ANKARA UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

YUKSEK LISANS TEZI

PATATESTEN BUTANOL URETIMi
UZERINE BiR CALISMA

Aybike BEREKETOGLU

GIDA MUHENDISLiGi ANABILIiM DALI

ANKARA
2010

Her hakki sakhdir






OZET
Yiiksek Lisans Tezi

PATATESTEN BUTANOL URETIMI
UZERINE BIR CALISMA

Aybike BEREKETOGLU

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Sedat DONMEZ

Bu calismada, bazi Clostridium tirleri ile patatesten aseton, biitanol, etanol {iretimi
arastirilmistir. Calismalarda C. beijerinckii DSM 6422, C.acetobutylicum DSM 6228, DSM
1731, DSM 792 suslar1 ve patatesten izole edilerek 16S rRNA dizisine gore Clostridium
roseum oldugu anlagilan suslar kullanilmstir.

Karbon kaynagi olarak farkli besiyeri oranlarinda (50, 100, 200, 300 ve 400 g patates/L), farkli
pH degerlerinde (pH 5, 6, 7, 8, 9 ve 10 ), farkl1 inkiibasyon sicakliklarinda (30, 33 35, 37 ve 39
°C ) ve farkli katkilar eklenerek hazirlanan besiyerinde bes farkli Clostridium sugunun biitanol
ve toplam solvent iiretim miktarlar1 belirlenmistir. Bu ¢alismalardan elde edilen sonuclarda C.
acetobutylicum DSM 6228 susu ile 400g patatesli ortamda ve 37°C sicaklikta 15.02 g/L biitanol
ve 22.65 g/L toplam solvent lirettigi saptanmistir. Ayn1 besiyerine 1 g sistein-HCl ve 2.5 g
glikoz ilavesi ile C. acetobutylicum DSM 792 susunun biitanol iiretiminde % 74.80° lik artig
saglanarak 8.07 g/L biitanol elde edilmistir.

Patates besiyerine ilave edilen (NH,4),SOy, sistein-HCI, K,HPO, ve maya 0ziitii toplam solvent

olusumunu artirirken, CaCO; ve FeSO, ilavesinin toplam solvent olusumunu azalttig
belirlenmistir.
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ABSTRACT
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THE STUDY ON BUTANOL PRODUCTION FROM POTATO
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Supervisor: Prof. Dr. Sedat DONMEZ

In this study, butanol (acetone butanol ethanol or ABE) was produced from potato in batch
cultures using five different Clostridium sp. strains. High butanol production and growth was
determined at 400 g.I"' potato concentration and 37°C temperature for Clostridum sp. strains.
The optimal pH for acetone-butanol-ethanol fermentation were found 7 for Clostridum
acetobutylicum DSM 1731 and Clostridium roseum, 9 for Clostridium acetobutylicum DSM
792, DSM 6228 and Clostridium beijerinckii DSM 6422 strains.

In a conducted experiment, where potato ( 75.45 g.I"' total sugar obtained from hydrolysis of
400 g.1" potato) was used, C.roseum, C.beijerinckii DSM 6422, C.acetobutylicum DSM 6228,
C.acetobutylicum DSM 1731 and C.acetobutylicum DSM 792 produced 6.18 g1 butanol with
a productivity 0.14 g/g, 6.32 g.I" butanol with a productivity 0.17 g/g, produced 10.27 g.I"
butanol with a productivity 0.19 g/g, 7.84 g.I'' butanol with a productivity 0.13 g/g and

8.27 g.I'" butanol with a productivity 0.17 g/g, respectively.

The effect of the component concentrations of a synthetic medium on ABE fermentation by
Clostridium strains was also investigated. As a result of this study, when 1g.I" cysteine- HCI
and 2.5 g1 glucose were added into fermentation medium, growth and ABE production of
Clostridium sp. strains increased significantly. Butanol production of Clostridium
acetobutylicum DSM 792 increased by 74.80% ( from 4.62 g1" to 8.07 g.I"')as compared to
plain medium. The presence of CaCO; and FeSO, in fermentation medium total solvent
production was inhibited while the presence of (NH4),SO,, cysteine-HCI, K,HPO, and yeast
extract induced the total solvent production.

In conclusion, this study demonstrates that C.acetobutylicum DSM 6228 strain has excellent

capacity to convert biomass derived sugars to solvents and can produce over 15.07 g.I"' (in one
case 22.65 g.I" ) ABE from potato.

December 2010, 66 pages
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1. GIRIS

Diinya niifusunun giderek artmasi ve gelisen teknoloji, insanlarin enerjiye gereksinimi
arttirmaktadir. Giintimiizde fosil yakitlar gibi klasik enerji kaynaklari, artan gereksinim
ve gelisen teknoloji karsisinda yetersiz kalmaktadir. Klasik enerji kaynaklarinin
birgogunun yakin gelecekte tilkkenecegi uzun yillardir tartisila gelmektedir. Bu nedenle,

giinlimiizde alternatif enerji kaynaklarinin saptanmasi zorunludur.

Gelismis iilkeler enerji gesitliligini artirmakta, yaymakta ve belli enerji kaynaklarina
biiyiik oranlarda bagimli olmamaya calisarak alternatif arayislarini siirdiirmektedirler.
Ote yandan, yeni veya yenilenebilir enerji kaynaklarmin gesitliligi artmaktadir. Bunlarin
bir kism1 ekonomik alternatiflik agisindan deger kazanmakta, ancak bunlarin hepsinin
ortak yonii ¢cevreye olumsuz etkilerinin olmamasidir. Fosil yakitlar ise, kiiresel 1sinma
yaninda c¢evre i¢in biiylikk ve geri doniisimii olmayan tehlikeler olusturmaktadir

(Qureshi ve Blaschek 2006).

Ulkemizde fermentasyon yolu ile nisasta igeren hammaddelerden biyo-alkol elde
edilmesi tizerine bircok c¢alisma yapilmistir. Tiirkiye Seker Fabrikalart A.S.'nin
biyoetanol iiretimine yoOnelik 4 tesisi bulunmaktadir, ancak bilimsel arastirmalarin
eksikligi nedeniyle, seker endiistrisinin yan iirlinii olan melastan etanol iiretiminin
ekonomik gegerliligi tartisilir durumdadir, bu nedenle, bu 4 fabrikadan sadece bir tanesi

calisir durumdadir (Soyuduru 2007).

Bir diger alkol olan biitanol, giinlimiizde alternatif enerji kayna@i olarak
degerlendirilmektedir.  Biitanol, nisasta iceren = hammaddelerden anaerobik
fermentasyonla elde edilebilmektedir. Ulkemiz nisasta igeren tarim iiriinlerince oldukga
zengindir, bu nedenle endiistriyel olarak, fermentasyon yolu ile biitanol eldesi 20.
yiizyiln ilk yarisina kadar ihtiyacin % 66’sin1 karsilayacak sekilde gergeklestirilmistir.
Petrokimya endiistrisi ile rekabet edemeyen biitanol iiretimine bir dénem ara verilmis,
petrol fiyatlarinin artmasi sonucu 1970’lerde ortaya ¢ikan petrol krizi nedeniyle

biyobiitanol iiretimi tekrar giindeme gelmistir (Gholizadeh 2009).



Biyobiitanoliin, biyoetanole gore oldukga iistiin 6zellikleri bulunmaktadir. Biyobiitanol
benzin ve dizel yakitlar ile her oranda karistirilirak kullanilabilmektedir. Ayrica,
benzine olan kimyasal benzerligi ile araba motorlarinda herhangi bir degisiklige gerek
duyulmadan dogrudan kullaninmida olasidir. Biyobiitanoliin  egzoz emisyonunda
bulunan yanmamis hidrokarbonlarin oranini azaltarak havanin temizlenmesine de
yardimci olabilecegi ifade edilmektedir. Biyobiitanoliin sahip oldugu fiziksel, kimyasal
ozellikler ve yliksek enerji icerigi plastik, gida ve aroma endiistrilerinde kullanim alan1

bulmasini da saglamaktadir (Formanek vd. 1997).

Patates, % 20 nisasta igerigine sahip ve diisiik maliyetle liretimi gergeklestirilen bir
tarimsal iiriindiir. Ulkemizde her bolgede yetistirilebilecek 6zelliklere sahiptir (Onaran
vd. 2000). Tiirkiye, 6 milyon tonu askin patates iiretimiyle Cin ve Hindistan’dan sonra
Asya’da 3. iilke durumundadir. Patates, domatesten sonra tilkemizde iiretimi yapilan 2.
tarim Uriinidiir (Altun 1996). Diinyanin yenilenebilir enerji arayisi i¢inde oldugu
giinlimiizde, patates iiretiminin ve iretim potansiyelin yiiksek oldugu iilkemizde bu
hammaddenin kullanilmasiyla biyobiitanol eldesinin yayginlagsmasi i¢in mevcut

arastirmalar yetersiz kalmaktadir.

Bu calisma ile yenilenebilir enerji arayisima katki saglamak icin, patatesten

fermentasyon yontemi ile biitanol iiretiminin olasilig1 ve iiretim verimleri aragtirilmigtir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Biitanol Uretimi

Fermentasyon yontemi ile aseton-biitanol-etanol (ABE) iiretimi, 100 yildan daha uzun
bir gecmisi olan bir uygulamadir. 1857°de Louis Pasteur, yaptig1 caligmalarda
fermentasyonu, “yasamsiz (cansiz) bir fenomen olmaktan uzak, yasayan bir proses”
olarak tanimlamig, buna bagli olarak, fermentasyonda yer alan ve fermentasyonu
gerceklestiren mikroorganizmalarin 6nemine dikkat ¢ekmistir. Pasteur siit, sarap ve bira
fermentasyonu ile ilgili olarak laktik asit ve etanol fermentasyonlar1 iizerine detayl
caligmalar yapmis, 1861 yilinda, mikrobiyal fermentasyon yolu ile biitanol {iretiminin
gerceklesebilecegini gostermistir. Bunu Schardinger’in fermentasyon yontemi ile aseton
liretimini saptamasi izlemistir (Jones ve Woods 1986). 1900’11 yillarin baslarinda dogal
kaucugun elde edildigi agaglarin giderek azalmasi sorunu ile kars1 karsiya kalindigindan
alternatif kaynaklar arastirilmis, bu amacgla, Manchester Universitesinde gorev
yapmakta olan Chaim Weizmann, 1910 yilinda sentetik kauguk iiretimi ilizerine bir
arastirma baslatmistir. Weizmann, ¢alismasinda mikrobiyal fermentasyon yolu ile bazi
solventlerin iiretiminin olasiligin1 gostermistir (Jones ve Woods 1986). 1911 yilinda
Fernbach, sadece patatesten fermentasyon yolu ile biitanol iiretebilen bir
mikroorganizmayi izole etmis ve bunu Clostridium acetobutylicum olarak tanimlamistir
(Ranjan ve Moholkar 2009). Weizmann’in izole ettigi bu bakterinin, Ferrnbach’in izole
ettigi bakteriye gore oldukea iistiin 6zelliklere sahip oldugu anlasilmis ve 1913 yilinin
ortalarinda Strange and Graham Ltd. Rainham’da bulunan bir tesiste bu iki
mikroorganizmay1 kullanarak patatesten endiistriyel boyutta biitanol iiretimi
gerceklestirmistir. Bunun yani sira, bakterilerden aseton iiretimi de gergeklestirmis,
ancak faaliyete bagladiktan 1 yi1l sonra Rainham’daki tesisi kapatip King’s Lynn’de yeni

bir tesise taginmislardir (Jones ve Woods 1986).

