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Oz: Bu calismada, seker pancari melasindan fermantasyonla biyoetanol iiretimi incelenmistir. Bu amagla, iki asamali deneysel
calisma gergeklestirilmistir: Melasin enzimatik hidrolizi ile basit sekerlerin iiretilmesi ve hidrolizattan E.coli KOI11 ile
biyoetanol iiretilmesi. Enzimatik hidroliz deney parametreleri (melas konsantrasyonu, enzim konsantrasyonu ve siire) cevap
yiizey metodu (RSM) ile optimize edilmistir. Cevap degiskeni olarak indirgen seker konsantrasyonu segilmistir. Fermantasyon
deneyleri aneorobik kesikli sistemde yiiriitiilmiistir. RSM-ANOVA testleri ile enzimatik hidroliz i¢in kuadratik modelin en
uygun model oldugu belirlenmistir. Incelenen tiim bagimsiz degiskenlerin model iizerinde etkili oldugu, ikili etkilesimlerden
sadece konsantrasyon-siire ikili etkilesiminin model iizerinde etkili olmadig1 ve siire kuadratik etkisinin 6nemli oldugu
sonuglarina ulagilmigtir. Enzimatik hidroliz i¢in optimum deneysel parametre degerleri 87,7 g/L melas konsantrasyonu, %0,45
(v/v) enzim konsantrasyonu ve 15,93 saat olarak belirlenmistir. Optimum sartlarda melastaki sakarozun yaklasik %96’s1
enzimatik hidrolizle basit sekerlere doniistiiriilmiistiir. Fermantasyon deneyleri sonucunda, 24. Saat sonunda maksimum
biyoetanoliin 0,489 g/g verimle iiretildigi belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Biyoetanol, seker pancar1 melasi, enzimatik hidroliz, optimizasyon, kesikli fermantasyon.

Bioethanol Production from Sugar Beet Molasses using E. coli KO11 Strain: Enzymatic
Hydrolysis and Batch Fermentation

Abstract: In this study, bioethanol production from sugar beet molasses was investigated. For this purpose, Experiments
consisting of two stages were carried out: Production of simple sugars by enzymatic hydrolysis of molasses and production of
bioethanol from the hydrolysate with E.coli KO11l. The enzymatic hydrolysis experimental parameters (molasses
concentration, enzyme concentration, and time) were optimized using response surface method (RSM). The response variable
was reducing sugar concentration. The fermentation experiments were conducted in anaerobic batch system. RSM-ANOVA
tests showed that the quadratic model is the best model. It was concluded that all the independent variables examined were
effective on the model, only the concentration-time binary interaction was not effective on the model, and the time quadratic
effect was important. Optimum experimental parameter values for enzymatic hydrolysis were determined as 87,7 g/L molasses
concentration, %0,45 (v/v) enzyme concentration, and 15,93 hours. At optimum conditions, sucrose in the molasses was
converted to simple sugars with yield as approximately 96%. As a result of the fermentation experiments, it was determined
that the maximum bioethanol was produced with a yield of 0.489 g/g at the end of the 24th hour.

Key words: Bioethanol, sugar beet molasses, enzymatic hydrolysis, optimization, batch fermentation.
1. Giris

Son yillarda kiiresel 1sinma ve iklim degisikligi diinyada yogun olarak tartisilmaktadir. Arag ve fabrikalardan
salinan gazlardan dolay: hava kirliligi bu tiir problemlere yol agan nedenlerdendir. Fosil yakit kullanarak c¢aligan
araclar ve sanayi faaliyetlerindeki artis hava kirliligine dogrudan katkida bulunmaktadir. Onemli oranda niifus
artisi ile birlikte kentsel hareketliligi artacagindan dolay1 ulagim araglarinin sayisinda bir azalig zor gozitkmektedir.
Fosil yakitlarin bu zararh etkilerinin yaninda, kullanim sonucu kaynak tiikenmesi ve fiyat dalgalanmalar1 da
karsilagilan 6nemli baska sorunlardir [1]. Gelismis ve gelismekte olan iilkelerde, kiiresel 1sinma ve iklim
degisikligi ile miicadelede ¢esitli protokollere katilma ve uygulama zorunluluklar: getirilmis ve getirilmeye devam
etmektedir. Bu tiir bir uygulamaya son zamanlarda verilebilecek bir 6rnegi, Avrupa Yesil Mutabakatina gére 2050
yilina kadar sera gazi saliniminin sifira indirgenmesidir [2]. Cevre agisindan fosil yakitlara alternatif yeni enerji
kaynagi gelistirme zorunlulugunun, farkindalik olusmasi seviyesinde oldugu diisiiniilmektedir. Yenilenebilir
olarak da adlandirilan bu tiir enerji tiirleri baslica biyokiitle, giines, riizgar, jeotermal ve hidroelektrik olmak {izere
smiflandirilabilir. Diinyada mevcut yenilenebilir enerji kaynaklarinin yaklasik %73’liik gibi biiylik bir kismini
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biyoyakitlar olusturmaktadir [3]. Iktisadi Isbirligi ve Gelisme Teskilati (OECD) raporuna gore, 2050’ye kadar,
kiiresel tasimacilikta biyoyakitlarin kullanim payinin %15-23 arasinda olacagi ongoriilmektedir [4]. Biyoyakitlar
son iirliniin 6zelligine gore kati, siv1 ve gaz halde bulunabilir.

