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+ 1. Giris
Glniimiizde etanol benzinin oktan sayisini

artirmasi ve eksoz gazlarindeki CO igerigini’
azaltmasi gibi olumlu 6zellikleri nedeniyle ben-

zine katki olarak kullaniimaktadir. Artan petrol
fiyatlar: da dikkate alinarak, ¢ok ydnlii bir enerji

kaynadl olan etanole gittikge artan bir gerek-

sinme duyulmasi tiim diinya lzerinde bu konu-
daki- arastirmalari tesvik etmektédir. Aragtir-
malar yalnizca ucuz bir substrat ortaya koyima
yéniinden dedil, ayni zamanda S. cerevisiae'den
daha uygun bhir mikroorganizma bulabilme y&-
niinde de yapiimaktadir.

Bon yillarda etanol {retiminde, klasik eta-
nol fermentasyonunda kuflanilan mayamn ya-
nisira bir grup bakteri biyoteknolojik ydnden
ilgi ¢ekmektedir. ‘Mayanin kullamldige  klasik
etanol uretlmmde seliiloz, hemlseluloz lignin
v.b. hammaddelerin substrat olarak kullamima-
s1 asit hidrolizi veya enzimlerle yapilan on -s-
lemlerle ‘milmkiindiir. Selilloz ve pentoz parga.

layan enzimleri {ireten mikroorganizmalar daka.

ekonomik ydntemler geligtirmek amaciyla kul-
lamlabilirler. Bu amagla ok daha degisik ve
gesitli substratlar kullanabilecek mikroorganiz-
malarn eldesi igin ¢aba sarfedilmekiedir,
Mayanin yerini alabilecek yenl bir mikso-
organizmanin ortaya konmasi igin bir grup bak-

teri ve kiif etanol Uretim amacryla denenmigtir.

Bu mikroorganizmalardan Ozellikle kiifler, dii$i_Jk
etanol verimi ve substrat donisiim hizlari ne-
deniyle amaca uygun bulunmadilar, Buna kar-
sin hazi bakteriler etanol Uretiminde yeni ybn-
temler igin Umit vermektedirler.

2, Bakteriyel Fermentasyonun Biyokimya-

sal Esas]

Baz1 bakteriler havall ve havasiz kosullar-
da etanol iretebilirler. Buna karsilik bunlarin
bir kismu ‘etil alkoliin yanisira fazla miktarda
yan (rinler olustururlar. Etancl Oretimi igin
3 ana metabolik yol vardir, Farkli fermentas-

yon tiplerinin enerji firlinleri bu metabolik yol- .

tara bagh olarak 6nemli farkliklar gosterirler.
Ftanol iiretimi igin izlenen metabolik yollar:

‘a) Embden - Meyerhof yolu:. 1 mol: gliko- ‘
zun etanol ver 2 mol CO,’e pargalanmasr ils .
2 mol ATP acija ¢tkar. Bu metabolik yo! dene-

meye alinan ‘mikroorganizmalarin bilyiik gogun.

lugu (Enterobacteriaceae, Clostridia, Sarsina

tiirleri) ve .mayélar tarafindan izlenmektedir.

b} Entner - Qoudorof yolu: 1.mol glikoz-
dan 2 ‘mol périvat olugur ve 1:mol ATP agda
gikar. Zymomonas tirleri glikozu bu yol. iize-
rinden metabolize eder. ‘

¢) Heterolaktik fermentasyon.: 1 mol gii-
kozdan 1 mol ATP iretilir ve Leuconostoc me-
senteroides tarafindan izlénir.