1. ve 2. Diinya Savaslar1 sirasinda ABE fermentasyon endiistrisinde biiyiik gelismeler
olmustur. Avrupa ve Amerika’da dumansiz barut (cordit) iiretiminde kullanilmak {izere

fermentasyon yolu ile aseton iiretimine agirlik verilmistir (Diirre 1998). O yillardan



baslayarak Japonya, Sovyetler Birligi, Avustralya ve Giliney Afrika’da da fermentasyon
yolu ile biiylik 6lgekte ABE iiretimi gergeklestirilmistir. Savas Oncesinde kalsiyum
asetattan elde edilen aseton, savas sirasinda fermentasyon yolu ile patatesten iiretilmis,
ancak artan talebi karsilayamamistir. Savas sliresince Weizmann’in destegi ile patlayici
iretimi i¢in bir¢ok fermentasyon tesisi acilmis, ancak savas sonunda talep olmadig1 igin
tiretim tesisleri kapatilmis ve asetonun yani sira iiretilen biitanoliin bir kism1 metil etil

ketonlara doniistiiriiliirken, aseton uzun siire saklanamamaistir (Jones ve Woods 1986).

2. Diinya Savasi’ndan sonra fermentasyon yolu ile ABE iiretimi, petrokimya endiistrisi
ile rekabet edememistir (Ranjan ve Moholkar 2009). Bu kosullarda, ABE fermentasyon
teknolojisinin gelisimi yaklasik olarak 50 yil sonrasina ertelenmistir. Son yillarda, fosil
kaynaklarin tiikenme olasilig1 ortaya ¢iktigindan alternatif enerji kaynaklar1 arayisi i¢ine
girilmis ve yenilenebilir enerji kaynaklarindan fermentasyon yolu ile aseton, biitanol ve

etanol iiretimi yeniden 6nem kazanmuistir.

2.1.1 Mikroorganizma secimi

Biitanol {iretimi i¢in uygun olan bakterinin sakkarolitik ve amilolitik 6zelliklere sahip
Clostridium tiirleri oldugu bilinmektedir. Clostridium’lar Gram pozitif, hareketli,
zorunlu anaerob, katalaz negatif, spor olusturabilen cubuk seklindeki bakterilerdir.
Uygun kosullar altinda, gelisme siireclerinin ileri asamalarinda glikozdan énemli oranda
solvent olusturabilmektedirler. Giinlimiizde 100°den fazla Clostridium tiri ve
alttiirtiniin bulundugu tespit edilmistir (Jones ve Woods 1986). Yapilan ¢alismalarda,
solvent iirettigi belirlenen birgok bakteri igin patent alinmig ve bu bakteriler
isimlendirilmislerdir. Ancak, {iretim sirasinda bakteri dejenere oldugundan iiretimde
devamlilik saglanamamistir (Keis vd. 1995). Bu nedenle, solvent iiretim yetenegi

bulunan tiirlerin siniflandirilmasi amaci ile bir¢ok ¢alisma yapilmastir.

George vd. (1983), C. beijerinckii, C. butylicum ve C. aurantibutyricum bakterilerinin
15 farkli susunun solvent tiretimi ve DNA yapilarini incelediklerinde, solvent iireten ve

solvent {liretmeyen suslarin DNA’lar1 arasinda en az % 78 oraninda benzerlik



saptamiglardir. Bu sonucun bakterilerin smiflandirilmasinda, solvent olusturma

yeteneginin yeterli bir 6zellik olmadig: seklinde agiklanmigtir (George vd. 1983).

Keis vd. (1995), 55 farkli Clostridium grubunun 16S rRNA oOzelliklerine gore 4 farkl
taksonomik gruptan olustuklarini belirlemislerdir.

Birinci taksonomik grup: Weizman susu olarak bilinen amilolitik C. acetobutylicum
(ATCC 824,DSM792,NRRL B527) ve nisasta bazli substrattan izole edilmis olan C.
acetobutylicum suslarindan (DSM 1731, 1732, 1733, 1737) olugsmaktadir.

Ikinci taksonomik grup: 1945 ve 1983 yillar1 arasinda Giiney Afrika’da endiistriyel

olarak aseton ve biitanol iiretimi i¢cin NCP tarafindan izole edilen C. acetobutylicum
NRRL B643, sakkarolitik C. acetobutylicum NCP 262 ve C. saccharo-butyl-
acetonicum-liquefaciens NCP suslarindan olugmaktadir.

Uciincii_taksonomik grup: 1959 yilinda, Japonya’da izole edilmis bir Clostridium

saccharoperbutylacetonicum N1-4 (ATCC 13564) susu ve bu susun faj direngli bir
mutantt olan N1-504 (ATCC 27022) suslarin1 igermektedir.

Dordiincii taksonomik grup: Sakkarolitik C. beijerinckii, C. acetobutylicum (NCIMB
8052, 8049, 6444, 6445, 8653 ve digerleri), C. madisonii ve C. saccharo-

acetobutylicum suslarini igermektedir.

2.1.2 Hammadde sec¢imi

Biitanol, seker iceren materyallerin bazi bakteriler ile fermentasyonu sonucu
olusmaktadir. Biitanol iiretiminde, basit sekerler disinda fermente edilebilir sekerlere

doniistiirtilebilen biitiin maddeler substrat olarak kullanilabilmektedir (Soyuduru 2007).

Seker iceren hammaddeler (melas, seker kamisi, seker pancart ve cesitli meyveler),
mikroorganizmalar tarafindan herhangi bir 6n isleme gerek duyulmadan fermente
edilebilmektedirler. Nisasta ve seliiloz iceren hammaddeler, nisasta ve seliillozun
mikroorganizmalarin kullanilabilecegi sekerlere doniistiiriilmesi i¢in enzimatik hidroliz

ve/veya asit hidrolizi gibi 6n iglemlere ihtiya¢ duymaktadir (Qureshi ve Blaschek 2006).



Substrat olarak kullanilabilecek hammaddeler; seker iceren hammaddeler, seliiloz igeren

hammaddeler ve nisasta iceren hammaddeler olmak iizere ii¢ grup altinda toplanmak

miimkiindiir (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1 ABE fermentasyonunda kullanilabilen substratlar

Sekerli Hammaddeler Seliilozlu Hammaddeler Nisastalh Hammaddeler
Seker Kamis1 Melasi Tarimsal Atiklar Patates
Seker Pancar1 Melasi Agac ve Orman Atiklari Misir
Peynir Alt1 Suyu Kagit ve Kentsel Atiklar Piring
Meyve Atiklart Endiistriyel Atiklar Kasava

Melas, patates, misir, saman, yer elmasi, peynir alti suyu, tarimsal atiklar v.b. bir¢cok
hammaddeden fermentasyon yontemi ile ABE firetildigi bilinmektedir (Qureshi ve
Blaschek 2006). Uygun substrat belirlenmesinde en 6nemli factor ekonomikligidir.
Qureshi ve Blaschek (2000), hiper-biitanol iireten C. beijerinckii BA101 susu ile
hammadde olarak misir1 kullanmis, 0.42-0.50 g biitanol/glikoz verim saglanabilecegini
gostermisler ve boyle bir iiretim ile biitanol maliyetinde % 14.7’lik azalmanin elde

edilebilecegini ifade etmislerdir.

Misirin bilesiminde % 71 oraninda, biitanol iireten Clostridium’ lar tarafindan kolayca
hidrolize edilebilen bir hammadde olan nisasta bulunmaktadir. Bununla birlikte, % 9.5
oraninda pentozanlar ve seliilloz da bulunmaktadir. Ancak pentozanlar ve seliilozun C.
acetobutylicum ve C. beijerinckii gibi amilolitik bakteriler tarafindan hidroliz
isleminden sonra kullanilabildigi anlagilmistir (Qureshi ve Blaschek 2006). Bunun yani
sira, sellilozlu hammaddelerin mikroorganizma tarafindan kullanilabilmesi i¢in
uygulanan islemler sirasinda asetik asit, ferulik asit, glikiironik asit, p-kumarik asit,
tuzlar, furfural ve hidroksimetil furfural (HMF) gibi baz1 toksik bilesiklerin olustugu
saptanmistir. Ezeji vd. (2007), substrat olarak misir lifi hidrolizatinin kullanildig1 bir
calismada C. beijerinckii BA 101 susunun HMF ve furfural varliginda fermentasyonun
engellenmedigini, aksine tesvik edici yonde etki ettigini, fumarik asit ve p-kumarik asit

varliginda ise solvent {iretiminin engellendigini bildirmislerdir.



Gilintimiizde yapilan ¢aligmalarda patates ve patates tiirevlerinin uygun mikroorganizma
ile ekonomik olarak biitanol iiretiminde kullanilabildigi sonucuna varilmistir. Ancak,
patatesin icerdigi yiiksek orandaki nisasta, viskoz yapi olusturmakta ve bu yapi
uygulamada sorun ¢ikarmaktadir. Bazi Clostridium’lar patatesi higbir on islem
uygulamadan kullanabilirken bazi Clostridium’lar 6n islem uyguladiktan sonra
kullanabilmektedir (Qureshi ve Blaschek, 2006). Nimcevic vd. (1998), farkli patates
besiyerlerinde C. beijerinckii NRRL B592 susunun gelisimini ve biitanol {liretimini
incelediklerinde, kesikli fermentasyonda, en yiiksek verimliligi 6zgiin amilolitik
enzimlerinin yeterli oldugu, herhangi bir 6n islem goérmemis patates kullanilan
besiyerinde saptamislardir. Gutierrez vd. (1997) tarafindan yapilan ¢alismada ise benzer
sonuglar, C. acetobutylicum DSM 1731 ve C. acetobutylicum ATCC 824 suslar ile
amilolitik enzimlerle hidrolize ugratilmis patatesin substrat olarak kullanildigi
fermentasyonda, hidrolize ugratilmamis patatese gore ABE iiretkenliginde bir artig

meydana gelmedigini bu ¢alisma ile desteklemislerdir.

Qureshi vd. (2001), piiskiirtme (sprey) yontemiyle kurutulmus soya melas1 (SDSM) ile
gergeklestirdikleri calismada, C. beijerinckii BA 101 susu ile 80 g/ SDSM
konsantrasyonunda 10 g/ ABE f{irettiklerini bildirmislerdir. SDSM’ nin 57,4 g/kg kiil
ve % 2 oraninda trikalsiyum fosfat icermesi sebebi ile mineral maddelerin
fermentasyon tlizerine olumsuz etkisini yiiksek SDSM konsantrasyonuna ragmen elde

edilen diisiik solvent konsantrasyonu ile agiklamislardir.

Biitanol fermentasyonunda en ¢ok kullanilan hammaddelerden misir, patates ve melasin
yani sira, yer elmast ve peynir alti suyu gibi farkli hammaddeler iizerine yapilan
calismalar da vardir. Yer elmasi iniilin igeren bir tarim {iriiniidiir ve iniilin bir friiktoz
polimeridir bu nedenle fermentasyon Oncesinde monomerlerine ayrigmasi
gerekmektedir. Iniilinin hidrolizi igin ya seyreltik asitler ya da iniilinaz enzimi
kullanilmaktadir. Hidrolize ugratilmis yer elmasindan C. acetobutylicum ile 36 saatte
23-24 g/L toplam solvent iiretimi gerceklestirilmistir (Marchal vd. 1985). Peynir alti
suyu (PAS), icerisindeki kazeinin ¢oktiiriilmesi ve ayrilmasi ile biitanol
fermentasyonunda kullanilabilir hale gelmektedir. Filtrasyon sonucunda PAS’ta % 4-5

oraninda laktoz bulunmakta, ancak laktozun fermentasyonu sirasinda, ortam pH’nin



diisiik olmasi kiiltiir dejenerasyonunu hizlandirmakta ve solvent iiretimi tamamlanmis
olmasina karsin bir kisim substratin tiikketilmeden ortamda kalmasina neden olmaktadir

(Hunter 1995).