Giintimiizde, petrol {iriinlerine alternatif olabilecek biyoyakitlar ¢ogunlukla biyoetanol, biyodizel ve
biyohidrojendir [4]. Biyoetanol basit seker ya da belirli yontemlerle basit seker elde edilebilecek hammaddeden
mikrobiyal fermantasyon ile iiretilen etil alkol olarak tanimlanabilir. Kimyasal yontemlerle elde edilen etil
alkolden farki olmayan biyoetanoliin kimyasal formiilii de aynmidir [5]. Benzinde sinirsiz ¢oziiniirliik, oksijenli
yakait, yiiksek oktan, diisiik setan sayilar1 ve elverisli otomatik ategleme sicakligi gibi bir¢ok avantajiyla biyoetanol,
benzinli ve dizel araglarda kullanilabilmektedir [1, 6]. Bu ozellikleri ile gelismis ve gelismekte olan iilkelerde,
yasal diizenlemelerle, biyoetanoliin petrol tiirevli yakitlara belirli oranlarda karistirilarak kullanilmasi giin gectikce
artmaktadir [7]. Elektrikli araglar da dahil yakit performanslarinin karsilastirildig: bir calismada en avantajli aracin
biyoetanol kullanilan arag¢ oldugu sonucuna ulagilmigtir [8]. Amerika Birlesik Devletleri (ABD), Brezilya, Cin ve
Avrupa Birligi (AB) gibi ana iiretici tilkeleri tarafindan kiiresel biyoetanol iiretiminin 2019 yilinda yaklagsik 30
milyar galona ulastig1 rapor edilmistir [9].

Ote taraftan, etil alkol saglik basta olmak iizere bir¢ok alanda dezenfektan olarak genis bir kullanim alanina
sahiptir [10]. Diinyada oldugu gibi iilkemizde de, 2019 yilindaki COVID-19 pandemik sartlarda sterilizasyon ve
dezenfeksiyonda kullanilan en 6nemli ajanlardan bir olan etil alkol tedarik zincirinde biiyiikk problemler ortaya
¢ikmistir. Bu kapsamda, Sanayi ve Teknoloji Bakanlig1 Enerji Piyasasi Diizenleme Kurumu (EPDK)’nin 13 Mart
2020’de alinan karar1 geregi benzine %3 oraninda Biyoetanol Harmanlanmasi Diizenlemesi 3 ayligina askiya
almmustir [11]. Goriildiigi tizere biyoetanol bir¢ok alanda kullanimi olan degerli bir maddedir.

Biyoetanol, hammadde kaynagina bagli olarak 4 kategoride iiretilmektedir: birinci nesil (seker kamisi, seker
pancari, mistr, piring, bugday gibi yenebilir materyaller), ikinci nesil (lignoseliilozik materyaller) ve ti¢iincii nesil
(algal biyokiitle) [12, 13]. Seker pancart melasi yaklasik olarak %50 oraninda sakaroz igerir ve ikinci ve {igiincii
nesil biyoetanol iiretim kaynaklarina gore on islem asamalarina gerek duyulmadan direkt olarak fermantasyonda
kullanilabilir. Fakat, sakarozu direkt olarak fermente edemeyen mikroorganizmalar i¢in sakarozu glikoz ve
friiktoza doniistiiren bir hidroliz islemine ihtiya¢ duyulabilir [14]. Hidroliz isleminde yaygin olan yontemler asidik
ve enzimatik hidrolizlerdir [1, 15].

Biyoetanol tretiminde hidroliz sonrasi gerceklestirilen fermantasyon asamasinda en ¢ok kullanilan
mikroorganizmalar Saccharomyces cerevisiae, Zymomonas mobilis, ve rekombinant Escherichia coli dir. Maya
sadece 6 karbonlu sekerleri fermente edebilir. Z. mobilis ise fermentasyon ortamlarinda ¢ok dayanikli bir
mikroorganizma degildir. Rekombinant E. coli KO11 hem ortam dayanikliligi hem de 5 ve 6 karbonlu sekerleri
ayni anda metabolize edebilme 6zellikleri ile biyoetanol iiretiminde tercih edilebilecek bir sustur [16, 17].