3. Etanol Ureten Bakteri Tiirleri

Bakterilerin metabolik  &zélliklerine gore
siniflandinimasi etanol Gretiminde uygun mik-
roorganizma segimi {zerine yapl']an“ temer arag-
tirmalar icin bir kistas o[mustur Buna ragmen
endistriyel gereksinmeler; “mikrogrganizmanin
sicaklik istedi, etanol verimi, etano! tolerans,
degisik ve cesitli substrat kullanabilme: zei-
hklen v.b. diger parametrelerle belirlenir. De-
nemeye alinan bakterilerin cogu bu keiterlee
gore Tablo 1'de listelenmistir. Bu listede,: bif
kiyas clanagl. yaratmak -amaciyla teknikte kul-
lanilan . cerevisiae, S:uvarimda verilmigtir,

4. Bakteriyel Etanol Uretiminin Teknik ve

Ekonomik Goriniimii =

4.1. Mezofilik- Bakteriler o

Tablo 1'den de gijrﬁle*bil‘diéii.gibi baz) bak-
teriler gergekien yiiksek verimde etanol iirele-
bilmektedir. Ozellikle Z.mobilis % 97 etanol
verimine sahip olup, bu deger diger bakterile-
rinkinden, hatta mayaninkinden (% 89) de yiik-
sektir. Mezofilik grup -igerisinde yalnizca
Z. mebilis gergek anlamda etanol ﬁreticisiﬁola-
rak dlsiiniilebilir. :

Bu bakterinin. etanol toleransi (% 7] d:-.
der bakterilerinkine oranla yuksek, fakat ‘ma-
yaninkine (% 8- 10} oranla’ diigiiktiir. Son: yil-.
larda bu bakteri @izerinde yogunlastirilan ¢alis-
malarla yitksek etanol toleransina (% 12) “sa-
hip suglar elde olunmu$_tur (Rogers ve aik,
1985). " K

Buna karsin Z. mob[hs balkterisinin {stiin-

... lukleri degisik ve cesitli substrat kullamminin

smirll olmasi ozelhg; ‘ile dengelenmektedir.

© 0 Ayrica tiim sus]arl glikoz ve fritktozu kullana-

bilmesine ragmen ancak % 50 si sakkarozu

- kullanablimekte ve sa‘kkarozdan yan {riin olarak

snemli Slgiide levan ve sorbltol olusturmakta-
dlrlar
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42. Termofilik ve Asi1 Termofilik Bakte-
riler ‘

Termofilik bakteriler kismen disiik etanol
verimine sahiptir ve ancak” % 5 e kadar eta-
nole dayanabilirler. Fakat degisik substratlan
(seliiloz. ve nisasta dahil) kullanim alanlar
gok genistir (Esser ve Karsch, 1984).

. Asin termofilik bakterilerin etano! verimi
mayaninkine yakin olup, dedisik substratlan
kullanim alantari termofilik bakterilerinkinden
daha da-genistir. Ornegin Thermoanaerobium
brockii laktozu, bdylece peynir alti suyunu kul-
lanabilir.

Wiegel (Rehm ve Reed, 1983) e gbre yiik-

sek sicakltktaki fermentasyonun bazi yarariary

$unlardl-r\:

a) Termofiller -geligmeleri igin optimum
olan sicaklsklarda yitksek katabolik aktivite gds-
terirler. Bu daha kisa fermentasyon siiresi, da-
ha yiiksek verimlilik ve fermentasyon etkisinde

bir artis demektir.

b) Artan sicakltkla birlikte fermentasyon
ortaminda oksijen ve dijer gazlarin ¢dzlinGrii-
§ii azalir. Bu durtm _anaerobl-k kosgullarin olu-
sumuna ve korunmasina yardim eder. Ornegin,
astn termofillerin optimum sicakliklar 66-89°C'
dir ve bu sicaklikta oksijenin ortamda Qﬁzﬁnﬁr-
liga 30°C'de'fk-in\e kiyasla % 80 daha azdir.

'¢) Gevre sicakliginda diisiik gdziindrlikte-

ki subsiratlar yliksek fermentasyon sicakligin-
da daha fazla ¢dzliniirlik gostereceklerdir, Boy-
lece substratin uygunludu teknik yonden simr-
layict bir faktdr olmaktan kaacaktlr.'

d) ‘Artan sicaklitkla fermentasyon ortami-
nin viskozitesi azalir. Biylece ortaminin karig-
:tirilmast igin gerekli 'enerji azalacaktir.

e) Yiiksek sicakliklarda etanoliin ayrilma-
sl kolaydir, Vakum fermentasyon gibi etanolln
fermentasyon sirasinda ayrildigi siirekli yon-
temlerde bu dzellikten yararlantlabilir. Gaz ya-
pisindaki altkol oranmin arhisi diriinin etkili bir
bigimde geri eldesi igin gereksinme duyulacak
vakum miktarm azaltir. h