2.1.3 Biyokimya ve fizyoloji

2.1.3.1 Solvent iiretim iz yolu

Nisastadan solvent {iretiminde, solvent olusumunun baglayabilmesi i¢in
makromolekiiler yapida bulunan nisastanin glikoza pargalanmasi gerekmektedir. C.
acetobutylicum gibi amilolitik bakteriler a-amilaz ve glukoamilaz enzimleri ile nisastay1
kullanilabilir duruma getirmektedir (Madihah vd. 2001). Glikoliz sirasinda C.
acetobutylicum ve C. beijerinckii biyosentez ve gelismeleri i¢in, ihtiya¢ duyduklarindan
daha az ATP ve daha fazla NADPH sentezi ger¢eklestirirler. Bu reaksiyon dizini ancak
enzimlerin yardimiyla ve ortamda yeterli enerji oldugunda baslayabilmektedir. S6z
konusu enerji, aktivasyon enerjisi olarak kullanilan enerjidir. Glikozun parcalanmaya
baslamasi, yani glikoliz reaksiyonlarinin baslamasi i¢in 2 ATP’in harcanmas1 gerekir.
Glikoz ile baglanan glikoliz isleminde ATP molekiilleri enzimlerin etkisi ile son
fosfatlarini glikoza vererek tepkimeden ADP olarak ayrilir. Bu islemler sirasinda, glikoz
fritkktoza dontismekte ve aktiflesmis molekiil olan friiktoz bifosfat, ikiye ayrilan 6 C’lu 2
P’li molekiilden 2 tane gliseraldehit-3-fosfat (GAP) olusmaktadir. Bundan sonra
reaksiyon, iki GAP iizerinden yani iki koldan devam eder. GAP ortamda bulunan NAD
(Nikotin amid diniikleotid) ile reaksiyona girerek bir ¢ift hidrojenini NAD’e verir ve
NADH; olusur. Bu sirada GAP’in baglarinda bir bosluk meydana gelir. Bu bosluk,
ortamda bulunan fosfat ile doldurulur ve 3 C’lu 2 P’l1 bir molekiil olusur. Bu molekiil,
ortamda bulunan ADP’lar ile reaksiyona girerek 2 ATP olusturur. Geriye kalan molekiil
ise priivat olarak adlandirilir. Diger GAP’da da ayni gelismeler olacag: i¢in toplam 4
ATP meydana gelir (Soyuduru 2007). Bu iz yolunda ilk asama olan asit iiretimi
sirasinda sentezlenen ATP ihtiyaci karsilayabilmektedir. Cogu heterofermantatif
anaerobik bakterilerde oldugu gibi Clostridium’lar da hidrojen olusturmaktadirlar ve
olusan hidrojen iyonlari, hiicrede elektron ve protonlarin gereken diizeni takip etmesini

saglamaktadir. Hidrogenaz enzimi terminal enzim olarak hiicrenin solvent {iretimi i¢in



protonlarin en son elektron alicisi olarak kullanabilmesini saglamaktadir. Hiicre i¢indeki
hidrogenaz aktivitesi solvent iiretim yolunun yon bulmasinda oldukca Onemlidir.
Glikoliz sonucunda olusan priivat, priivat ferrodoksin oksidoreduktaz enzimi ile asetil-
CoA’ya ylikseltgenir. Bu sirada, ortamda bulunan serbest elektronlar, elektron tasima
bilesigi olarak bilinen ferrodoksinler tarafindan yakalanir. Elektron alarak indirgenmis
tasiyict molekiil, (Fd red) elektronlar1 molekiiler hidrojeni olusturmak iizere H'
iyonlarina verir ve yeniden yiikseltgenir. Priivatin dekarboksilasyonu ve ayni anda
CoA’nin katilimi ile sekillenmis olan Asetil-CoA, elektron transferi ile eslesen bir
izyolunda, ortamda bulunan inorganik fosfati (Pi) fosfoasetil transferaz enziminin
katalizledigi bir reaksiyonla Asetil-fosfat’a doniistiiriir ve bu yolla serbest kalan CoA,
yeniden priivatin Asetil-CoA’ya yeniden oksidasyonuna katilir. Onemli bir ara bilesik
olan Asetil-P, ayn1 glikolizde oldugu gibi substrat diizeyindeki fosforilasyonla ADP’tan
ATP ve asetat olusumunu saglar. Bu reaksiyonu katalizleyen enzim ise asetat kinazdir

(Gogmen 2003).

ABE fermentasyonu iki asamal1 bir fermentasyondur, asit olusumu ve solvent olusumu
arasinda iz yolu iizerinde ortak nokta asetil-CoA, biitiril-CoA ve asetasetil-CoA’dir.
Asidik fazda asetat ve biitiirat, asetil-CoA ve biitiril-CoA’dan birbirini izleyen iki
reaksiyonla olusurlar. Asetil-CoA’dan biitiril-CoA’nin olusumunda 4 farkli enzim goérev
yapar. Bunlar tiyolaz, B-hidroksibiitiril-CoA dehidrogenaz, krotonaz ve biitiril-CoA
dehidrogenaz enzimleridir. Asetil-CoA’dan ve biitiril-Co’dan asetat ve biitirat olusumu

sirasinda birer molekiil ATP sentezi gerceklesmektedir (Jones ve Woods 1986).

Thompson ve Chen (1989), tarafindan sadece C. beijerinckii’den izole edilmis olan
fosfotransasetilaz ~ enzimi  disinda, asit olusumundan sorumlu enzimler
(fosfotransbiitirilaz, asetat kinaz ve biitirat kinaz) C. acetobutylicum ve C. beijerinckii’
den izole edilmistir. Bu enzimlerin bazi karakteristik Ozellikleri ilgi ¢ekmektedir,
Ornegin, biitiril fosfatin olusumunu katalizleyen enzim olan fosfotransbiitirilaz enzimi
pH 6-8 araliginda aktiftir. Asetik ve biitiirik asitlerin olusumuyla tamamlanmis olan asit
iiretim fazindan solvent liretim fazina gecilebilmesi i¢in karbon akisinda degisime
ihtiya¢c duyulmaktadir. Solvent {iretimine gecilmesi sirasinda asitlerin geri alimi

gerekmektedir. Solvent {iretiminin basladigr sirada ortamda bulunan asetat fosfo-



transasetilaz, asetat kinaz ve fosfo-biitiriltransferaz enzimlerinin konsantrasyonlarinin
giderek diistiigli goriilmektedir. Bu da asitlerin geri aliminda, sentezleri sirasinda
izledikleri yolun disinda bir yol izledigini gdstermektedir. Asitlerin geri alinimi ve
aktivasyonundan sorumlu olan tek enzim (asetat, biitirat) CoA-transferazdir (Hartmanis
vd. 1984). Asetasetil-CoA’nin asetasetata doniisiimii sirasinda, asetasetil-CoA
transferaz enzimi CoA alicis1 olarak asetat ve biitirati kullanmaktadir. Olusan
asetasetatin dekarboksilasyonu ile geri doniisiimsiiz aseton olusumu gerceklesmektedir.
Solvent iiretimi sirasinda etanol ve biitanol iiretimi icin asetil-CoA ve biitiril-CoA ara
noktalar1 olusturmaktadir. Asetil-CoA’dan asetilaldehit ve biitiril-CoA’dan biitiraldehit
tiretiminde gereken indirgenme reaksiyonlari i¢in dehidrogenaz aktivitesine ihtiyag

duyulmaktadir (Jones ve Woods 1986).

Biitiril-CoA’dan biitanol iiretimi i¢in gereken indirgenme biitiraldehit dehidrogenaz ve
biitanol dehidrogenaz enzimleri ile asetil-CoA’dan etanol iiretiminde ise asetaldehit
dehidrogenaz ve etanol dehidrogenaz enzimleri ile ger¢eklesmektedir (Jones ve Woods

1986).
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2.1.3.2 Seker tasininm

Solventojenik Clostridium’lar ¢ogalmalar1 ve biitanol {iretimleri icin cesitli karbon
kaynaklarin1 kullanabilmektedirler. Cesitli substratlar1 kullanirken salgiladiklar1 birgok
enzimle polimer yapidaki karbonhidratlart kullanabilecekleri seker monomerlerine
parcalayabilmektedirler. Bu enzimlerden oa-amilaz, o-glukozidaz, p-amilaz, p-
glukozidaz, glukoamilaz, pullulanaz ve amilopullulanaz 6nemli olanlar1 olusturmaktadir

(Ezeji vd. 2007).

Uretilen monosakkaritler hiicre icine spesifik membrana bagl tasima sistemleriyle
tasinmaktadir. 40 yildan fazla bir zamandan beri karbohidratlarin Clostridium’ larda
hiicre i¢ine tasiniminda fosfoenol priivat-seker transferaz sisteminin (PEP-PTS) 6nemi
bilinmektedir (Togney ve Mitchell 2007). Bu sistem PEP’in, fosfat grubunun sekere
taginiminda rol almaktadir (Lee ve Blaschek 2001).

Mitchell (1998), glikoz ve frikktoz fosforilasyonunun PEP tarafindan desteklenmesi,
sekerin hiicre icine aliniminda PTS sisteminin varligin1 gosterirken galaktozun
kullanimi1 ise PTS nin olmadig1 bir tasima sisteminin varligin1 gosterdigini, galaktozun
hiicre i¢ine alinmasinin PEP’nin yerine ATP tarafindan desteklenen bir tasima
sisteminin varliginda gerceklestigini bildirmistir. Baz1 Clostridium’larda bu iki sistem
de ayni anda bulunmaktadir. Bunu Lee ve Blaschek (2001), yaptiklar1 bir calismayla
saptamislardir, C. beijerinckii BA 101 ve C. beijerinckii 8052 glikozun hiicre igine
taginimi, iki sistemi de igerirken, ATP bagimli sistem solventojenik fazda baskin hale
gelmekte ve PTS baskilanmaktadir. Glikoz taginimi sirasinda solventojenik fazda HPr
proteininin ve Enzim I’in dusiik aktivite gdstermesi, PTS’nin baskilanmasina neden

olabilecegini diisiindiirmektedir.

Ayrica asidojenik fazdan solventojenik faza geg¢ilmesinde bir¢ok faktor rol

oynamaktadir ( Long vd. 1984 ).
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2.2 Solvent Uretimini Etkileyen Faktorler

2.2.1 Ortam pH"1

Biitanol fermentasyonun stirdiiriilebilirligi i¢in pH 6nemli faktorlerden biridir. ABE
fermentasyonu asidojenik ve solventojenik olmak iizere iki agamada gergeklesmektedir
(Jones ve Wood 1986). Asidojenik faz 6nce gerceklesmekte ve bu asamada organik asit
iiretimi (asetik asit ve biitirik asit) ger¢eklesmektedir. Olusan asetik ve biitirik asitler
besiyerine gecerek ortam pH’nin diismesine neden olmaktadir. pH’ daki diisme kritik
bir degere ulastiginda solventojenik faz olarak bilinen ikinci asama baglamaktadir.
Solventojenik fazda, ilk asamada olusan organik asitlerin aseton ve biitanole doniisiimii
ger¢eklesmektedir (Wall vd. 2008). Bununla birlikte, solventojenik fazin baglamasini
kiiltiirel ve makroskopik gibi parametreler de etkilemektedir (Girbal ve Soucaille 1998).
Long vd. (1984), C. acetobutylicum P262 ile gerceklestirilen biitanol fermentasyonunda
4 g/I’yi asan asit konsantrasyonunun hiicre boliinmesini ve solvent olusumunu inhibe
ettigini belirtmiglerdir. Solvent olusumu c¢ogunlukla ortamdaki dissosiye olmamis
biitirik asit konsantrasyonunun 1.6-1.9 g/L. arasinda oldugunda baglamaktadir (Monot

vd. 1984).