Bu calisma iki agamada gerceklestirilmistir. Birinci asamada, seker pancari melasiin enzimatik hidroliz
sartlar1 Cevap Yiizey Yontemi (RSM) ile optimize edilmistir. ikinci asamada optimum sartlardaki hidrolizatdan
rekombinant E. coli KO11 kullanarak kesikli sistemde biyoetanol iiretimi incelenmistir.

2. Materyal ve Metot
2.1. Materyal

Deneysel ¢alismalarda kullanilan E. coli KO11 susu Boliimiizde mevcut olup American Type Culture
Collection ATTC hiicre kiiltiir koleksiyonundan satin alinmistir. Fermantasyon ¢aligmalarinda kullanilan seker
pancar1 melas1 Elazig Seker fabrikasindan temin edilmistir. Optimizasyon calismalarinda 2000 U/g aktiviteye
sahip invertaz enzimi (Tito NT91) 20 kat seyreltilerek kullanilmigtir.

2.2. Mikroorganizma susunun canlandirilmasi ve saklanmasi

Deneysel ¢aligmalarda kullanilan susun canlandirilmasi ve muhafazasinda, satin alimin yapildigt ATTC
sirketinin web sayfasinda tavsiye edilen ortamlardan yararlanilmigtir [18]. Liyofilize haldeki sug aseptik kosullarda
9%0,9’Iuk NaCl ¢ozeltisi igerisine alinmigtir. Sus ortami 20 g/L glikoz, 5 g/L maya ekstrakti, 10 g/L pepton, 5 g/L
NaCl, 15 g/L agar ve 40 mg/L kloramfenikol igerigindeki modifiye kat1 Luria-Berttani (LB) bulunduran petri
kaplarma ekilmistir. Cogalan rekombinant bakteri, 250 ml’lik erlende 50 ml ¢alisma hacminde olan sivi LB
ortamina aktarilmistir. 37 °C’de 100 rpm ve 16 saat siireyle Inkiibasyon islemi sonrasinda cogalan
mikroorganizmalar %60’lik gliserol igeren mikrosantrifiij tiiplerine alinarak -80 °C’de stok olarak muhafaza
edilmistir.

16



Nur Kevser DOGAN, Mehmet KALENDER

2.3. Enzimatik hidroliz ve optimizasyon ¢alismalari

Enzimatik hidrolizle seker pancari melasindaki sakarozun glikoz ve friikktoza pargalanmasi deneysel sartlari
RSM ile merkezi kompozit dizayn (MKD) kullanilarak optimize edilmistir. Bu amagla, melas konsantrasyonu,
enzim konsantrasyonu ve hidroliz siiresi bagimsiz degiskenler; hidrolizattaki indirgen seker ve doniismeyen
sakaroz konsantrasyonlari ise cevap degiskeni olarak kullanilmigtir. RSM ile olusturulan kodlu degerler tablosu
Tablo 1’de, MKD ile tasarlanan deneysel parametreler ve deney sartlari ise Tablo 2°de verilmistir.

Tablo 1. Seker pancari melasinin enzimatik hidrolizi igin RSM ile olusturulan bagimsiz degiskenlere ait kodlu
degerler tablosu

Faktor ~ Degiskenler -0, -1 0 +1 +a
A Melas konsantrasyonu (g/L) 50 70,27 100 129,73 150
B Enzim konsantrasyonu (%, v/v) 01 0,282 0,55 0,817 1

c Siire (saat) 2 4,46 13 19,54 24

Tablo 2. MKD ile tasarlanan deney tablosu

Deney No A: Melas Konsantrasyonu  B: Enzim Konsantrasyonu  C: Siire (saat)
(g/L) (% viv)

1 70,27 0,28 6,46
2 129,73 0,28 6,46
3 70,27 0,82 6,46
4 129,73 0,82 6,46
5 70,27 0,28 19,54
6 129,73 0,28 19,54
7 70,27 0,82 19,54
8 129,73 0,82 19,54
9 50,00 0,55 13,00
10 150,00 0,55 13,00
11 100,00 0,10 13,00
12 100,00 1,00 13,00
13 100,00 0,55 2,00
14 100,00 0,55 24,00
15 100,00 0,55 13,00
16 100,00 0,55 13,00
17 100,00 0,55 13,00
18 100,00 0,55 13,00
19 100,00 0,55 13,00
20 100,00 0,55 13,00

