GIDA (1988) 13 (3) 167-173

immobilize Hiicrelerle Stirekli Etanol Fermentasyonu
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1. G'ris

Fermentasyon vyoluyla etanol .dretiminde,
klasik kesikli dretim yoOntemlerinin yeterince
ekonomik olmamasi nedeniyle, sfirekli lretim
yontemleri gelistirmek {izere yofiun ¢alisma-
lar yapilmaktadir. Bu galismalar kapsaminda
son 15 yi! igerisinde immobhilize hiicre tekno-
lojisivle gergeklestirilen siirekli gtanol fermen-
tasyonu, klasik etanol fermentasyonuna gore
cesitli dstinlikler gbstermektedir. '

1

immobilize hiicrelerle yapilan siirekli iire-
timlerde hiicreler fiziksel olarak reaktor igeri-
sindé alikonulduklan igin, reaktdrii substratla
beslemse hizi mik'no‘organizmamn dzgil gelisme
vizimin ¢ok Uzerinde olabilmektedir. Bdylece
stbstratin etanole dénlisiim hizi yiksek ola-
cagindan, belli siirede reaktdrin brim hacmin-
den daha fazla irin alinabilmekte, baska bir
deyisle reaktbr verimliligj yikselmektedir.

Siirekli etano! liretiminde immabilize hiic-

re kullantminin, kiasik yéntemlere gére cesitli

tstiinlikleri sdyle dzetlenebilir.

— Reaktordeki hiicre konsantrasyonunun
artisina bag!i olarak, reaktor verimlili-
ai artar,

- Siirekli iiretimde immobilize hiicre tek-

niklerinin kullanitmasiyla, hiicreler re-
aktdr disina  siipiritimeksizin, yiiksek
substrat akis oranlarinin uygulanmasi
olasidir. |

— Yiiksek immobilize hilcre konsantrasyo.

nu, reakitrde kontaminasyon riskini
azaltmaktadir.
— immobilize hiicre sistemleri, substrat

besleme ve difer opserasyon kosullarin.
da meydana gelebilecek istenmeyen de.
gisikliklere karsi daha dayaniklidirlar.
Ciinkil, biyokitle sistem iginde .alikonul-
makta ve bu yiizden fermentasyon ak-
tivitesi sorun (;szﬂl'ene kadar koruna-
bilmektedir. '

— lslemin strekliligi ve

konirolu -
kolaydir. ‘

daha

-

yatirtm ve lretim masraflarinin

— [Ledgisik ’kosullardak[ bir dizi- reaktoriin
birbirine baglanmasiyia,. ardigik reakst-
yonlartn tamamlanabilmesi clasidir.

— Hiicreler sistem igerisinde alikonuldik-
" larindan, biyokitlenin olgun mayseden
ayriimast igin uygulanacak isferilere ge_
rek kalmayacaktir.

— immobilize hiicre sistemleiinde’ gerek
duyulan reaktor hacini,. klasik kesikli
yvontemlerdekine oranta dalha.'ki.'lgﬁ-k ola-
cafjl igin, sabit yatirim masraflan aza-
lacaktir.

Diinya enerji krizinin yeni ve yenilenebilir
enerji kaynaklarina olan ilgiyi artirmasi nede-
niyle 'son yillarda ferrmentasyon yoluyla etanol
tretimi Ozel bir 6nem kazanmigtir. Bu konu
Uzerinde oldukca fazla sayida yayin gbr iilmek-
te ve immobilize hicrelerin kullamldig cesitli
siirekli etanol Oretim yobntemileri tanitilmakta-
dir.

Sunulan bu yayiin amaci, immobitize hiic-
relerle gerceklestirilen siirekli etano} fermen-
tesyonuna iliskin calismalarin belirgin 6zellik-
leri ve baz1 operasyon karakteristiklerini tanit-
maktir. '

Etanol Gretiminde, yiiksek etanel verimli-
ligine ulasmak kadar yiiksek etanol konsantras.
yonu ve yliksek substrat doniigim oramni el-
de etmek de amaglamr. Endistriyel (retimde
hammadde girdisi tiim {retim masraflarinin
% 70 ine kadar cikabilmektedir. Ayrica etanol
konsantrasyonu disik mayseden etanoliin ay-
riltmasinda damitma masrafi da dodal . olarak
yuksek alacaktir (15). Ancak immobilize hiic-
relerte yapilan galismalarda yliksek etano! ve-
rimiiligi, diisiik etanol kmsantrasyonu ve/veya
ditsiik substrat dénisim oranlarinda elde edil-
mistir, Bir drnek vermek gerekirse. toplam ge-
ker kuilanim oran % €4 iken 105.7 g.I-t.h-! eta-