Endiistriyel AB fermentasyonunda da pH oOnemli bir parametredir. Yapilan bir
calismada P2 besiyerinde C. beijjerinckii BA101 ile gergeklestirilen AB
fermentasyonunda, mikroorganizma ¢ogalmasi i¢in ortam pH’1 yaklasik olarak nétr
(pH 6.8) diizeydeyken fermentasyon baslatilmis, organik asit olusumuna bagl olarak
pH’in optimum degere (pH 5.0-5.5) diismesi solventojenik fazin baslamasini
tetiklemistir. Kesikli kiiltiirde C. beijerinckii BA101 tarafindan P2 besiyerinde
gergeklestirilen fermentasyonda ise besiyeri pH optimum oldugundan, pH’a disaridan
miidahaleye gerek duyulmadan solventojenik faz baslamistir, ancak kemostat

besiyerlerinde pH’nin optimum degere ayarlanmasi gerekmektedir (Ezeji vd. 2003).

Glikoz limitli stirekli kiiltiirde C. acetobutylicum ile gergeklestirilen fermentasyonda pH
notr olarak baglatildiginda ortamda asetat, biitirat, karbondioksit ve hidrojen

fermentasyon triinleri olarak meydana gelmistir. Fermentasyon ortamina 20-80 mM
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diizeyinde biitirik asit ilavesi yapilarak ortam pH’1 5 degerinin altina disiiriilmiis, sonug
olarak aseton ve biitanol olusumunun basladig1 goriilmiistiir. Fermentasyon siirecinde C.
acetobutylicum i¢in glikoz limitli siirekli kiiltiirleme sisteminde optimum pH 4.3 olarak

belirlenmistir (Bahl vd. 1982a).

- Asidojenik asama {irlinleri;

Asidojenik fazda iretilen organik maddeler fermentasyonda ihtiyag duyulan ATP’in
tiretimi icin elektron alicis1 olarak rol oynarlar. Dissosiye olmamis biitirat ve asetat gibi
organik asitler hiicre membraninda bosluklar agarak ortamda bulunan protonun hiicre
icine almmasimi saglamaktadirlar (Kell vd. 1981). Protonlarin hiicre igine alinmasi
sitoplazmanin pH’n1 diisiirmekte, asidojenik fazdan solventojenik faza gecilebilmesi
icin dissosiye olmamis organik asitlerin  (asetik asit, biitirik asit) hiicre icindeki
konsantrasyonu 42 mM’dan daha yiiksek olmasi gerekitigi, biitirik asitin
konsantrasyonu en az 13 mM olmasi gerektigi bildirilmistir (Terracciano ve Kashket

1986).

Ortamdaki organik asitler sadece membran gegirgenligine ve pH {izerine etki etmesi
sonucu solventojenik fazin baglamasini saglamanin yani sira ortamdaki biitirat ve asetat
konsantrasyonunun artmasi sonucunda biitiril CoA, biitiri fosfat, asetil CoA ve asetil
fosfat konsantrasyonunun artmasini sagladigi saptanmistir (Gottwald ve Gottschalk
1985). Bunun sonucunda ortamda azalan fosfat ve Co A solventojenik faz i¢in gereken
enzimleri tetiklemesi sonucu solventojenik fazin bagladig belirlenmistir (Terracciano ve

Kashket 1986).
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2.2.2 Sicakhk

Solvent iireten Clostrdiumlarda biitanol iiretimi i¢in gereken optimum sicaklik 30 °C ile
37 °C arasinda degismektedir. C. acetobutylicum NCIB 8052 i¢in optimum gelisme
sicakliginin 35 °C oldugu belirtilmistir. Kesikli kiiltiir sisteminde 25 °C ile 40 °C
sicaklik dereceleri arasinda C. acetobutylicum NCIB 8052 susunun geligsmesi
incelendiginde; sicaklik arttikca solvent iiretiminin azaldigi goriilmiistiir. Sicaklik
degisiminin, biitanol {iretim miktarin1 degistirmemesine karsin, toplam solvent
miktarinda azalmaya neden oldugu, toplam solvent miktarindaki azalmanin, aseton

miktarindaki azalma ile agiklanabildigi belirtilmistir (McNeil ve Kristiansen 1985).

Mikroorganizmalar diisiik ve yiiksek sicakliklara karsi hiicre membraninda, lipid
kompozisyonunda degisiklile adapte olmaktadirlar. Mikroorganizma, disik
sicakliklarda hiicre membranindaki lipidlerin doymamis yapiyr degistirerek tepki
gosterir (Laczko-Dobos ve Szalontai 2009). C. acetobutylicum ATCC 824 susunun, 22
°C, 37 °C ve 42 °C sicakliklarinda ve % 0-1.5 araliinda degisen biitanol
konsantrasyonlarindaki hiicre gelisimi incelendiginde, 22 °C sicaklik degerinden 37 °C
sicaklik degerine dogru gidildikge biitanoliin, hiicre membraninda sebep oldugu
stvilagtirma etkisi ile hiicre gelisimi inhibisyonunun 6niine ge¢ildigi saptanmistir. 37 °C
sicaklik degerinden 42 °C sicaklik degerine dogru gidildiginde ise biitanoliin, hiicre
gelisimi iizerindeki olumsuz etkisinin arttig1 tespit edilmistir. Diisiik sicakliklarda hiicre
membraninin yapisindaki doymus yag asidi bilesiminin doymamis yag asidi bilesimine
oraninin artmasindan dolay1 biitanoliin, hiicre membranin1 sivilastirarak hiicre
gelisiminin  engellenmesinin  Oniine gecilebilmektedir. Yiiksek sicakliklarda ise
sicakligin doymus yag asitleri lizerindeki etkisinden dolay1 biitanoliin olumsuz etkisi

tetiklenmektedir (Baer vd. 1987).
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2.2.3 Biitanoliin toksik etkisi

Solvent iiretiminde ekonomik {iretimi engelleyen en Onemli smirlayici faktor,
fermentasyon sonucu olusan solventtir. Ortamda biitanoliin birikmesi sonucu
membrandan  ATP’in, protonlarin, elektronlarin, RNA ve protein gibi
makromolekiillerin gegisi etkilenmektedir (Tomas vd. 2003). Solvent birikimi sonucu
membrandaki bu olumsuz etkilerden dolayi, solvent iiretimi i¢in gerekli enzimlerin
aktivasyonu, hiicre icine glikozun alinimi ve hiicre i¢ci pH’nin olumsuz etkilenmesi

sonucu solvent Uiretimi sinirlandirilmaktadir.

Biitanoliin toksik etkisi, hidrofobik yapisi ile iliskilendirilmektedir. Biitanol, uzun
zincirli alifatik alkollerle birlikte hiicre membraninda bulunan fosfolipidlerin yapisini
bozabilmektedirler. En fazla dort karbonlu olan kisa zincirli alkoller, agil zincirinin
arasina girerek veya hareketlerini sinirlandirarak membranin donmasina ya da
katilagsmasina sebep olurken uzun zincirli alkoller (4 karbondan 9 karbona kadar)
fosfolipid gruplarina baglanarak ve acil gruplar1 arasindaki uzakligi arttirarak
membranin  sivilagmasina  sebep  olmaktadirlar (Baer vd. 1987). Disik
konsantrasyonlardaki biitanoliin (<5 g/L), C. acetobutylicum bakterilerinde membranin
akigkanligina etkisinin olmadigi, ancak yiiksek konsantrasyonlardaki biitanoliin (10
g/litre) membranin lipid yapisinin akiskanligint % 20’den % 30’a yiikseldigi
bildirilmistir (Vollherbst vd. 1984).

Bir¢ok mikroorganizmada oldugu gibi Clostridium’larda da hiicre disinda meydana
gelen toksik etkilerden korunabilmek i¢in hiicre membrani bir adaptasyon siireci
gecirmektedir. Bu adaptasyon siiresince membran bilesimi degismekte, membrandaki
doymus/doymamis yag asidi orani artmaktadir (Tomas vd. 2003). Hiicre membraninin
biitanole kars1i gostermis oldugu bu savunma mekanizmasi ortamda sicaklik artisi

sonucu goriilen degisimle ayn1 olmaktadir (Jones ve Woods 1986).

Biitanoliin toksik etkisi sadece membranda meydana getirdigi olumsuz etkilerle

sinirlandirilmamaktadir. Tomas vd. (2003), hiicre membraninin biitanol toksisitesine
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kars1 gosterdigi tepki sicakliga karsi gosterdigi tepkiyle benzerlik gostermesinden dolay1
1s1 sok proteinleri (ISP) olarak bilinen stres proteinlerinin de solvent iiretimini

engelledigini savunmuslardir.

2.2.4 Besin kaynagindaki sinirlamalar

Fermentasyonla solvent {iretimi i¢in en substrat glikozdur. Ortamdaki glikoz miktar
fermentasyonun asidojenik ya da solventojenik olmasini belirleyen 6nemli bir faktordiir.
Diisiik konsantrasyonlardaki glikoz (% 0.5-1) asidojenik fazi tamamlamaya yetmekte,
bu nedenle, fermentasyon sonunda sadece asetik asit ve biitirik asit iiretilmektedir.
Asetik asit ve biitirik asit tretilirken, ATP kullanilirken, olusan asitlerden solvent
iretimini  gergeklestirecek enzimlerin aktivasyou i¢in gereken ATP ortamda
karsilanamadigindan, glikoz limitli bir ortamda C. acetobutylicum tarafindan sadece

asidojenik bir fermentasyon gergeklestirilebildigi agiklanmistir (Monot vd. 1982).

ABE fermentasyonu i¢in O6nemli diger bir besin ise azottur. Siirekli kiiltiirde C.
acetobutylicum  glikoz veya nitrojen limitli ortamda solvent iiretimini
gerceklestirememekte, bu ortamda kiiltiir solvent iiretebilme ve sporlanma yetenegini
kaybetmektedir (Gottschalk ve Morris 1981). Kesikli kiiltiirde ise, C. acetobutylicum
P262 ile gerceklestirilen fermentasyonda ortamda bulunan azotun giderek azaltilmasi ile
tiretilen solventin ve harcanan glikoz miktarinin azaldig1 anlagilmistir. Ortamdaki azot
miktar1 9.0 mM’dan daha az konsantrasyona diistiigiinde ortamda bulunan glikozun iigte
biri tiiketilmektedir ve bu tiketim ile gerceklesen fermentasyon sonucunda

solventojenik faza gegilememektedir (Long vd. 1984).

Demir-sinirli  bir ortamda kesikli ve siirekli kiiltirlerde, ortamdaki demir
konsantrasyonu 10 pM’in iizerine c¢iktiginda C. pasteurianum’un gelisiminin
engellendigi, 5.7-8.7 uM demir iyonu bulunan besiyerinde gelisebildikleri anlagilmistir.
Demir konsantrasyonun 5.7 pM olmasi durumunda ise daha ¢ok laktat olustugu (77
mol/100 mol glikoz) ve bu kosullarda solvent iiretimi olusamadigi saptanmistir

(Dabrock vd. 1992).
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Fosfat-simirli  bir ortamda, 0.74 mM fosfatli kosuldak  siirekli kiiltiirde, C.
acetobutylicum fermentasyonda ana iirlin olarak aseton, biitanol ve etanol iiretimini
olusturdugu, 300 mM glikoz igeren ortamda ise 130 mM biitanol ve 74 mM aseton
olusturdugu belirtilmistir ve ¢ogalmanin sinirlandirilabilmesi i¢in en uygun bilesigin

fosfat oldugu belirlenmistir (Bahl vd. 1982b).

Lai ve Traxler (1994), fosfat ve azot sinirlt ortamda C. acetobutylicum’™un gelismesini
incelemislerdir. Bu ¢alismada C. acetobutylicum’ un solvent olusturmadigi, ancak, iki
asamal1 stirekli kiiltiirde, ilk asamada sadece azot sinirlandirmasina gidildiginde, daha
cok asit olustugu, ikinci asamada ise birinci asamadan gelen yeterli miktardaki glikoz ve
azotun yani sira fosfat smirlandirmasma gidildiginde solvent iiretiminin arttig

gorilmistir.