£) Mikroorganizmalann metabolik aktivite,
si ve karigtrmayla = meydana gelen sirtinme
etkileri fazla miktarda asinin agifa g¢ikmasina
neden olur. Boylece fermentasyon kabim arzu-
lanan sicakhikta muhafaza etmek ve ayrica
sterilizasyondan' sonra sofutma Igleml igin har-
canacak ilave enerjt en aza indirllir.

g) Termofilik fermentasyonda, mezqfillk .
bakterilerdekine kiyasla sterll kogullar zorun-
lu degildir. Buna karsin termofilik kiif ve dider

. bakteriler tarafindan kontaminasyon olabilir.

Cesitli bakterilerin degigik ve birbirini: ta-
mamlayan {stlnliklerini birlestirmek icin ka-
ngik kiltdrlerle cahgilmugtir. Ornegin, Clostri-
dium thermocellum selillozu pargalayabilmekte,
fakat digiik etano) verimine (% 50) sahiptir.
Clostridium thermchydrosulfurlcum  sellilozu
kullanamaz, fakat nemlj olclide fazla (% 80}
etanol dretebiliyor. Karigrk bir kiiltiirde bakte-
rilerin birbirini tamamiamalariyla seliilozdan
% 70 wetanol verimi elde edileblimeXktedir.

5. Maya ve Bakteri Fennentasyonlannﬁiﬁn
Kryastanmast . 4

Maya ve bakterl fermentasyonlarinin dclyaé,
lanmas1 bu ydntemlerin kinetikleri sayesinde
yapilabilir. Gézlemlenen farkhhik bu iki mikro-
organizmanin metabolik farkiihgindan kaynak-
lanmaktadr, : : '

Rogers ve ark. {1980)'na gbre belirll ko-
sullarda, kesikli ve stirekli fermentasyonda
Z. mobilis S, uvarum’a oranla daha etkili bir fer.
mentasyon bagarmaktadir. Bu bakteérl tiiriiniin
tistiinligiinii gdsteren anahtar &zellikteki kine-
tik parametreler ozgill gelisme hiz) g (mayanin.
kinden 2.4 kez yiiksek), odzgill etanol dretim
hizi, q, (2.9 kez yiiksek) ve &zgll atlkoz kulla-
mm hizy, q, (2.6 kez fazla) dir. Aym glikoz kon-
santrasyonunda ve hiicre donigtimli olarak ga-
listinlan siirekli bir ydntemde bakteriyel etanol

~ verimliliginin ‘mayanmkinin 4.1 kati oldugu gé-

ne ayni aragtincilar tarafindan ifade edilmekte.
dir, _

Etanol tiretiminde ylksek kinetik paramet-
relere sahip Z. mobills bakterisi substrat segt- '
ciligl sorunu goziimlendidl taktirde Ideal bir
etancl {reticisi olacaktir. ‘
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. Kiyaslamaya . fermentasyon endiistrisinin
. teknolojik:.kogullart agisindan bakmak gerektigi
.zaman bazi kriterler $dylece siralanabilir,

- a) Fermentasyon sicakh@i : Yakit alkoli
‘Uretiminde termofilik mikroorganizmalar kullan_
manmin daha once (4.2) sbzii edilen gesitli ya-

rarlar1 vardir. Optimum fermentasyon sicakirgi -

*50°C olan .bir maya bulunmadig i¢in boyle bir
iglemde bakterilerin gerekli oldugu aciktrr.

b) Oksijen gereksinimi Maya fermentas- ’

yonunda hiicre duvar sentezi, lipid yapinin sta-

bllitesi we genel olarak hiicresel faaliyetlerin

muhafazast i¢in oksijen gereklidir. Buna kar-
-gin havall kogullar ayni zamanda ‘etano! veri-

.minde bir dilsmeye ve <Pasteur etkisi» nede-
niylte blyokitle konsantrasyonunda - bir artisa

neden olurlar- Birgok bakteri tam -anaerob ol-
dugundan, havaswz kosullarda bakterilerle daha
yitksek etanol verimliligi ve' daha diisiik biyo-