-ncl verimliligine sahip olan.bir reakidr, % 97.8

seker kullaniminda 6.3 g.-1h-' verimlilik gbs-

‘termistir (2). Yiksek etano! verimliligine ula-

bolimundeki
" azaltitmasi,
“fivatlarindaki wve diger masraflar-

sarak isletmenin fermentasyon

hammadde
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daki (sterilizasyon, damitma, depolama v.b.
proses masraflar) artig1 dengeleyememektedir.
Bu nedenle substratin etanole dbniisiim ora-
mim azaltmak ve olgun maysedeki etanol kon-
santrasyonunu diglirmek pahasina, yﬁksek eta_
nol verimliligi elde étmeye caligrlmamalidir.

Etanol Uretimine dedisik reaktorlere ilis-
kin verimlilik degerleri kiyaslanirken farkli he-
saplama yontemlerinin kullanilabilecedi ve so-
nuglarin segilen ydnteme bagh olarak degise-
bilecegi dikkate alinmalidir. Ornegin, verimli-
lik sivi -faz hacrir;‘. kati yatak hacmi veya top-
lam reaktir hacmi esas alinarak hesaplanabil-
mektedir. Bazen, paket vyatakh reaktbrierde
(packed bed} oldudu gibi, reaktérierin kullamii-
mayan hacr toplam reaictér hacminin % 80
ine kadar grkabilmektedir. Ancak, s hacmi
toplam reaktdr hacmimin genel oiarak % 40
indan daha azdir.

Sonug olarak, sivi haomi esas alinarak he-
saplanan verimliltk dederleri, toplam reaktor
"hacmi' esas almarak'hesaplanan verimlilik de-
gerlerinden 2-3 kez daha yiiksek olmaktadir.
Bazi yaymtlarda verimlilik - dederlerinin hangi
esasa gbre ehesapiandtgl belirtiimemistir.

immobilize hiicre reakidrlerinin verimliligi-
ni klasik fermentasyon sistemlerininkilerle ki-

yaslayabilmek icin, kesikl; fermentdrde ‘etanol -

verimliliginin 1.8-2.5 g.I-Lh-! ve siirekli ka-
rigtrmall tank tipi reakidrler (SKTR) igin bu
degerin 6-8 g.-Uh-! arasinda oldugu burada
belirtitmelidir (7, 15).

Fermentdriin sire¢ verimliligini etkiteyen
diger bir faktor kullanilan miikr\oorganizmah-m
performansidir. Etano! liretiminde genel olarak
mayalar kullanilir ve bunlarin ‘etanol dretim
kapasiteleri iyi bilinir. Buna karsm, son za-
manlarda artan bir ilgiyle {izerinde galisilan

Zymomonas mobilis bakterisinin verimi, farkl)

metabolizma yolu izlemeleri nedeniyle, daha
yitksektir. Ayrica Zymomonas'lar godalmalan
igin havalandirmaya gerek duymazlar ve etanol
toleranslart da mayalardan daha yitksektir,
Bynlara karstn *ku[lan‘a’bildig“;i substrat ¢esidi az

- olup, mayalara gére daha yiiksek pH derece-

lerine (pH 5) gereksinim géstermeleri nede-
niyle dretimde bakteriyel kontaminasyon riski
daha yitksektir. Bununla birlikte Z. mobilis bak-
terilerinin kullmldi§i immobilize sistemlerde
etanol verimliligi  mayalarinkinden wgenel]ikle
cok yiiksektir,

2, Immobilize Hiicrelerle Siirekli Etanol
Fermantasyonu Uygulamalar.

Siirekli etanol iretiminde kullanilan immo.
bilizasyon teknikleri; hiicreler; hir tasiyiciya
baglama, capraz baglama, polimer bir matriks
iginde tutuklama ve bir membran arkasinda
altkoyma seklinde gergeklestirilmektedir.

immobilize hiicrelerle etanol dretiminde

ik uygulanan ydntem tasiyiciya nbgglama yon-

“temi olup, sonralart yakalama yéntemleri daha

yaygin olarak kullaniimaya baslanmstir.