Magnezyum, bakterinin hiicre duvarinda yer almasmnin yami sira ribozomlarda
bulunmasi gereken ve bir ¢ok enzimin kofaktorli olmasindan dolay1 fermentasyon igin
siirlayicr niteliktedir (Alshiyab vd. 2008). Yapilan bir stirekli kiiltlir ¢alismasinda,
diisiik diliisyon hizinda (D: 0,06 ) magnezyum smirli ortamda C. acetobutylicum
NCIMB 8052 susunun gerceklestirdigi fermentasyon sonucunda, yliksek  hiicre

yogunlugu ve solvent iiretimine ulasildig belirtilmistir (Stephens vd. 1984).

2.2.5 Kiiltiir Dejenerasyonu

Dejenerasyon, solventojenik Clostridium’larda sporlanma veya AB iiretim yeteneklerini
kaybetmeleriyle sonu¢lanmaktadir. Vejetatif formda bulunan hiicreler ve 1s1 soku
uygulanmis sporlar kiyaslandiginda vejetatif formda bulunan Clostridium’ larla
baslatilan fermentasyonda hiicrelerin dejenerasyona ugradigi anlagilmistir (Ezeji ve
Blaschek 2008). Kashket ve Cao (1995) de, dejenerasyon ile ilgili durumlar1 maddeler
halinde agiklamiglar ve dejenerasyonun, logaritmik¢ogalma sirasinda ortamin asiri

asitlenmesinden dolay1 ortaya ¢ikabildigini bildirmislerdir.
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C. beijerinckiii NCIMB 8052 susunun, glikozu asetik asit ve biitirik asite fermentasyonu
sirasinda, hizli gelisme nedeniyle olusan yiiksek asit konsantrasyonu nedeni ile solvent
iiretimi i¢in gereken enzimlerin inhibe oldugu anlasilmistir. Bunun sonucunda, ortam
pH’nin bakterisidal etkiyi artirmasi ile hiicre solvent olusumunu ve spor olusumunu
baslatamamistir. C. beijerinckiii NCIMB 8052 susu, solventojenik genleri iceren
plazmidlere sahip olmadigindan solventojenik gen kayiplarina ugradigi belirtilmistir.
C. beijerinckiii NCIMB 8052 susunun transpozon mutantinin dejenerasyona dayanikli
olmas1 ve kromozal DNA’ da diizenleyici bir genin oldugunu gostermis,bu diizenleyici
genin etkisigenin alinmasiyla, C. beijerinckiii NCIMB 8052 kemostat ¢ogalmada geri

doniisiimsiiz olarak dejenere olmasi ile anlasilmistir (Chen ve Blaschek 1999).

Yapilan ¢aligmalarda, dejenerasyonun farkli suslarda farkli sonuglar verdigi, 6rnegin; C.
beijerinckii NCIMB 8052 susu dejenere oldugunda spor olusturabilme ve solvent {iretim
yetenegini kaybederken, C. acetobutylicum ATTC 824 susunun, uzun bir gelisme siireci

sonucunda solvent iiretim yetenegini kaybettigi aciklanmistir (Ezeji ve Blaschek 2008).

Kesikli kiiltiirde, dejenere olmayan hiicrelerin hizli degismelerine karsin dejenere olan
hiicreler daha baskindir. Bunun sebebi ise dejenere olmayan hiicrelerin degisimin
baslamasiyla boliinmeyi birakmasidir. Ancak, dejenere hiicreler boliinmeye devam
etmektedir. Siirekli kiiltiirde ise dejenere hiicreler kiiltiiriin bitmesi durumuna karsin
birikim egilimi gostererek kesikli kiiltiirde de oldugu gibi dejenere olmayan hiicrelere

gore baskin duruma gelirler (Kashket ve Cao 1995).

Ortama sodyum asetat ilavesi ile dejenerasyonun engellenebildigi, sodyum asetat
ilavesiyle hiicrelerin asetatin solvente doniisiimiinii gerceklestirebildigi ve dejenere
hiicrelerin ~ ortamdaki yogunluklarini azaltabilmesi sonucunda  yiiksek
konsantrasyonlarda solvent {iretimi saglanabildigi agiklanmistir (Chen ve Blaschek

1999).
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2.2.6 Endospor olusumu

Clostridium’larda asidojenik fazda goriilen baskin morfolojik yapi, cubuk sekilli
vejetatif formdur. Asidojenik fazda, asit {iretimi artttkca ve pH doniim noktasina
yaklasildikca ortamda bulunan hareketli vejetatif hiicrelerin hareketinde azalma
basladig1 anlagilmigtir. Hareketliligin azalmas ile hiicre graniiloz biriktigi, bu asamay1
endospor olusumu ic¢in ana hiicrenin i¢inde bogumlanmasinin izledigi belirtilmistir

(Schuster vd. 1998).

Spor olusumunun, asidojenik fazdan solventojenik faza gecis sirasinda basladigy,
solventojenik fazin baslatilmasinda spor olusumu i¢in gerekli olan SpoOA geninin
aktivasyonu ile solvent iiretimi i¢in gerekli genlerin indiiklenmesi arasinda bir iligki
bulundugu, spor olusumu ig¢in gerekli olan Spo0A geninin ilk olarak Bacillus
substitilis 'ten izole edildigi, Clostridiumlarda ise bu genin mevcut olmasi Spo0A ve
solventojenik genler arasindaki iligkinin tespit edilmesinde ©onemli rol oynadigi
saptanmistir (Ezeji ve Blaschek 2008). Spo0A geninin Clostridium’ larda solvent
tiretimi tizerine etkisi incelendigi bir arastirmada, Spo0A geninin inaktivasyonu ile C.
acetobutylicum ATCC 824 susunun spor olusumunun engellenmesinin yani sira, aseton
ve biitanol liretiminde anag susa gore % 94 azalma goriilmiistiir. Spo0A geninin, solvent
tiretim genlerinin ve spor olusumu i¢in gerekli genlerin transkripsiyonunda gerekli olan

diizenleyici protein oldugu belirtilmistir (Harris vd. 2002).

C. beijerinckii NCIMB 8052°nin Spo0A geninin inaktivasyonu ile spor olusumunun
yant sira solvent olusumu da engellendigi, solvent iiretiminden sorumlu adc ve ptp

genlerinin dogrudan Spo0A geni ile kontrol edildigi agiklanmistir (Ravagnani vd. 2000).

Clostridium’larda spor olusumunun baslamasi i¢in Spo0A4 geninin aktif hale getirilmesi
gerektigi, Spo0A’nin Clostridium lardaki aktivasyon mekanizmasinin ise heniiz
bilinmedigi agiklanmistir. Ancak, Bacillus subtilis susunda sporlanmay1 baglatan gen ile
benzer gen dizilimini gosterdiginden, Bacillus subtilis’deki gibi Spo0A geninin

aktivasyonu i¢in biitirilfosfat ve kinaz fosforilasyonuna ihtiya¢ duyuldugu agiklanmistir.
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B. subtilis’te spor olusumunun baglamasi i¢in gerekli olan kinaz fosforilasyonunda,
hiicre i¢i ve hiicre dis1 sinyallerin algilanmasinda bes farkli algilayici histidin- kinaz
bulundugu anlasilmistir (Piggot ve Hilbert 2004). Ancak, kinazlarin baglandig1 gruplar,
belli olmadigindan orfan kinaz olarak adlandirilmaktadir ve bu enzimin C.
acetobutylicum’da da alt1 farkli tipinin bulundugu anlasilmigtir. Bunlarin dort tanesinin
Spo0A’nin aktivasyonunda gorev yaptigt aciklanmistir (Paredes vd. 2005). Clostridium’
larda biitirat kinaz, biitiril fosfat1 biitirata ¢evirerek, SpoOA’nin aktif hale gelmesini
onledigi, biitirat kinaz geni (buk) inaktif duruma getirilmis C. acetobutylicum
mutantinda, biitirat olusumunda azalma ve buna paralel olarak spor olusumunun daha
erken baslamasiyla solvent konsantrasyonunda artma oldugu goriilmiistiir (Harris vd.

2000).

C. acetobutylicum P262 susunun, erken spor olusturan (graniiloz olusturmayan) SpoA2
mutantr, ge¢ spor olusturan (graniiloz olusturan ve endospor olusumundan Once
bogumlanma asamasi uzun siiren) SpoB mutantinin ve anag¢ sus ile gerceklestirilen
kesikli kiiltiirde, ABE fermentasyonunda SpoA2 mutantinin 7.89 g/L solvent iiretimi ile
en fazla iiretimi gergeklestirdigi anlagilmistir. Erken spor olusturan mutantin daha fazla
substrat tiiketirken, solvent iiretiminin de daha fazla oldugu belirlenmistir (Largier vd.

1985).

2.2.7 Hiicre ici pH

Bir¢ok mikroorganizma hiicre i¢i pH hiicre dis1 pH’a gore belirli bir aralikta sabit
tutulabilmektedir. Solvent iiretimini gerceklestiren Clostridiumlar asidojenik fazda
zay1f asitler olan biitirik ve asetik asit olusturmakta, bu zayif asitlerin dissosiye olmamis
formlar1 hiicre membranindan rahatlikla gecebilmekte ve hiicre dis1 pH ile hiicre i¢i pH
arasinda bir denge olusmaktadir. Hiicrede hiicre i¢i ve dis1 pH arasindaki pH aralig
(ApH) yaklasik olarak 1°dir. Clostridium’larda asit iiretiminin artmasi sonucu, ortam <
pH 5 oldugunda, hiicre i¢i pH’in 5,5’in altina diismedigi anlasilmistir (Gottwald ve
Gottschalk 1985).
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Hiicre i¢i pH ATPaz enzimi ile control edilebilmektedir. Bu enzim ATP kullanarak
ortamda bulunan H' iyonlarinin hiicre disina aktararak hiicre i¢i pH’1m1 dengelemekte,
eger C. acetobutylicum bakterileri protonlarin hiicre disina gonderebilmesi i¢in gerekli
ATP’yi iiretemezlerse, hiicre i¢i pH’ nin beklenmedik sekilde diisebildigi anlagilmistir
(Bowles ve Elefson 1985).

ATPaz aktivitesinin hiicre i¢i pH’1 kontroliindeki roliinii géstermek icin yapilan bir
calismada, ATPaz inhibitorleri kullanilmistir (Huang vd. 1986). ATPaz inhibitorleri
kullanildiginda hiicre i¢i pH diisiik diizeylere geriledigi, ancak pH ¢ok fazla diistiigiinde
devreye, baska mekanizmalar ile rubredoksinin diisiik pH’da proton taginimini

gerceklestirdigi belirlenmistir (Marczak vd. 1984).

Yapilan bir arastirma ile asidojenik fazin sonunda ortam pH’1 en diisiikk diizeye
geldiginde C. acetobutylicum ApH degerinin 0.9-1.5 arasinda oldugu, ortam pH’nin
diismesine karsin ApH 1.2 diizeyinde kaldigi, hiicre dis1 pH’1n diismesi sonucu hiicre i¢i
pH, ApH degerine gore degisim gosterdigi bildirilmistir. ATCC 4259, ATCC 842,
DSM 1731 suslart icin sirasiyla hiicre i¢i pH degerleri 6.2, 6.0 ve 5.6 degerlerinin
belirlendigi bu calismada, degerlerin farkli olmasi mikroorganizmalar i¢in solvent
tiretiminde farkli optimum pH degerlerinin bulundugu saptanmistir (Gottwald ve

Gottschalk 1985).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Caligsmada kullanilan patatesler, bolgesel pazarlardan saglanmistir.