2.4. Fermantasyon deneyleri

Enzimatik hidrolizle optimum sartlarda elde edilen hidrolizat 20,24 g/L indirgen seker icerecek sekilde
seyreltilmistir. Seyreltilen hidrolizat ortamu streril edilmek iizere 121 °C’de 15 dak. otoklavlanistir. Hidrolizatlarin
pH’1t 5 M NaOH c¢ozeltisi ile 6’ya ayarlanmistir. Rekombinant susun uygun sartlarinin saglanmasi igin
hidrolizatlara antibiyotik olarak kloramfenikol, 5 g/L. maya ekstrakti, 10 g/L pepton ve 5 g/L NaCl ilave edilmistir.
Fermantasyon caligmalarinda bakteri gelisim ortami i¢in de susun satin alindig: sirketin web sayfasinda tavsiye
edilen sartlardan yararlamlmstir [18]. Steril hidrolizat kullanarak rekombinant E. Coli KO11 ile fermantasyonla
biyoetanol iiretim ¢aligmalari kesikli sistemde anaerobik sartlarda yiirttiilmiistiir. Kesikli fermantasyon deneyleri
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temsili bir sekli Sekil 1’de gosterilen deney setinde, CO; c¢ikisina izin veren agzi kapali anaerobik sartlarin
saglandig1 250 ml’lik erlenlerde 50 ml’lik ¢alisma hacminde, 37°C’de ¢alkalamali inkiibatérde 100 rpm karistirma
hizinda gergeklestirilmistir. Fermantasyon deneylerinde, belirli siirelerde, steril sartlar saglanarak alinan
orneklerde GC ile alkol analizleri yapilmistir.

—
Gaz ¢ikist

uu haznesi

Silikon hortum
Hoffman klips

Ornek alma noktast

Sekil 1. Fermantasyon ¢aligmalarinin gerceklestirildigi temsili bir sekil.
2.5. Seker analizleri

Seker analizleri yliksek basinglt stvi kromotografisi (HPLC) teknigi ile gergeklestirilmistir. HPLC kolonu
ICE-COREGEL-87H3 (300 mm uzunluk, 7.8 mm ¢ap, 20.0 ul hacim) idi. Kolon sicakligi 45 °C olup, kolonda
tasiyict sivi olarak 0,6 mL/dak. akis hizindaki 5 mM’lik HoSO4 ¢ozeltisi kullanilmistir. Seker analizi yapilacak
olan hidrolizat ve fermantasyon ortamlari, analizlerden 6nce 0,45 um’lik filtrelerden gegirilmistir. Analizlerde
O6rnek hacmi 1 pL’dir.

2.6. Alkol analizleri

Alkol analizleri gaz kromotografisinde (GC) BP20 kolon ( 25 m uzunluk, 0,32 mm ¢ap, 0,25 pm film
kalinlig1) kullanilarak, kolon sicakligi 140 °C ‘de 6 mL/dak. tasiyic1 gaz (azot) akis hiziyla gergeklestirilmistir.
Enjeksiyon hacmi 1 pL’dir. Alkol analizi yapilacak 6rnekler de 0,45 pm’lilk filtrelerden gegirilmistir.

3. Bulgular ve Tartisma
3.1. Enzimatik hidroliz icin optimizasyon sonuclari

Design Expert ile lineer, iki faktoriyel etkilesim, kuadratik ve kiibik esitlikleri kullanilarak gergeklestirilen
analizler sonucu, program tarafindan cevap degiskenlerini incelenen bagimsiz degiskenlere baglayan bir model
esitligi Onerilmistir. En 6nemli modelin kuadratik etkilesim esitligi oldugu sonucuna ulasilmigtir. Kuadratik
etkilesim i¢in ANOVA test sonucu Tablo 3’te verilmistir. Tablo 3’ten goriildiigii gibi 6nerilen model i¢in p degeri
(<0,0001) 0,05’ten kiigiiktiir. Bu, program tarafindan onerilen modelin 6nemli oldugunun gostergesidir. RSM ile
giiriiltii nedeniyle 96,70 kadar biiyiik bir F degerinin ortaya ¢ikma olasiliginin yalnizca %0.01 oldugu sonucu da
elde edilmistir. Tablo 3’ten model iizerinde etkili olan parametre ve etkilesimlerin p-degeri 0,05’ten kiigiik olan
A, B, C, AB, AC ve C? oldugu anlasilmaktadir. Gériildiigii gibi incelenen tiim bagimsiz degiskenler model
iizerinde etkilidir. Tkili etkilesimlerden ise enzim konsantrasyonu-siire etkilesimi hari¢ diger ikili etkilesimin model
iizerinde etkili oldugu Tablo 3’ten agik¢a goriilmektedir. Ayrica, kuadratik etkinin model denkleminde dnemli
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oldugu tek parametre siiredir. Modelde 6nemi olmayan parametreler ¢ikarilarak yapilan RSM-MKD analizi
sonucu elde edilen model uyumluluguna ait istatistiksel parametreler Tablo 4’te verilmistir. Tablo 3.2’den
goriildiigii iizere R? degeri 0,9859 olup, bu model uyumlulugunun iyi oldugunu gésterir. Adj R? ve Pred R?
arasindaki fark (0,028) 0,2’den kiigiik oldugundan, bu iki parametre uyumludur. Kesinlik oran1 degeri sinyal-
guriiltii oranin1 6lger ve bu degerin 4'ten biiylik olmasi istenir. Tablo 4’ten goriildiigi izere bu oran 41,531 dir ve
4’ten biiyliktir. Bu ise, RSM ile 6nerilen modelin tasarim alaninda gezinmek i¢in kullanilabilir oldugunun
gostergesidir [19]. Tablo 4’te 4,42 olarak elde edilen CV% degeri %10°dan diisiik oldugundan, 6nerilen model
tekrarlanabilirliginin yiiksek oldugu soylenebilir [20].