~ kitle konsantrasyonu  saglanabilir. Diisiik bak-

teriyel “hilcre :konsantrasyonu gelisme icin ge-
. rekecek enerjinin azalmasi d-emekti-r._

Havasiz kosullarda calisabllen bir mikro-
organizmanin  (bakteri) kullanilmasiyla maya
'fermentasyonunda hiicre ge[l$|m| icin . ortama
verilmesi gereken havalandrrma masrafi orta-
_'dan kalkacaktir.

c) Asit olus;umu : Etanol fermentasyonun-
da yan iriin olarak asetik asit ve laktik asit
‘de sentezlenir. Olusan asitin miktar fermen-
‘tasyon tipine (havali veya havasiz) bagli ol-

‘mekla birlikte, dzelikle kullanilan mikroorga- -
) " _nizmaya baghdir, Maya, termofilik ve. asiri ter-

mofilik bakteriler mezofilik bakterilere oranla
'klsmen daha fazla organik asit iretirler. Orne-
gin, Clostridium thermohydrosulfuricum 1 mol
 glikozdan 0.5 mol'e kadar asetlk asit veya lak-
- tik asit Uretebilir. Z. mobilis igin bu rakam .03
~“ mol'den daha azdir. Dogal olarak fazla miktar-
- -da organik- asit olugmas etanol\e donu$ecek
" -substrat miktarint azaltir, -

- d} Vakum ’fermentasyonu “+ Etariollin "kay-
nama noktasim fermentasyon Ssicakligina indir-
. .mek. suretiyle diiglik basing. altinda (vakum)

.srdiiriilen siirekli - fermentasyon sayesinde
3 qtanolan.'.Qamltm-a-yoluy[-a sitrekli bir bigimde
fermentasyon .ortamindan. ayriimas olasidir.

§
J

Dogal olarak bu ybntem, agir termofilik mik-

_roorganizmalarin kullamidigh bir fermentasyon-

da 'termh edllecektlr

- Biyoteknolojide vakum fermentasyonunun
dogrudan kulaniimasina iligkin baz tartismalar

.yapiimaktadir, Ciinkil bu mikroorganizmalar igin

yalmzea laboratuvar kosullarinda gelistirilmis
vakum tekniginin biyiik Glcekte uygulanabilme.

“si igin oldukga fazla yatirima gerg-k vardir.

. @) Kontaminasyon : Etanol fermentasyo-

-nunda -aside tolerans| nedeniyle mayanmn.kon-

taminasyon tehlikesi digiiktiir. Pratikte ortamin
baslangic pH's1 3 - 3.5 dur ve bu pH degeri fer-
mentasyon girasinda organik asit olusumuyla

'yeniden kazamlir,” Mezofilik bakterilerde (2.

m_obi[is) pH toleransi oldukca d'Li$iikt|'.'|r {pH: 5).

Bu nedenle asit konsantrasyonunu [pH y1)
ayarlamak suretiyle gergekleﬁmlebﬂecek bir
otostemlzasyon miimkiin olmamaktadir, Bu du-
rum bakterinin sterll kosu[larda yet|$t1r|lmeSI-
ni gerektirir. :

Asin termofilik bakterilerle calisildiginda

-kentaminasyon’ $orunu gok daha kolay ¢éziim-

lenir, glinkii: 65°C'nin lizerinde birgok Kontaml-

- .nant gelisemez,

Diget taraftan Roger ve ark. (1985)'nin bul.

“gularina gore Z.mobilis dijer bakteri suslari-
~nn (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae ve

Pseudomonas aeruginesa v.b.) gelismesini en-
gelleyen antl'baktemyel ozellikteki  bilesik'er
‘iretmektedir. Bu &zellik, sirekl: ybntemle Z,
mobilis fermentasyonunda kismen' yiiksek -eta-
nol seviyesi ile.birlikte ele alindiginda, konta-

- minasyon olasiligim éremli Glglide azaltacaktir.