3.1.1 Mikroorganizmalar

Calismada kullanilan Clostridium beijerinckii DSM 6422, Clostridium acetobutylicum
DSM 1731, Clostridium acetobutylicum DSM 792 ve Clostridium acetobutylicum DSM
6228 suslar1 Ankara Universitesi Gida Miihendisligi Boliimii koleksiyonundan
saglanmistir. Clostridium roseum susu ise tez caligmasinda kullanilan patateslerden

izole edilerek tanimlanmuistir.

3.1.2 Kullanilan Besiyerleri

TGY -Broth

Bilesimi agagida verilen besiyeri damitik su ile 1 L’ye tamamlanarak hazirlanmistir.
-30 g tripton

-20 g glikoz

-10 g maya oziiti

-1 g sistein- HCL

-1 g resazurin

C. acetobutylicum DSM 6228 susu i¢in bu besiyerine 0.5 g/10 mL Cooked Meat

besiyeri (Merck, Germany) ilave edilmistir.
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PDA (Potato Dextrose Agar)

PDA (Oxoid, England) kat1 besiyeri anaerobik indikatér olarak kullanilan resazurin

coOzeltisinden litrelik ¢cozeltiye ImL ilave edilerek hazirlanmistir.

Fermentasyon Besivyeri

Patatesten ABE iiretmek i¢in, degisen oranlarda patates kullanilmistir. 1 L besiyerinde

100g, 200g, 300g ve 400 g patates kullanilmistir.

400g patates/L olan besiyerinde:

-1.5 g K,HPO4

-0.5 g FeSOq4

-0.5 g ZnSOy4

-0.5 g CaCOs (Merck, Germany)

-5 g Maya Ogziitii (Merck, Germany)

-1 g (NH4)2SO4 (merck, Germany)

-1 g Sistein-HCI1 (Merck, Germany)

-1 g Sistein-HCI + 2.5 g Glikoz (Merck, Germany)

Patates besiyerlerinde farkli pH degerlerinde denemeler yapilmis ve pH ayarlamalari

icin 1 N NaOH ve 1 N HCI ¢ozeltileri kullanilmistir

3.1.3 Besiyeri Sterilizasyonu
Calisma boyunca steril olarak kullanilmasi gereken tiim malzemeler, besiyerleri,

cozeltiler ve kimyasallar otoklavda (CL-40M Alp, Japain) 121 °C’de 15 dakika stireyle

sterilize edilmistir.

24



3.2 Yontem

Calismada kullanilacak olan patates, uygulanacak kimyasal ve mikrobiyolojik analizlere

kadar 4 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.1 Biitanol iireten bakterilerin izolasyonu

Biitanol tireten Clostridium’larin izolasyonu i¢in toprak,su, patates vb. kaynaklardan
aliman ornekler azot gazi altinda anaerobik kosullarda vida kapakli sizdirmaz tiiplerde
bulunan TGY sivi besiyerine ekilmis ve 72 saat siireyle 37 °C sicaklikta inkiibatorde
(Shellab, USA) inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonda gaz olusumu gdzlenen
tiiplerden Petri’lerdeki PDA kat1 besiyerine anaerobik ortamda siirme yontemi ile ekim
yapilip, anaerobik jar i¢inde 37 °C sicaklikta inkiibasyona birakilmistir. 48 saat
stiresince Petri’lerde olusan koloniler 10 mL’lik TGY s1v1 besiyerlerine alinarak ayni
kosullarda inkiibe edilmistir. Gelisme gosteren izolatlar basit boyama ve Gram boyama
yapilarak, hiicre morfolojisi incelenmis, hiicre morfolojisine gore Clostridium’lar ile
benzer yap1 gosteren izolatlar TGY si1vi besiyerine alinarak ¢cogalmalar1 saglanmis ve bu

islem en az iki kez tekrarlanmistir.

3.2.1.1 izolatlarin tammlanmasi

3.2.1.1.1 Koloni morfolojisi

PDA kat1 besiyerinde izolatlarin, siirme plak yontemine gore ekimleri gerceklestirilerek
37 °C’de anaerobik jar icerisinde 3 giin siireyle inkiibasyonu sonucu olusturduklar1 tek

koloniler incelenmis, koloniler opaklik, boyut, sekil, profil ve renk acgisindan

degerlendirilerek koloni morfolojileri tayin edilmistir.
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3.2.1.1.2 Basit boyama

Elde edilen izolatlarin hiicre sekillerinin belirlenmesi amaciyla ilk olarak basit
boyamalar1 yapilmistir. Bu amagcla, lam {izerine yayilan bakteri kiiltiirleri agik havada
kurutulduktan sonra alevden gecilmek suretiyle tespit edilmistir. Tespit isleminden
sonra lam lizerine Coomassie Brilliant Blue boya soliisyonu ilave edilip, 3-4 dakika
beklendikten sonra boya damitik su ile yikanmistir. Lam acik havada kurutularak
lizerine immersiyon yagi (Merck, Germany) damlatilarak 1000X biiyiitme giiclii 151k
mikroskobunda (CME Leica, USA) incelenmistir (Temiz 2000).

3.2.1.1.3 Gram boyama

Gram boyama, 18 saatlik inkiibasyon siirecinin ardindan bakteri kiiltiirlerinden 6ze
yardimiyla bir miktar alinarak lam iizerine yayillmis ve ag¢ik havada kurumasi
beklendikten sonra alevden gegirilerek tespit edilmistir. 60 saniye kristal viyole ile
muamele edildikten sonra lugol ¢ozeltisi ile yikanmis ve 60 saniye beklendikten sonra
5-10 saniye siiresince alkol ile olusan renk kompleksi giderilmistir. Lam tekrar damitik
su ile yikanmis ve {izerine karsit boya olarak safranin eklenmistir. 60 saniye safranin ile
muamele edildikten sonra boya damitik su ile yikanip lamin kurumasi beklenmistir.
Kurumus olan preparat, mikroskop altinda immersiyon yagi damlatilarak 100°liik
objektifle incelenmistir. Gram boyama sonucunda mavi-mor renkli bakteriler Gram
pozitif, pembe-kirmizi renkli bakteriler ise Gram negatif olarak degerlendirilmistir

(Aydin 2004).

3.2.1.1.4 Hiicre morfolojisi

Gram boyama asamasinda mikroorganizmalarin morfolojik durumu da incelenmistir.
Izole edilen bakterilerin sekilleri (kok ya da basil) belirlenmis, bakteri disindaki
mikroorganizmalar ise farklt morfolojileri ile ayirt edilerek calisma kapsamindan

¢ikartilmistir.
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3.2.1.2 DNA izolasyonu

Secilen izolatlarin DNA’ lar1 izolasyon kiti (Macherey-Nagel, NucleoSpin Tissue® Kit)

ile elde edilmistir.

3.2.2 Kullanilan besiyerleri

3.2.2.1 TGY s1v1 besiyeri

Hazirlanan sivi besiyeri 10 ml olacak sekilde sizdirmaz ve vida kapakli cam tiiplere
alinmugtir. Igerisinde besiyer bulunan tiipler 5 dakika siire ile azot altinda sogurulduktan

sonra kapatilmig ve 121 °C’de 15’ siire ile sterilize edilmistir.

3.2.2.2 Patates besiyeri

Patates besiyeri hazirlanmadan once besiyerinde kullanilacak patatesler yikandiktan
sonra parcalayicida 5 dakika siireyle piire haline getirilmistir. Piire haline gelmis olan
patates, hazirlanan farkli besiyerleri 100 mL’lik kahverengi siselere azot gazi altinda 50
mL’lik hacimlerde alinmistir. Cam siselere alinan besiyeri 5 dakika siire ile azot gazi
atmosferine tutulduktan sonra lastik tipa ve aliminyum kapak kullanilarak kapatilmig ve

121 °C’de 15’ siire ile sterilize edilmistir.

3.2.2.3 PDA besiyeri

PDA (Oxoid, England) kat1 besiyerinden hazirlanan besiyeri sterilize edildikten sonra

steril Petri’lere ortalama 15 mL olacak sekilde dokiilmiistiir.
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3.2.3 Aseton-Biitanol-Etanol (ABE) tayini
ABE tayini berraklagtirma isleminden sonra, gaz kromatografisinde (Schimadzu GC-

14B, Japan) yapilmistir. Gaz kromatografisinde 2 m uzunlugunda, i¢ ¢ap1 1/8 inch olan,

Chromosorb 101 (80/100 mesh) ile doldurulmus cam kolon kullanilmistir.

Orneklerin hazirlanmasi:

Alinan 6rnekler, gaz kromatografisinde analizden 6nce berraklastirilmistir ve bu amacla

asagidaki yontem kullanilmistir.

Carrez [ Cozeltisi: 15 g potasyum ferrosiyaniir (K4Fe(CN)e.3H,0) damitik suda ¢oziiliir

ve 100 mL’ye tamamlanir.

Carez Il Cozeltisi: 30 g ¢inkosiilfat (ZnSO4.7H,0) damitik suda ¢oziiliip 100 mL’ye

tamamlanir.

Islem:

Santrifiijj edilmis Ornegin berrak kismindan 1 mL 1.5 mL’lik Eppendorf tiipiine
alimmistir. Berraklagtirma amaciyla 6rnek iizerine 0.1 mL Carrez I ve 0.1 mL Carrez 11
cozeltileri ilave edilip her asamada dikkatlice karistirilmistir. Santrifiijde (Mikro 22R
Hettich Zentrifugen, Germany) 6.000 rpm’de ornekler 10 dakika siireyle santrifiij
edilmistir. Ustteki berrak kistmdan bir enjektdr yardimiyla (Hamilton, Reno, Nevada,
A.B.D.) 1 pL aliarak kolona enjekte edilmistir (Gapes vd. 1996 ). Degerlendirmede
kromatografik safliktaki aseton, etanol ve biitanolden (Merck, Germany) hazirlanan
standart ¢ozeltilerden her Olglim Oncesi kolona verilerek elde edilen sonuglardan

yaralanilmigtir
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Gaz kromatografisi calisma kosullari:

Kolon sicaklig: 160°C
Enjeksiyon sicakligr: 220°C
Dedektor sicakligl:  250°C
Tastyic1 gaz: Azot
Ornek miktari: 1 puL

3.2.4 Toplam seker tayini

Toplam seker tayininde, 6rneklerin hazirlanmasinda 1 mL 6rnege 9 mL saf su ilave
edilerek ornekler seyreltilmistir. Orneklere 1pL a-amilaz enzimi (Sigma, E.C.3.2.1.1)
ilave edilerek laboratavuar sicakliginda 2 saat bekletilmistir. Orneklere 5 pL
amiloglikozidaz enzimi (Sigma, E.C.3.2.1.3) ilave edilerek 55 °C’lik ornekler su
banyosunda 4 saat bekletilmistir. Bu siire sonunda laboratuvar sicakligina gelmesi
beklenen Orneklerin, toplam seker tayini, modifiye edilmis Miller yontemi’ne gore
(Forouhi ve Gunn, 1983) glikoz esdegeri indirgen seker olarak DNS (3,5-
Dinitrosalisilik asit) kullanilarak yapilmis ve absorbans degerleri spektrofotometrede

(Shimadzu UV-1700 Japan) belirlenmistir.

Cozeltilerin hazirlanisi:

DNS c¢ozeltisi: 10 g DNS, 10 g NaOH ve 1.6 g fenol 6nce bir miktar damitik su
igerisinde ¢oziilerek 1 L’ye litreye tamamlanir. Kullanilmadan 6nce, ¢ozeltinin her 100

mL’si i¢in % 0.1°lik sodyum siilfit ¢ézeltisinden 1 mL eklenmistir.

