim ortamlari (50-1000mL’lik Erlenlerde 40-800 mL
besiyerleri iceren) kullanilmig ve suslarin etanol
Uretimleri incelenmisgtir.

Bu calismada besiyeri maliyetinin azaltiimasi igin seker
pancari melasi ile hazirlanan fermantasyon ortamlarina
sadece maya Ozutu ilavesi yapiimistir [28-31]. Toplam
%2.4 (wlv) oraninda seker icerecek sekilde seker
pancari melas hidrolizati ve zengin besiyeri (pepton,
sodyum asetat, fosfat tamponu gibi) bilesenleri iceren
800 mL besi ortami igeren 1000 mL erlenler kullanilarak
etanol Uretiminin gergeklestirildigi bir calismada, E. coli
TS4 susu ile etanol Uretiminin %2.09 (v/v) oldugu
belirlenmistir [13]. Bu ¢alismada da, farkl olarak, zengin
besiyeri yerine seker pancari melas hidrolizati igeren
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ayni seker oranina sahip 800 mL minimal besiyerinde
TS4 susu ile 48 saat sonunda %2.62 oraninda etanol
uretilmesi besiyerinin maya ozatu harig
zenginlestiriimesine ihtiyag duyulmadan seker pancari
melasi ile minimal ortamda benzer oranda etanol
Uretiminin gerceklesebildigi gosterilmistir. Ayrica ayni
calismada VHb ekprese eden E. coli TS4 susunun, VHb
eksprese etmeyen FBRS susuna gore %118 daha fazla
etanol Urettigi belirlenerek VHb’nin etkinligi gosterilmistir.
Silva ve arkadaslarinin [34] yapmis olduklari bir diger
calismada ise, %4 sukroz (w/v) iceren 200 mL minimal
besiyerinde 96 saatlik inklibasyon sonunda E. coli KO11
ve Klebsiella oxytoca P2 suslarinin, etanol tretimlerinin
sirasiyla 15.8 g/L ve 11.3 g/L, %4 sukroz (w/v) ile
zenginlestirilmis 200 mL LB besiyerinde ise her iki susun
etanol Uretiminin 20.3 g/L oldugu bildiriimistir. Yapilan
bu calismada ise toplam yaklasik %4 (w/v) oraninda
seker icerecek sekilde melas hidrolizati ile hazirlanan
200 mL ve 800 mL minimal besi ortamlar ile etanol
Uretimlerinin sirasiyla %2.28 (v/v) (17.99 g/L) ve %2.62
(v/v) (20.67 g/L) oldugu belirlenmistir. Bu nedenle,
yapilan bu galisma ile kullanilan TS4 susu ile biyoetanol
Uretiminde duslik maliyetli olabilecek melas hidrolizatini



T. Sar, M. Yesilgimen Akbas Akademik Gida 18(3) (2020) 264-269

iceren MB2 besiyerinin etkin olarak kullanilabilecegi
gOrulmustdr.

Bu galismada, olgek bulyitme ile teorik etanol veriminin
%100 seviyesine ulastigi belirlenmistir. Melas hidrolizati
ile yapilan bu ¢calismada, biyoetanol Uretimi igin en etkin
seker miktarinin belirlenmesinin yani sira
fermentasyonda Olgek buiyiutmenin de dnemli bir faktor
olabilecegi  belirlenmistir.  Benzer gekilde VHb
ekspresyonu yapan rekombinant E. coli suslan ile
yapilan énceki ¢alismalarda da, dlgek blylUtmenin farkl
karbon kaynaklari ile de biyoetanol Uretimini arttirdigi
raporlanmistir [13, 25, 27]. Abanoz ve arkadaslarinin
[25] yapmis olduklari ¢calismada, patates isleme atiklari
kullanilarak E. coli TS4 susu ile etanol Uretiminde
fermentasyon besiyeri miktarinin 100 mL’den 800 mL'’ye
arttinlmasi ile etanol Uretiminin %43 oranda arttirdig
belirlenmigtir. Patates ile misir isleme atik sularn ve
peynir alti suyu kullanilarak yapilan diger etanol Uretim
calismalarinda da d6lgek buyitme ile (80 mL’den 800
mL’ye) etanol Uretiminin %100’Un Uzerinde arttigi
belirlenmigtir [13, 27]. Yapilan bu calismada seker
pancari melasi ile dlgek bluyutmenin VHb ekspresyonu
yapan bakterilerle etanol Uretimini %17 arttirdigi
belirlenmistir. Bunun nedeni Olgek blyumesine bagl
olarak meydana gelen oksijen transferi kisitlamalari, pH
degisimleri, oksijen oraninin azalmasi gibi faktorlerin
artmasina karsin VHb’nin hucre canhihgini
korumasindan ve etanol Uretimini arttirmasindandir
[35,36].

Elde edilen sonuglar, biyoetanol Uretiminde seker
pancari melasinin alternatif bir karbon kaynagi
olabilecegini gdstermektedir. Biyoetanol Uretiminde,
melas hidrolizati igerigindeki glukozun yani sira fruktoz
sekerinin de etkili olabilecegi dusltnulmektedir. Bundan
dolayl etanol (Uretimi ¢alismalarinda fruktoz iceren
meyve suyu isleme atiklari da degerlendirilebilir. VHb
ekpresyonu ile seker pancari melasi kullanilarak pH,
sicaklik, ¢ozinmis oksijen miktari gibi faktorlerin
kontrolli oldugu bir fermentdr ortaminda yapilacak
denemelerle daha yuksek etanol konsatrasyonlari elde
edilebilecektir. Ayrica elde edilen sonuglar ile, biyoetanol
uretiminde vgb/VHb sisteminin sanayide ¢ok daha
biyuk Olgekli fermentasyon uygulamalarinda potansiyel
olarak kullanilabilecegini ve avantajli olabilecegini
goOstermektedir.
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