2.1. Tasiyicrya Baglayarak immobilize Edil-
mis Hiicrelerle Siireldi Etanol Fermen.
tasyonu '

Hiicrelerin bir tasiyiciya baglanmasi, ad-
sorbsiyon veva kovalent baglama' yoluyla ol-
makta ve adsorbsiyon dsha yaygin olarak kul-
tanifmaktadir. Bu sekilde immobilize edilmis
hitcrelerle, pahali olmayan destek maddeleri
kullanarak, uzun siireli yiksek verimlilik elde

edilebilmigtir. Bu ybntemle immobilize ‘edilmig

hiicrelerle gergeklestirilen etanol dretimine
iligkin baz1 drnekler gizelge 1'de dzetlenmistir
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Gizelge 1. Tasiyiciya baglayarak immobilize edilmis hiicrelerle siirekli etanol fermentasyonu

Seker

Tasiyict Mikroor- Substrat Etanol Etanol .
tipi ganizma konsantr. ‘kullannnn konsantr.  verimiiligi  Kaynak
g.t-! Y% g1 gl-th-t
Vermiculite Z. mobilis Glikoz 64 29 105 (V,) 2
" (patent) ATCC 10988 105 '

Odun 8. cerevisiae Glikoz 98 78 21.2 5
yongasi 164

_Tas-[ylcl A S. cere\;’isiae Melas 74 71 249 (V) 6
(patent) 197 (18.)

Iyon degisti- " Z. mobilis Glikoz 97.4 408 89.9 (V) 11
rici regine ATCC 29191 100 :

Plastik Z. mobilis Glikoz 97.9 45.2 65.1 (V) 23
bulagik - teli . ZMS 100 _

Plastik Z. mobilis Glikoz 978 448 64.2 (V) 23
bulagik - teli VIT-E-78082 100

Vv, — Etanol ﬁerimliliéi reaktsrdeki swi hacmi esas almarak hesaplanmgtir.

1.8. — Indivgen geker-

Tastyiciya haglama sistemlerinin Gstiinliitk-
leri; immobilizasyonun yumusak kosullarda ger_
ceklesmesi, tagiyicinin yeniden kul:aniimasi ve
kitle transferinin kolay olmasidir. Bunlara kar-
sin, hiicreleri tasiyiciya baglayan giic yeterin-
ce kuvvetli olmadigindan hilcreler tasiyrcidan
kolayca ayrilabilmektedirler.

2.2, Gapraz Bagjlayarak immobilize Edilmis
Hiicrelerle Siirekli Etanol Fermentas-

yonu

Cok yeni bir yontem olup, hiicrelerin im-
miobilizasyenu igin glutaraldehit veya 15ikta gap-
raz baglanabilen regineler kullaniimaktadir. Bu
uygulamaya iligkin drnekler gizelge 2.'de gbriil.

mektedir.
Cizelge 2. Cepraz baglama metoduyla immobilize edilmis hiicrelerle siirekli atanol fermentas-
. yonu :
Tasiyici Mikrcon. Substrat Seker Etanol Etanol
tipi ganizma konsantr. kullamma  komsantr. verimlilii  Kaynak
8 glt % gl gl-th-!
Jelatin K. fragilis Laktoz 99 . 475 506 (V) 3
ve glutar- NRRL 2415 109
aldehitle
kaplanmis
seramik
Isikta ¢ap- Saccharom- — 95 85 11 (Vg 22
raz baglana- yces sp.
bilen regine

V; — Etanol verimlilifi toplam reakttr hacmi esas alinanak hesaplanmigtir.
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2.3. Polimer Matriksler -iginde 'Tutuklannilg :