Kontaminasyon ve kontrolit yeni bir.p'rose-'
sin ekonomik basarisinda, énemi rol oynar. Bu
nedenle bu sorun iizerinde ¢aligmalar baslat!-
mustir (Rogers ve ark., 1985). En cok rastianan
kontamiihantlar (Lactobacillus ssp.) :izole’ &édil-
migler ve Z. mobilis'in kesikli ve siirekli kiiltiir-
lerine dogrudan a$llanm1$lard[r Deneme _sonug-

larina gore kesikl] yontemde "% 1 - 10 kontami-
" nan’ilave edildi§i zaman hiicre gelismesinde ve’

etanol ﬂreti‘mipde onemli bir azalma meydana
gelmistir. Z.mobilis suglarinin birtakum antibiyo-
tiklere ve gelisme -engelleyicilere (inhibitsr)
kismen daha dayanikii olduklan giz oniine ali-
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narak, diisiik konsantrasyonda benzyl - penicil-
lin (10 mg/1) ilavesi kesikli yontemdeki konta-
minasyon kontroliinde etkili olmaktadir.

Buna karsin 60 - 65 g/I etanol konsantras-
yonundaki siirekli yontemde % 10 kontaminant
ilaves] fermentasyonda valnizca gegici bir si1-
kintiva neden olmus ve 5- 6 generasyonla bir-
tikte normal kosullar yeniden kazanimigtir.

6. Etanc! Ursiiminde Z.mobilis Bakterisinin
Ticari Goriintimii

Etanol {iretimi amaciyla Z. mobilis bakterisi
ile siirekli fermentasyon ydntemi.1978 den bu
vana Avustralya Bivoteknoloji okulunda Rogers
ve arkadaslar; tarafindan geligtirilme asama-
sindadir. Bu proje gercevesinde ABD'de 1000 [+
fermentdr kapasitell bir pilot fabrikada substrat
olarak musir nisastas: kullanmilmakia, Avustral- '
ya'da 150 1 kapasiteli bir pilot fabrikada «<cas-
sava» hidrolizati kullanitmakta olup, pilot fabri-
ka boyutlarinda yéntemin ekonomisj hesaplan-
maktadir.

Rogers ve ark. (1985)'na gbre Zymomo-
res yonteminin ekonomik gériiniimi, mayanin
kullantldid! klasik yéntemle kiyaslandiyi zaman
sbylece Hzetlenebilir:

a) Fermentasyon ekipmanlarina iliskin ka-
pital masrafiarl en az % 50 azalmaktadir (Z. mo- .
bilis’in daha yiiksek 6zgill gelisme hizi ve eta-
nol verimlili§i nedeniyle},

© deniyle nisasta Uzerinden % 5'lik trlin artis:.

b) Fax;kh karbonhidrat metabolizmasr e-

13
c) Artan etanol konsantrasyonu nedeniyle

damitma masraflarnda % 1015 azalma,
ve diger dstlinliikleri;

~— Maya fermentasyonu igin gerekecek ha-
valandirma, masraflan ortadan kalkmakta,

— Kirlenme sorunu azalmakta (daha az
yan - tirlin),

— Yan diriin olarak degerlendirilecek biyo-
kitlenin' daha yitksek birim degeri (Z.mobilis
% 65-70, maya % 50 ‘ha:rn protein igeriyor).

$imdilik ticari denemelér nigasta temelli-
substratlar tizerine, fakat gelecekteki sus ge-
listirme ve «fed batch» fermentasyon teknigi
sayesinde melas, seker pancari sirasi v.b. sak.
karoz temellj substratlar icin' de Z. mobilis y&n.
teminin uygulanabilirligi artacaktir. Zymomonas
tizerindeki genetik ¢alismalar; bakterinin eta-

- nol toleransim artirmak, stabil flokkulant sus-’

lar izole etmek ve mevcut substratlan kullan-
ma alantnl genisletme ydniinde oimaktadir. Ge-

-netik galismalarla laktoz ve galakiozdan kismen

etanol GOretebilen suslar da elde edil:mi$tir.'Fa-
kat bu galismalar heniiz baslangic asamasinda
olup ilave gcalismalara gerek duyulmaktadir.

Tablo 2'de Zymomonas ydntemine iliskinendiistriyel uygulamalar 6zetlenmistir.