Rachelle c¢ozeltisi: 40 g sodyum-potasyum tartarat damitik suyla 100 mL’ye

tamamlanir.
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islem:

Hazirlanan 6rnekler damitik su ile yeterli oranda seyreltilir. Seyreltilmis drneklerden 1
mL alnip iizerine 2 mL DNS c¢ozeltisi ilave edilmis ve karistirilmistir. Sicak su
banyosunda 15 dakika bekletildikten sonra, olusan sari-kahve rengin stabilizasyonu igin
gerekli oranda seyreltilmis Ornek tlizerine 1 mL Rachelle tuzu ilave edilip tekrar
karistirtlmigtir. Laboratuvar sicakligina kadar sogutulduktan sonra iizerine 5 mL damitik
su ilave edilip tekrar karistirilmis ve spektrofotometrede 575 nm dalga boyunda ve

1s1kta saf suya karsi absorbans degerleri 6l¢iilmiistiir.

0-10 g/L glikoz iceren ¢ozeltiler yardimiyla dnceden cizilen standart egri kullanilarak

yapilmistir. (EK 1)
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Patatesten izole edilen ve biitanol iiretim yetenegine sahip mikroorganizmalarin tanila
testleri yapilmis ve izolatin gram boyama testi sonucunda mavi-mor renkli hiicreler
nedeni ile Gram pozitif oldugu belirlenmistir. Koloni morfolojisi incelendiginde ABE
tireten izolatin PDA kat1 besiyerinde koyu merkezli, 4-5 mm c¢apinda sar1 renkli
koloniler olusturdugu belirlenmistir. Hiicre morfolojisi incelendiginde izolatin ¢ubuk
sekilli ve spor olusturma yetenegine sahip hiicreler oldugu belirlenmistir. Tanimlama
testlerinin ardindan gergeklestirilen DNA izolasyonu sonucunda, DNA 16S rRNA gen
diziliminin % 95 benzerlik ile C. roseum susu oldugu tanimlanmistir. Anaerobik
fermentasyon kosullarinda C. acetobutylicum DSM 6228, DSM 1731, DSM 792,
C.beijerinckii DSM 6422 ve C. roseum suslarina ait 37°C inkiibasyon sicakliginda

olusturulan gelisme egrileri sekil 4.1'de verilmistir.

( 25 )
e 4
2 : + -
— - .
—~ 1,5
= —=—DSM 792
% —+—DSM 6422
=]
§ 1 —e—DSM 6228
b0
. —=— (. roseum
-
g_ 0,5 —e—DSM 1731
0 T T T 1
0 20 40 60 80

inkiibasyon Siiresi (saat)

\ y,

Sekil 4.1 Clostridium suslarina ait gelisme egrileri
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4.1 Farkhi Substrat Konsantrasyonlarinda ABE Uretimi
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Sekil 4.2 Farkli patates konsantrasyonlarinda, 37 °C sicaklikta ABE ve toplam solvent

olusumu
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Degisen substrat konsantrasyonunun ABE olusumuna etkisinin belirlendigi ¢aligmada,
litrede 50 g, 100 g, 200 g ve 400 g patates igeren besiyerinde en yiiksek biitanol ve
toplam solvent liretiminin, biitiin bakteriler icin 400 g patates iceren besiyerinde oldugu

saptanmustir (Sekil 4.1).

Daha yiiksek patates konsantrasyonlarinda ise yiiksek substratin neden oldugu
viskoziteden dolayr calismak miimkiin olmamistir. 400 g/L’ye kadar olan patates
konsantrasyonunda ABE iiretim miktarlar1 patates olarak artmistir. En diisiik substrat
konsantrasyonunun oldugu 50 g/L patates olarak hazirlanan besiyerinde bakterilerin
ABE f{iretim konsantrasyonlar1 incelendiginde C. acetobutylicum DSM 6228, C.
acetobutylicum DSM 1731, C. acetobutylicum 792 ve C. beijerinckii DSM 6422
suslarinin bu konsantrasyonda etanol {liretemedikleri saptanmistir. Elde edilen bu sonug
icin substrat limitli bir ortamda bu suslarin karbon kaynagi olarak kullandiklar
patatesten oncelik olarak aseton ve biitanol iiretim yoluna yoneldikleri sdylenebilir. C.
roseum susu ise 50 g patates/L olarak hazirlanmis olan besiyeri ortaminda etanol
iiretimi gerceklestirirken biitanol ve aseton iiretimi gerceklestirmedigi saptanmistir.
Aseton ve biitanol {iretimi i¢in Oncelikle asidojenik fazda asetik ve biitirik asit gibi
organik asitlerin olusumlarinin ardindan kritik pH degerine gelindiginde aseton ve
biitanol ¢evrimi baglamaktadir. Etanol iiretimi, biitanol ve aseton iiretiminden bagimsiz
olarak gerceklesmektedir. Etanol iiretimi ve biitanol liretimini birbirinden ayiran iki
onemli enzim s6z konusudur. Asetaldehit dehidrogenaz enziminin aktif hale gelmesi ile
etanol iiretimi baslatilirken biitiraldehit dehidrogenaz enziminin aktif hale gelmesiyle
biitanol iiretimi baglatilmaktadir (Jones ve Woods 1986). C. roseum susunun 50 g
patates/L besiyerinde sadece etanol iiretimi, substratin biitanol iiretimi ic¢in yetersiz

kaldigin1 gostermektedir.

33



4.2 Farkl inkiibasyon Sicakliklarinda ABE Uretimi
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Sekil 4.3 Farkli sicakliklarda 400 g/L patates besiyerinde ABE ve toplam solvent
olusumu
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Sicakligin solvent olusumuna etkisinin belirlendigi calismada, patates besiyerinde 5
farkli Clostridium susunun 30 °C, 33 °C, 35 °C, 37 °C ve 39 °C olmak tizere 5 farkl
sicaklik derecesinde 3 gilin inkiibasyon sonunda olusturdugu solvent oranlar
belirlenmistir. Sekil 4.3° de goriildiigii gibi denenen tiim inkiibasyon sicakliklarinda bes
susun da gelisebildigi goriilmistiir. Clostridium’ larin optimum gelisme sicakliklar1 35
°C ile 37 °C arasinda oldugu bilinmektedir (McNeil ve Kristiansen 1985). Tiim suslar
toplam solvent ve biitanol konsantrasyon yeteneklerine gore degerlendirildiginde, en

yiiksek 37 °C’de toplam solvent olusumu saptanmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1 Clostridium suslarinin 37 °C’deki biitanol ve toplam solvent tiretim

miktarlari
Bakteri Adlar Biitanol Miktar1 (g/L) Toplam Solvent Miktar1 (g/L)
C. roseum 4.23 332
C. acetobutylicum DSM 22.65
6328 15.02

C. beijerinckii DSM 6422 7.27 10.80
C. acetobutylicum DSM 792 8.41 12.25
C. acetobtltt7y31ilcum DSM 790 11.44

Fermentasyon sicakligi 37 °C’den 39 °C’ye yiikseltildiginde ABE iiretiminin azaldigi
gorilmistir. McNeil ve Kristiansen (1985), yiiksek sicakligin etkisi ile hiicre
membraninin lipid yapisindaki doymamis yag asitlerinin doymus yag asitlerine oraninin
artmasini, ortamda artan biitanol konsantrasyonunun hiicre membraninin yapisini
bozmasi ve hiicre gelisimini engellemesini solvent iiretim miktarindaki azalmanin

nedenleri olarak gostermistir.
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4.3 Farkli pH Degerlerine Sahip Besiyerilerinde ABE Uretimi
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Sekil 4.4 400 g/L patates besiyerinde 37° C sicaklikta degisen pH’ larda ABE ve toplam
solvent olusumu



Ortam pH’ sinin solvent olusumuna etkisinin belirlendigi caligmada, 5, 6, 7, 8, 9 ve 10
olmak lizere farkli pH degerlerinde Clostridium suslarina ait ABE iiretim grafikleri
belirlenmistir.Bu ¢alismada izole edilip tanimlanan, C. roseum susu ve C.
acetobutylicum DSM 1731 susu, baslangic pH degeri 7 olan besiyerinde en yiiksek
biitanol ve toplam solvent oranina ulagsmislardir. Soni vd. (1992), C. acetobutylicum
DSM 792 susunun 35 °C inkiibasyon sicakliginda, substrat olarak nisastanin kullanildig:
bir ¢alismada optimal gelismenin goriildiigli ve toplam solvent iiretimin gergeklestigi
pH degerinin 4.4 oldugunu bildirmislerdir. C. acetobutylicum bakterilerinin solvent
tiretimi icin amilolitik aktiviteye sahip oldugu bilinmektedir. Substrat olarak nisasta
kullanilan bir besiyerinde a-amilaz ve glukoamilaz enzimi salgilamaktadirlar. a-amilaz
ve glukoamilaz enzim iiretimin en yiliksek oldugu pH olan 4.4’te enzim aktivitesi
sebebiyle substrat kullanim1 ve solvent iiretiminin yiiksek oldugunu bildirmislerdir. C.
acetobutylicum DSM 1731 ve C. roseum suglart notral pH’da gelisme
gosterebilmektedir. Baslangic pH’nin 7 oldugu besiyerinde mikroorganizma diigiik
diizeyde de olsa o-amilaz ve glukoamilaz sentezi gerceklestirip ortamda
makromolekiiler yapidaki sekeri monomerlerine ayristirip solvent {liretimi i¢in gereken
asidojenik fazi baglatabildigi saptanmistir. Asidojenik fazin baglamasiyla, baslangicta 7
olan pH daha diisiik seviyelere inmektedir. Asidojenik fazdan solventojenik faza
gecilebilmesi i¢in ortam pH’nin optimal degerleri 5.0-5.5 arasinda olmasi gerektigi
bildirilmistir (Bahl vd. 1982a, Ezeji vd. 2003). C. acetobutylicum DSM 6228, C.
acetobutylicum DSM 792 ve C. beijerinckii DSM 6422 suslar ise farkli baslangic
pH’larindaki ortamlardaki gelisme ve solvent {iretim oranlari incelendiginde pH 9’da en
yiiksek biitanol ve toplam solvent iiretiminin olustugu anlasilmistir. Yan ve Chen
(1990), C. beijerinckii NRRL B592 (C. beijerinckii DSM 6422) ile gerceklestirdigi
caligmada, optimal ABE gelisme yeteneginin pH 7°de oldugunu bildirmislerdir. Bu
calismada, pH 9’da inkiibasyon sonundaki C. beijerinckii DSM 6422’nin ABE
degerlerine bakildiginda 3.34 g/L aseton, 0.15 g/L etanol ve 8.76 g/L biitanol iiretimi
gergeklestirdigi belirlenmistir. pH 7’de gergeklestirilen iiretim sonucunda ise aseton
3.73 g/L, etanol 0.17 g/L ve biitanol 7.48 g/L olarak oOl¢iilmiistir ve pH 9’da
gerceklestirilen fermentasyon sonucu sadece elde edilen biitanol miktarinin daha yiiksek

oldugu goriilmektedir.
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Yan ve Chen (1990), C. beijerinckii NRRL B592 ile ger¢eklestirdikleri ¢calismada asetil-
CoA’dan aldehit ve CoA’nin olusumunu katalizleyen aldehit dehidrogenaz (ALDH)
enziminin aktivitesinin pH 7’de en fazla oldugunu, ters reaksiyonunun yani
aldehitlerden asetil-CoA olusumunun ise pH 6.5’ten pH 9.5’a gidildikce enzim
aktivitesinin arttigini ifade etmislerdir. Beklenen miktarlarda aseton ve etanol olusumu
icin gerekli aldehitlerin pH 9’da daha aktif olan ALDH enziminin geri reaksiyonu
sebebiyle etanol ve aseton olusumunu engellemesinin ve geri reaksiyonla elde edilen
asetil-Co A’nin biitanol {iretimi i¢in kullanilmasmin, aseton ve etanol iiretiminin pH

9’da, pH 7’ye gore daha diislik olmasina yol acabilecegi seklinde yorumlanmastir.