Hiicrelerle Siirekli Etancl Fermentas-
yonu ‘ ‘

Hiicrelerin gﬁz-ehe-k]i bir -mairiks igerisinde
tutukianmas! esasina dayanan imincbilizasyon
yontemleri, siirekli etanol fermentasyonunda
en ¢ok uygulanan yontemlerden hirisidir, Bu
amacla yapay polimerlerin kullaniimasi duru-
munda, gereksinim duyulan polimerizasyon ko-
sullart hiicreye 6nemli dlglide zarar verebilmek.
tedir. Fakat, Ca - alginat ve K - karragenan gibi
dodal polimerler immobilizasyon kosullarinin
basit ve yumusak olmas! nedeniyle en gok kul-
lanilan polimerlerdendirler, Bu ydntemin basli-
ca sorunlar; Ca -alginat'in fosfatlaro karsr sta.
bil olmayisi ve fermentasyon sirasinda agiga
¢rkan CO, nedeniyle polimer jel'in pargalanma.

sidir. Birinci sorun, fermentasyon ortamindaki
fosfat konsantrasyonunu en aza indirmek veya
alginat taneciklerinj poliamin, polietilen veya
glutaraldehit'le kaplayarak dis stabilizasyon
yoluyla; ikinei sorun ise kiciik ve gok godze-
nekli pargaciklar kullanmakla ¢dziimienebilmek.
tedir, Bu ydntemin etanol fermentasyonundaki
hazi uygulamalarmin sonuglan cizelge 3'de ve-
rilmistir. _

Bu ‘gahismalarda en gok paket yataklt dii-
gey reaktdrler kullamilmaktadir. Basit yapida
olmalarina karsin kullaniimayan ‘hacimlarinda
hilcre ve CO, toplanmasi 6nemli olumsuzluk-
lardir. Bu durum reaktdr etkinliginin azalma-
sina, jel yataginin tikanmasina ve jel'de kanal-
lai olusmasina neden olmakiadir. Bu sorunlar
Akiskan Yatakh Reaktdrler ve QGapraz Akish

‘Reaktorler kullanilarak giderilmektedir,

Cizelge 3. Polimerik matriksler i¢inde tutukianmis hiicrelerle siirekli etanol itretimi.

CMI - 120

Tasiyici Mikroor- Substrat Seker ' Etanol . Etanol
tipi oznizma kensantr. kuilammu  konsantr. - verimliligi  Kaynak
g.l-t T % gl-! gl-lht
Ca - alginat K. marxianus Yer elmasi 0 . 485 92 . (V,) 1
UCD 55 - 82 100 (i.8.)
Karragenan Z. mobilis "Glikoz 86 73.8 16.5 (V) - 8
i o ZM 4 150 .
Karragenan Z. mohilis -Fritktoz 96 - 46.0 14 (V) 9
ZM 4 100 ‘ :
Ca - alginat Z. mobilis  Glikoz 03 74.0 98.5 (V.)© 10
. =-i . DSM 424. . 150 . : : _ o
Ca - alginat S. cerevisiae Melas 78 70.0 17.5 (V;) 14
_ 175 {i.8.) _ _
Karragenan ‘Z.mobilis  Glikoz 90 - 920 22 (V) 15
. ATCC 10988 200
Jelatin S, uvarum Dar 100" 55 86 (V) 18
' ATCC 26602 11.5 (1.8.) X _
Ca - alginat S. cerevisiae Melas 98 © 700 20 (Vp) 19
: 150 (1.5.) . ‘
. Pektin S.cerevisiae  Melas 90 70.0 40 (V) 20
160 (1.5.)

V. — Btanol verimlilifi reaktordeki sivi hacmi esas alinarak hes'a,planmlgtxr.‘
V. — Etanol verimlilifi toplam reaktdr hacmi ggaq alinarak hesaplanmstir,

1.8 — Indirgen seker.
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-24. Membran Arkasinda Tutular Hiicrelerie
-Sitrekli Etanol Fermentasyonu

Hiicrelerin ‘membran arkasinda alikonarak
immobilize edilmesi ydntemi, sirekli etanol
fermentasyonunda yaygin olarak uygulanma-

maktadir. Bu yontemde karstlasilan bashca so-
runlar: substrat ve iirlin diflizyohu, membran
tikanmasi, mekanik giiglikler vé oparasyon sta-
bilitesinin diisiik olmastdir. Bu teknikle yapilan
siirekli etano! fermentasyonuna iligkin arastir-
malarin sonuglari cizelge 4.'de goriilmektedir.

Cizelge 4. Membranlar arkasind aalikonulan hiicrelerle siirekli etanol fermentasyonu

Mikroor- Substrat. Seker . Etanol Etanol :

ganizma konsantr. kullamimi  keonsantr.  verimliligi . Kaynak
g.l-! % g.l-? g.J-th-!