Tablo 3. RSM ile elde edilen ANOVA test sonuglari

Kaynak ?g;;iru g?{;fr;%l F-degeri p-degeri

Model 3820,13 424,46 96,70 <0,0001 Onemli
A- Melas Kons. 2856,90 2856,90 650,86 <0,0001
B-Enzim Kons. 97,54 97,54 22,22 0,0008
C-Siire 347,28 347,28 79,12 <0,0001
AB 149,45 149,45 34,05 0,0002
AC 108,34 108,34 24,68 0,0006
BC 9,93 9,93 2,26 0,1635
A? 0,81 0,81 0,18 0,6769
B2 0,0045 0,0045 0,00102 0,9751
c? 247,74 247,74 96,70 <0,0001

Tablo 4. RSM ile uygunluk testine ait istatistiksel parametre degerleri

Standart Sapma 205 R? 0,9859
Ortalama 46,34 AdjR? 0,9793
Varyans Katsayisi (C.V) % 4,42 Pred R2 0,9512
PRESS 188,46 Kesinlik orant 41,531

RSM-MKD analizleri sonucunda cevap degiskeninin bagimsiz degiskenlerle degisimini gosteren esitlik gercek
degerler cinsinden asagida verilmistir:

ISK = 23,173 — 0,0583cy, — 44,344c; + 1,386 t + 0,543 ¢y ¢ + 0,019¢,,t — 0,096t2 1)

Burada, ISK indirgen seker konsantrasyonu (g/L), cm melas konsantrasyonu (g/L), ce enzim konsantrasyonu
(%,V/V) ve t siire (saat) dir.

Desing Expert programi ile bagimsiz degiskenlerin cevap degiskeni iizerindeki etkilerini gosteren 3D
grafikler de olusturulabilir. Bu sekilde model iizerinde dnemli olan parametreler i¢in olusturulan 3D grafikleri
Sekil 2°de gosterilmistir. Sekil 2a’da gosterilen enzim konsantrasyonu-melas konsantrasyonu ikili etkilesim
grafiginden goriildiigii gibi, indirgen seker konsantrasyonu melas konsantrasyonu arttik¢a belirgin bir sekilde
artmaktadir. Ayrica, diisik melas konsantrasyonu degerlerinde ortamda bulunan sakarozun indirgen sekerlere
doniistimii i¢i en disiik enzim konsantrasyonun dahi yeterli oldugu, buna karsilik yiliksek melas
konsantrasyonlarinda indirgen sekerlere doniisiimiin enzim konsantrasyonu artisiyla arttigi gozlenmistir. Tablo
3’te verildigi gibi, melas konsantrasyonu ve siire i¢in <0,0001 gibi diisiik p-degerleri elde edilirken, enzim
konsantrasyonu igin p-degerinin 0,0008 olmasi bu sonucu desteklemektedir. Siire-melas konsantrasyonu ikili
etkilesiminin indirgen seker iiretimi {izerine etkisinin gosterildigi Sekil 2b’de melas konsantrasyonu artiginin
indirgen seker verimini belirgin olarak arttirdigi burada da gozlenmektedir. Diisiik melas konsantrasyonu
degerlerinde, artan siire ile indirgen seker konsantrasyonunun yaklasik 18. saate kadar arttigi, bu siireden sonra
sabit kaldig1 Sekil 2b’den goézlenen bir diger sonugtur. Benzer bir degisimin, daha belirgin bir sekilde, yiiksek
melas konsantrasyonlari i¢in de elde edildigi sdylenebilir. RSM ile olusturulan pertiirbasyon grafigi ve cevap
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degiskeninin deneysel degerlerine karsilik model denklemiyle hesaplanmis deger degisimini gdsteren grafik Sekil
3’te gosterilmistir. Sekil 3a’da gosterilen pertiirbasyon grafiginden, melasin enzimatik hidrolizi ile elde edilen
indirgen seker konsantrasyonunun, bagimsiz degiskenlerin ¢alisilan araliklarinda, melas konsantrasyonu ile lineer
olarak arttig1 anlasilmaktadir. Benzer bir degisim enzim konsantrasyonu i¢in ¢ok daha diisiik bir artis orantyla
gerceklesmektedir. Siirenin indirgen seker iiretimi {izerindeki etkisini gosteren pertiirbasyon egrisinden yiiksek
enzimatik muamele siirelerinde indirgen seker konsantrasyonunun sabit deger aldigi goriilmektedir. Kuadratik
etkinin sadece siire (C) parametresinde énemli oldugu belirlenen ANOVA tablosu (bknz.Tablo 3 p degerleri) bu
sonucu desteklemektedir. Deneysel indirgen seker konsantrasyonu ile model kullanilarak hesaplanan indirgen
seker konsantrasyonu degisimi, Sekil 3b’de gosterildigi gibi, diagonal iizerindedir. Bu durum, deneysel ve
hesaplanmig cevap degiskeni degerlerinin uyumlu oldugu anlamina gelmektedir.