.
%

Tablo 2. Zymomonas ile’ Endiistriyél Uygulamalar

Sug Substrat ' Yéntem' Kapasite (f) Ulke
ZM4 Cassava

(ATCC 31821)  hidrelizatr’ Kesikli 150 Avustralya
ZM4  Musir nisastast ' |
(ATCC 31821)  hidrolizati Siirekii 1.000 ABD

ATCC 29191 Budday nisastast .
hidrolizatl _ Siirekll

50.000 - B. Almanya
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7. SONUC

. Etano! dretimi i¢in fermentasyon endiistri-
“sinin’ 6ze! teknik kosullarma uyabilen, yiksek
etanol verimli, sicaklik ve etanol tolerans: yiik-
sek, dedisik substratiar) kullanma yeteneginde.
ki mikroorganizmalara gerek duyulmaktadir. Bu
kriterler gozoniine almdlgt-nd-a baz1 bakieriler

mayaya oranla Ustiinlikler gostermektedir. Bu- -

na ragmen biyoteknolojik islemlerde bunlarin
kullanimini ‘engefleyen baz) etkenler sozkonu-
sudur. Tablo 3 etanol iireten bakterilerin en-
diistriyel kullanimlari agisindan olumlu ve olum-
suz yonlerinl gdstermekie ve maya ile kiyas-
l[amaktadir. o

ideal olan taleplerin timii (yitksek etanol
verimi, ucuz ve bol substrat, kiigiik islem tek-
nolojisi v.b.) tek olarak hicbir bakteri ve maya
ile saglanamaz. Bu nedenle mevcut yintemier,
hesaplamalarda ve buradan hareketle mikroot-
ganizma seg¢iminin  yapiimasinda esas olarak
alinmgtir. Etanel tretimi igin mikroorganizma
segiminde gozbniine alinacak esaslar sunlar ol-
malidsr : ' S

1. Eder ucuz hammadde mevcut ise {faz-
ta miktarda karbonhidrat polimerleri igeren bi-
yoatik v.b.}) mikroorganizma olarak asir1 termo-
filik bakteriler segilmelidir. Bu durumda yon-
temin olumsuz yoni (diisiik etanol verimi)
uctuz -substrat kullamimas: ile dengelensbiie-
cektir. ‘ !

2. Hammadde olarak peynir alti suyu dii-
stiniiliiyorsa, astr termofilik bakteri olan Ther-
moanaerobium brockii (laktoz percalayabilan
olarak bilinen birkac mikroorganizmadan bir)
kullamlabilir,

- 3. Eder hammadde fiyati yitksek hesaplani.,
yorsa ve glinlimiizde birgok tireticinin istedigl
gibi yiiksek etanol verimi amaglanmigsa Z. mo-
bilis en uygun am'i-kroorganizmadlr- Fakat tiim
dinya Uzerinde yapilan arastirmalara ve har-
canilan gabaya ragmen Zymomonas basgarit bir
bigimde mayanin yerini alabilmek igin hazir
degildir. Bunun nedeni, baz: teknik olumsuziuk-
lart (steril fermentasyon vb.} ve sug gelistir-
me isleminin heniiz tamamlanmanug olmasidir.
Z. mobilis, substrat seglciligi sorunu gdziimlen.
digi taktirde ideal bir etanol ireticisi olacaktir,

Etancl lretiminde ydntemin ekonomisini
olumiu ydnde etkileyecek bir dier yol substrat
donigiim hizinin geligtirilmesidir, Strekli yon-
temlerde immobilize hilcreler veya flokkulant
suslar kullanmak suretiyle fermentdr igerisin-
deki biyokitle konsantrasyonunu artirarak sub-
strat dénisiim hizi yikseltilebilir.

Endiistrivel agidan tiim bu kosullar gfz-
Oniine alindiginda maya bakterive oranla hédld
Ustiin gérinmektedir. Su andaki gériiniime gb-
re, termofilik bakterilerin tiim Ustlinliklerine
karsin, Z. mobilis ileride mayanin yerine iul-
lanilabilecek tek bakteri olarak dusiintilmelidir.
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