S. cerevislae Glikoz 100 = 27.3 (Vy) 16

ATCC 4126 o104 ‘ _ o

K. fragilis ‘ Laktoz 100 ! 24 (Vp) - 17

NRRL-Y-2415 ‘ 50

V, — Etanol verimliligi toplam reaktdr hacmi esas almarak hegaplanmastir,

2.5, Floldilant Hiicrelerle Siirekli Etanol
Uretimi

Flokiilasyon ozelligindeki bakteri ve maya
hitcreleri, herhangl blr tasiyiciya gerek duy-
maksizin, immobilize hiicre sistemlerinin is-
tinliiklerini gbstermektedir, Cizelge 5.'de flo-
kiilant hitcrelerle yapilan siirekli etanol fermen.
tasyonuna iligkin bazi arastirmalarin sonuglan
gdriilmektedir.

Bu sistemde, _silindirik bir dévdeye sahip
kule fermentdrler en yaygin olarak kullanilan

'rea=k_t6rlefdi-r. Reaktorlerin  daha ggrﬁ$ “olan
kon_ilk sekilli dist kismi gikan maysedeki hiicre

floklarin gikmesini saglamaktadir. Ancak, by
sistemde sadece flokitlant hiicreler kullanila-
hilmekte ve reakitSrdeki denge durumuna

(steady - state) erisiimes! uzun zaman almak-
tadir. Ayrica floklarin bozuimasindan kaginmak
icin substrat ak|$-h|2|:n|n‘ .dicjer i'm'mobil'[_zasyon
sistemlerine klyasia daha diisiik 61mas_[ .g'ere_rk-
njekte ve olusan CO, floklarin -dagli}hasrna ne.
den olabi'mektedir. '
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Gizelge 5. Flokulant hiicreferle siirekli etano! fermentasyonu

Mikroor- Substrat Seker Etanol Etanol

ganizma konsantr. kullammi  konsantr, verimlil.§i Kaynak

g.-t % gd-1 gJd-1h-1

Z. mobillis Glikoz 97 47.6 80 (Vg) 4

WR 6 100 -

Maya Seker kamigi 93.3 54.8 346 (Vy) 12

IR-2 125 (i.8.) y :

Z. mobilis Glikoz 100 49 39 (V,T 13

ZM 401 100 ‘

§. cerevisiae Glikoz 98.2 60.1 184 (Vq) 21

NRRL-Y-265 130

Z. mobilis Glikoz 98 50 100 (Vy) 24

ATCC 10988 105

S. cerevisiae Sakkaroz 98.6 57.2 i5  (Vq) 25
117

Z, mobilis Glikoz 96 46 39 (Vq) 26

NRRL-B-12526 110

Z. mobilis Fruktoz 96 A7 85.6 (Vy) 27

M 4 F 100 '

¥V, — Btano} ver«lrzmugi toplam reaktdr hacmi esas alimnarak hesaplanmugtir,

Is.——qlndirgm ‘geker.

3. Sonug

Fermentasyon yoluyla etanol (retiminde

yontemin ekonomikligine katkida bulunacak en -

dnemlt dedigken substrat déniistim hizidir,
Substrat doniisim hizim artirmak amactyla, or-
tamdaki thiicre konsantrasyonunu artirmak igin
immobilize hiicre teknikleri kulianiimaktadir.
Bu teknikler kiasik kesikli yontemlerle kiyas-
landifinda gesitli Ustiinliikler gdstermektedir-
ler. Ornegin, klasik kesikl] etanol Gretiminde

- fermentdriin etanol verimliligi 2g.1-1h-1 iken,

immobilize hiicre reakttrlerinde bu. deger
20 -25 kez artabilmektedir. Bu da 20-25 kez
kiiglik fermentdr haz: yla birim zamanda ayni
Uretimy kapasitesine ulasilabilecedi anlaminda
olup, birim maliyette 6nemli azalmalar sagla-
yacaktir, Ayrica, immobilize hiicre sisteminin
bir kag hafta korunabildigi dislinildigiinde,
immobilizasyon masraflarinin isletmeye 6nemli
mali yilkler getirmeyecegi de anlagiimaktadir.
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