=2 2

3 & 60

v N 0

5 5

5 g

o0

140
C: Siire (saat) A: Melas Kons. (g/'L)
5
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Sekil 2. Seker pancari melasinin enzimatik hidrolizi i¢in RSM ile olusturulan 3D grafikleri: (a) enzim
konsantrasyonu-melas konsntrasyonu, (b) siire-melas konsantrasyonu etkilesimleri
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Sekil 3. Seker pancart melasinin enzimatik hidrolizi i¢in RSM ile olusturulan pertiirbasyon (a) ve deneysel-
hesaplanan indirgen seker konsantrasyonu (b) grafikleri

20



Nur Kevser DOGAN, Mehmet KALENDER

RSM analizleri sonucu program tarafindan Onerilen deneysel calisma sartlar1 87,7 g/ melas konsantrasyonu,
%0,45 (v/v) enzim konsantrasyonu ve 15,93 saattir. Bu sartlarda elde edilen indirgen seker konsantrasyonu 43,936
g/L ve sakaroz konsantrasyonu 1,879 g/L’dir. Onerilen sartlarda gerceklestirilen dogrulama deneyi ile elde edilen
sonuglar ise 41,88 g/L indirgen seker ve yaklasik 2 g/L. sakarozdur. Goriildiigii gibi dogrulama deneyi ile model
sonucu olduk¢a uyumludur. Enzimatik hidroliz ile melas igerigindeki sakarozu enzimatik hidrolizle basit sekerlere
doniistiiriilmesine yonelik yapilan bir galismada elde edilen sonuglarla, bu ¢aligmadaki sonuglar uyum igerisindedir
[21].

3.2. Biyoetanol iiretim sonuclari

Seker pancari melasinin enzimatik hidrolizi sonrasi, aneorobik ortamda rekombinant E. Coli KO11 ile
yiriitillen fermantasyon deneyleri ile biyoetanol tretilmistir. Zamanla iiretilen alkol konsantrasyonu oOl¢iim
deneylerinden maksimum biyoetanol konsantrasyonuna (9,9 g/L) 24. Saatte ulasilmistir. Bu siireden sonra
biyoetanol iiretiminde az da olsa bir diisiis meydana gelmistir. Bu diisiisiin sebebinin, fermantasyon sonucunda
sekerin glukonik asit gibi asit yan iiriinlere doniismesi oldugu diisiinilmektedir [22]. Biyoetanol iiretim verimi g/g
olarak agagidaki formiille hesaplanabilir [23, 24]:

Maksimum lretilen biyoetanol konsantrasyonu (%)

Tiiketilen seker konsantrasyonu (%)

Biyoetanol iretim verimi =

(2)

Denklem (2) kullanilarak hesaplanan biyoetanol iiretim verimi 0,489 (g/g) olarak hesaplanmstir. Tablo 5°te E.coli
KOL11 ile daha once yapilan bazi ¢aligmalarda farkli karbon kaynaklarindan iiretilen ve bu calismada iiretilen
biyoetanol verim degerleri verilmistir. Tablo 5 incelendiginde, E. coli KO11 kullamlarak farkli karbon
kaynaklarindan iiretilen biyoetanol verimleri igerisinde bu c¢aligmadaki degerin en yiiksek oldugu acikca
goriilmektedir.

Tablo 5. Daha o6nce yapilmis bazi ¢alismalarda ve bu ¢alismada E. coli KO11 kullamlarak farkli karbon
kaynaklarindan elde edilen biyoetanol verim degerleri

Karbon kaynag1 Hidroliz tiirti Optimum Verim (g EtOH/g Referans
fermantasyon indirgen seker)
stiresi (saat)

Piring kabugu ve pamuk Asidik 72 0,413-0,440 [23]

LB besi yeri (glikoz ve ksiloz) - Glikoz igin 48 0,372-0,425 [25]
Ksiloz igin 72

Atik evsel ahsap Buhar patlatmave 40 0,420 [26]

asidik

Arabinoz, glikoz ve ksiloz - 57 0,46-0,47 [27]

Seker pancari kiispesi Asidik+Enzimatik 48 0,4 [28]

Siikroz ilave edilen seker - 96 Cok diistiik™* [29]

kamig1 melasi

Seker pancart melast Enzimatik 24 0,489 Bu ¢alisma

* Bu ¢aligmada elde edilen sonug alkol konsantrasyonu olarak verilmistir. Tiiketilen seker konsantrasyonu bilinmediginden g/g olarak verim
hesaplanamamustir. Fakat, etanol tiretiminin ¢ok diisiik oldugu ve daha ¢ok laktik asit tiretildigi bildirilmistir.

4. Genel Sonuclar ve Oneriler

Seker pancari melasindin enzimatik hidrolizi ile elde edilen hidrolizattan rekombinant E. coli KO11
kullanilarak biyoetanol iiretiminin incelendigi bu ¢alismada, enzimatik hidroliz i¢in optimum deneysel ¢aligma
sartlart 87,7 g/L melas konsantrasyonu, %0,45 (v/v) enzim konsantrasyonu ve 15,93 saat olarak belirlenmistir. Bu
sartlarda, melastaki sakaroz agirlikga yaklagik %96’lik bir verim degeri ile fermente edilebilir sekerlere
dontstiiriilmistiir. Hidrolizattan ¢alisilan sus ile 0,489 g/g verim degeri ile maksimum biyoetanol iiretilmistir. Bu
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konuda calisan arastirmacilara bundan sonraki siireglerde, biyoetanol {iretim deneyleri i¢in seker konsantrasyonu,
fermantasyon siiresi, pH, sicaklik vb. parametrelerin optimizasyonunu incelemeleri 6nerilmektedir.

Tesekkiir

Yazaralar bu ¢aligmaya MF.17.13 proje numarasi ile maddi desteginden dolay: Firat Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri (FUBAP) birimine tesekkiir eder.

Kaynaklar

[1] Balat M, Balat H, Oz C. Progress in bioethanol processing. Progress in energy and combustion science
2008; 34(5): 551-573.

[2] Anonim-1,A European Green Deal. 2019-2024; https://ec.europa.eu/info/strategy/priorities-2019-
2024/european-green-deal _en: Erisim Tarihi: 10.10.2021.

[3] Celebi A, Alparslan U. Biyoyakitlara Yonelik Mali Tesvikler: Tiirkiye Acisindan Bir degerlendirme.
Hacettepe Universitesi Iktisadi ve Idari Bilimler Fakiiltesi Dergisi 2015; 33(2): 24-45.

[4] Piwowar A, Dziku¢ M. Bioethanol Production in Poland in the Context of Sustainable Development-
Current Status and Future Prospects. Energies 2022; 15(7): 2582.

[5] Walker G M, Bioethanol: Science and technology of fuel alcohol, Bookboon, 2010.

[6] Slathia P S, Raina N, Kiran A, Kour R, Bhagat D, Sharma P. Dilute acid pretreatment of pine needles of
Pinus roxburghii by response surface methodology for bioethanol production by separate hydrolysis and
fermentation. Biomass Conversion and Biorefinery 2020; 10(1): 95-106.

[7] Rodriguez-Antéon L M, Legrand M, Gutiérrez-Martin F, Serrano-Corroto A. Theoretical determination of
distillation curves of gasoline, ethanol and ethyl tert-butyl ether ternary blends from the experimental
distillation curve of gasoline. Fuel 2022; 308(122030.

[8] Verger T, Azimov U, Adeniyi O. Biomass-based fuel blends as an alternative for the future heavy-duty
transport: A review. Renewable and Sustainable Energy Reviews 2022; 161(112391.

[9] Letti L A J, Sydney E B, de Carvalho J C, de Souza Vandenberghe L P, Karp S G, Woiciechowski A L,
ve digerleri Burgos W J M, Roles and impacts of bioethanol and biodiesel on climate change mitigation,
in: Biomass, Biofuels, Biochemicals, Elsevier, 2022, pp. 373-400.

[10] Reynolds K A, Sexton J D, Pivo T, Humphrey K, Leslie R A, Gerba C P. Microbial transmission in an
outpatient clinic and impact of an intervention with an ethanol-based disinfectant. American journal of
infection control 2019; 47(2): 128-132.

[11] Anonim-2,COVID-19 ile Miicadele Kapsaminda Atilan Adimlar. 2022; https://sanayi.gov.tr/covid-
19/etil-alkol-maske-kolonyattetil-alkol-kullanimi: Erigim tarihi: 27.06.2022

[12] Tavva S M D, Deshpande A, Durbha S R, Palakollu V A R, Goparaju A U, Yechuri V R, ve digerleri
Muktinutalapati V S R. Bioethanol production through separate hydrolysis and fermentation of
Parthenium hysterophorus biomass. Renewable Energy 2016; 86(1317-1323.

[13] Zhu Z S, Zhu M J, Xu W X, Liang L. Production of bioethanol from sugarcane bagasse using NH4OH-
H.O; pretreatment and simultaneous saccharification and co-fermentation. Biotechnology and bioprocess
engineering 2012; 17(2): 316-325.

[14] Ghorbani F, Younesi H, Sari A E, Najafpour G. Cane molasses fermentation for continuous ethanol
production in an immobilized cells reactor by Saccharomyces cerevisiae. Renewable Energy 2011; 36(2):
503-509.

[15] Sindhu R, Binod P, Gnansounou E, Prabisha T P, Thomas L, Mathew A K, ve digerleri Faraco V.
Enzymatic hydrolysis of microwave assisted acid pretreated chili postharvest residue for production of
value added products. 2018; 56(479-483.

[16] Nigam J. Ethanol production from wheat straw hemicellulose hydrolysate by Pichia stipitis. Journal of
biotechnology 2001; 87(1): 17-27.

[17] Jarboe L, Grabar T, Yomano L, Shanmugan K, Ingram L, Development of ethanologenic bacteria, in: In:
Biofuels, Olsson, L. (Series Editor), Scheper, T. (Volume Editor), Springer, New York, 2007, pp. 237-
261.

[18] Anonim-3,ATTC: Escherichia coli (Migula) Castellani and Chalmers (Escherichia coli strain K011).
2022; https://www.atcc.org/products/55124: Erigim tarihi: 11.10.2022

[19] Erkan Tiirkmen K. Bakteriyorodopsin Uretimi, Saflastirilmasi ve Biyo optoelektronik Cihazlarda
Kullanim Potansiyelinin Arastirilmasi. 2020.

22


https://ec.europa.eu/info/strategy/priorities-2019-2024/european-green-deal_en:
https://ec.europa.eu/info/strategy/priorities-2019-2024/european-green-deal_en:
https://sanayi.gov.tr/covid-19/etil-alkol-maske-kolonya#etil-alkol-kullanimi:
https://sanayi.gov.tr/covid-19/etil-alkol-maske-kolonya#etil-alkol-kullanimi:
https://www.atcc.org/products/55124:

[20]

[21]
[22]
[23]

[24]

[25]

[26]

[27]
(28]

[29]

Nur Kevser DOGAN, Mehmet KALENDER

Alslaibi T M, Abustan I, Ahmad M A, Foul A A. Cadmium removal from aqueous solution using
microwaved olive stone activated carbon. Journal of Environmental Chemical Engineering 2013; 1(3):
589-599.

Najafpour G D, Shan C P. Enzymatic hydrolysis of molasses. Bioresource Technology 2003; 86(1): 91-
94.

Obeta J C, Ossai E C, Njoku O U. Optimization and characterization of bioethanol production from Abrus
seed flour. International Journal of Energy Research 2021; 45(3883-3898.

Imamoglu E, Sukan F V. The effects of single and combined cellulosic agrowaste substrates on bioethanol
production. Fuel 2014; 134(477-484.

Li X, Kim T H, Nghiem N P. Bioethanol production from corn stover using aqueous ammonia
pretreatment and two-phase simultaneous saccharification and fermentation (TPSSF). Bioresource
technology 2010; 101(15): 5910-5916.

Yomano L, York S, Ingram L. Isolation and characterization of ethanol-tolerant mutants of Escherichia
coli KO11 for fuel ethanol production. Journal of Industrial Microbiology and Biotechnology 1998;
20(2): 132-138.

Okuda N, Ninomiya K, Takao M, Katakura Y, Shioya S. Microaeration enhances productivity of
bioethanol from hydrolysate of waste house wood using ethanologenic Escherichia coli KO11. Journal
of bioscience and bioengineering 2007; 103(4): 350-357.

Dien B S, Hespell R B, Wyckoff H A, Bothast R J. Fermentation of hexose and pentose sugars using a
novel ethanologenic Escherichia coli strain. Enzyme and microbial technology 1998; 23(6): 366-371.
Zheng Y, Lee C, Yu C, Cheng Y-S, Zhang R, Jenkins B M, VanderGheynst J S. Dilute acid pretreatment
and fermentation of sugar beet pulp to ethanol. Applied Energy 2013; 105(1-7.

Silva G P d, Aratjo E F d, Silva D O, Guimardes W V. Ethanolic fermentation of sucrose, sugarcane juice
and molasses by Escherichia coli strain KO11 and Klebsiella oxytoca strain P2. Brazilian Journal of
Microbiology 2005; 36(395-404.

23