C. acetobutylicum DSM 792 susunun optimal solvent iiretimi gergeklestirdigi pH
degerinin 4.4 oldugu bildirilmistir (Soni vd. 1992). Baslangicta fermentasyon pH 9°da
baslatilmis ancak, fermentasyon siirecinde asit olusumunun pH’1 diisiirmesi ile bu

degerin optimal pH degerine ulastig1 soylenebilir.

Bes farkli Clostridium susu i¢in olusturulan farkli pH degerlerindeki ABE iiretiminde
elde edilen sonuglarinin verildigi grafikte (Sekil 4.4), ortamin basglangi¢ pH degerlerinin
5 ve 6 oldugu fermentasyonlarda 72 saat sonunda elde edilen ABE
konsantrasyonlarinda, pH 7’de elde edilen degerlere gore oldukg¢a diisiik oldugu
gozlenmistir. Baslangic pH’ nin asidik olmasi nedeniyle asidojenik faz sirasinda olusan
asitlerin ortam pH’n1 daha da asidik duruma getirdigi, asidojenik fazdan solventojenik
faza gecilmesi i¢in gereken kritik pH degerinin 5.0-5.5 arasinda olmasi gerektigi
belirtilmistir (Ezeji vd. 2003). Bu kritik pH degerine gelindiginde ortamda asidojenik
faz sirasinda olusmus olan organik asitlerin aseton, biitanol ve etanole cevrimi
baslamaktadir. Bu nedenle, ortam pH’nin 7’den diisiik oldugu ortamlarda baslatilan
fermentasyonlarda asidojenik fazin kisa siirmesi nedeniyle, ortamda bulunan asidojenik
faz iriinlerinin konsantrasyonunun diisiik olmasi1 sonucu olusan solvent miktarinin da

diisiik degerlerde oldugu soylenebilir.
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4.4 Farkh Katkilar ile Hazirlanms Besiyeri Ortaminda ABE Uretimi

ABE iiretimin optimal olduguna karar verilen 400 g/L patates igeren besiyerinel.5 g/L
KoHPO,, 0.5 g/L FeSO4, 0.5 g/l ZnSO4, 0.5 g/L CaCO;, 5 g/L maya oziiti, 1 g/L
(NH4),SO4 ve 1 g/L sistein-HCI eklenerek her bir katkinin ABE iiretimi iizerine etkisi
incelenmistir. (NH4)>SO4 eklenen besiyerinde bakterilerin ABE iiretim miktarlari

incelenmis ve sekil 4.5°de verilmistir.
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Sekil 4.5 (NH4),SO, igeren patates besiyerinde, 37 °C sicaklikta ABE ve toplam solvent
olusumu

C. roseum susu katkisiz besiyeri ortaminda 4.60 g/L biitanol ve 5.28 g/L toplam solvent

tiretimi gergeklestirirken, amonyum siilfat i¢eren besiyeri ortaminda 4.81 g/L biitanol ve
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5.66 g/L toplam solvent iiretimi gerceklestirdigi belirlenmistir. Amonyum siilfat iceren
besiyerinde biitanol iiretiminin % 4.50 ve toplam solvent iiretiminin ise % 7.20 artig
gosterdigli ve ¢ok Onemli bir atis olmadig1 goriilmiistiir. C. beijerinckii DSM 6422
susunun katkisiz besiyeri ortaminda 5.32 g/L biitanol ve 7.91 g/L toplam solvent iiretimi
gerceklestirirken amonyum siilfat igeren besiyeri ortaminda 6.11 g/L biitanol ve 9.39
g/L. toplam solvent liretimi gerceklestirdigi belirlenmistir. Amonyum siilfat iceren
besiyerinde biitanol iiretiminin % 14.80 ve toplam solvent {iretiminin ise % 18.70 artmis
oldugu saptanmustir. C. acetobutylicum DSM 6228 susunun katkisiz besiyeri ortaminda
11.30 g/L biitanol ve 16.90 g/L toplam solvent iiretmis, amonyum siilfat iceren besiyeri
ortaminda ise 11.38 g/L biitanol ve 17.59 g/L toplam solvent iiretimi ger¢eklestirmistir.
Amonyum siilfat iceren besiyerinde biitanol {iiretiminin % 1 ve toplam solvent
tretiminin ise % 4.10 artmis oldugu belirlenmistir. C. acetobutylicum DSM 1731
susunun katkisiz besiyeri ortaminda 4.60 g/L biitanol ve 8.10 g/L toplam solvent iiretimi
gerceklestirirken, amonyum siilfat iceren besiyeri ortaminda 6.00 g/L biitanol ve 8.90
g/l toplam solvent {iretimi gerceklestirdigi belirlenmistir. Amonyum siilfat iceren
besiyerinde biitanol iiretiminin % 35 ve toplam solvent {iretiminin ise % 9.90 artmis
oldugu goriilmiistiir. C. acetobutylicum DSM 792 susunun katkisiz besiyeri ortaminda
9.01 g/L biitanol ve 13.37 g/L toplam solvent {iretimi gergeklestirirken, amonyum siilfat
iceren besiyerinde 7.55 g/L biitanol ve 11.77 g/L toplam solvent iirettigi goriilmiistiir.
Amonyum siilfat iceren besiyerinde biitanol lretiminin % 16.20 ve toplam solvent

tiretiminin ise % 12.10 azalmis oldugu belirlenmistir.

Elde edilen bulgulara gore, amonyum siilfat1 azot kaynagi olarak kullanan C. roseum, C.
acetobutylicum DSM 6228, C. beijerinckii DSM 6422 ve C. acetobutylicum DSM 1731
bakterilerinin amonyum stilfat bulunan ortamda, katkisiz besiyeri ortamina gore daha
yiiksek biitanol ve toplam solvent liretimi gerceklestirdikleri belirlenmistir. Wiesborn ve
vd. (1988), C. acetobutylicum ATCC 824 susunde izole ettikleri CoA transferaz
enziminin stabilitesini amonyum siilfat varliginda korudugunu bildirmislerdir. CoA
transferaz  enzimi, gelisme ortaminda olusan organik asitlerin  solventlere
dontstiirilmesi islemini baglatmada yer alan 6nemli bir enzim oldugundan, enzim
stabilitesinin saglanmasinin biitanol ve toplam solvent iiretim miktarint arttirdigi

yoniinde degerlendirmek olasidir. C. acetobutylicumm DSM 792 susunun amonyum siilfat
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iceren besiyeri ortaminda, biitanol ve toplam solvent liretim miktarinda azalma
belirlenmistir. Maya 0ziitii ilave edilen besiyeri ortaminda bakterilerin ABE {iretim

miktarlar1 incelenmis ve sonuglar sekil 4.6’da verilmistir.
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Sekil 4.6 Maya Oziitii igeren patates besiyerinde, 37 °C sicaklikta ABE ve toplam
solvent olusumu

C. roseum susu katkisiz besiyerinde 4.60 g/L biitanol ve 5.28 g/L toplam solvent tiretimi
gergeklestirirken, maya 0ziitli iceren besiyeri ortaminda 4.46 g/L biitanol ve 5.20 g/L
toplam solvent olusmustur. Buna gore maya 0ziitli iceren besiyerinde C. roseum susu
biitanol tretimini % 3 ve toplam solvent iiretimini ise % 1.50 oraninda azalttig
anlasilmistir. C. beijerinckii DSM 6422 susunun katkisiz besiyeri ortaminda 5.32 g/L

biitanol ve 7.91 g/L toplam solvent iiretimi ger¢eklestirirken, maya 0ziitii igeren besiyeri
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ortaminda 5.68 g/L biitanol ve 8.43 g/L toplam solvent iiretimi gerceklestirdigi
belirlenmistir. Bu sus ile yapilan g¢alismada amonyum siilfat ilavesi ile biitanol
tiretiminin % 6.80 ve toplam solvent {iretiminin ise % 6.70 artmis oldugu goriilmiistir.
C. acetobutylicum DSM 6228 susunun katkisiz ortamda 11.30 g/L biitanol ve 16.90 g/LL
toplam solvent olustururken, maya 6ziitli igeren ortamda 11.47 g/L biitanol ve 17.19 g/L
toplam solvent iiretimi gerceklestirdigi goriilmiistiir. Maya Oziitii ilavesi ile biitanol
tiretiminde % 1.50 ve toplam solvent {iretiminin ise % 1.70 oraninda bir artis oldugu
anlasilmistir. C. acetobutylicumn DSM 1731 susunun katkisiz ortamda 4.60 g/L biitanol
ve 8.10 g/L toplam solvent olustururken, maya 6ziitli ilavesi ile 6.30 g/L biitanol ve
9.20 g/L toplam solvent olusturdugu belirlenmistir. Maya 0ziitii iceren besiyerinde
biitanol iiretiminin % 37 ve toplam solvent {iretiminin ise % 13.60 artmis oldugu
saptanmis ve bu farkin ilave edilen maya 6ziitiinin aseton ve etanol iiretiminin degil de
biitanol iiretimini tesvik ettigi sonucuna varilmistir. C. acetobutylicum DSM 792
susunun katkisiz ortamda 9.01 g/L biitanol ve 13.37 g/L toplam solvent iiretimi
gergeklestirirken, maya 6ziitii igeren besiyeri ortaminda 9.65 g/L biitanol ve 14.42 g/L
toplam solvent tiretimi gergeklestirdigi belirlenmistir. Yapilan hesaplamaya gore maya
oOziitl ilave edilen ortamda biitanol {iretiminde % 7.10 ve toplam solvent iiretiminde ise

% 7.90 azalma oldugu anlasilmistir.

Maya 0ziitii siilfiir iceren aminoasitlerce fakir olmasina ragmen metionin hari¢ temel
aminoasitleri icermekte, ayrica tiamin (B1), riboflavin (B2), niasin, pridoksin (B6),
pantotenik asit, biotin ve folik asit gibi vitaminlerce de zengin bir katkidir (Stone 1998).
Maya oziitiinin igerigine bakildiginda C. roseum susunun gelisimi i¢in gerekli bircok
bilesigi icerdigi ve bu nedenle ABE iiretim miktarini arttirdigi sdylenebilir. Kasap
(2002), C. beijerinckii NRRL B593 susunun ¢ogalma sirasinda ortama ilave edilen
maya Oziitiinlin, bakteri i¢in 6nemli bir azot kaynagi oldugunu ve solvent {iretim
miktarini da arttirdigini bildirmistir.C. acetobutylicum DSM 792, DSM 1731 ve DSM
6228 ve C. beijerinckii DSM 6422 suslarinin maya 6ziitii bulunan ortamda biitanol ve
toplam solvent iiretim miktarlarinda artis oldugu belirlenmistir. C. roseum susu ise
maya 0Oziitii bulunan besiyeri ortaminda katkisiz besiyerine gore daha az biitanol ve

toplam solvent olusturmustur ve nedeni anlagilmamistir.
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K,;HPOy ilave edilen besiyeri ile ABE {iretimindeki degisim incelenmis ve sonuglar

sekil 4.7°de verilmistir.
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Sekil 4.7 K,HPOy4 igeren patates besiyerinde, 37 °C sicaklikta ABE ve toplam solvent

olusumu

C. roseum susunun katkisiz ortamda 4.60 g/L biitanol ve 5.28 g/L toplam solvent

olustururken, K;HPO, igeren ortamda ise 4.79 g/L biitanol ve 5.50 g/L toplam solvent

olusturdugu belirlenmistir. Anlasildigr gibi K;HPO4 igeren besiyerinde biitanol

iretiminde % 4.10 ve toplam solvent {iretiminin ise % 4.20 artmis oldugu

belirlenmistir. Ayn1 kosullarda C. beijerinckii DSM 6422 susunun katkisiz ortamda 5.32

g/L biitanol ve 7.91 g/L toplam solvent olusturmus, K,HPO, igeren ortamda ise 6.26

g/L biitanol ve 9.12 g/L toplam solvent diizeyine ulasmis ve biitanol {iretiminde % 17.70

ve toplam solvent liretiminde ise % 15.30 oraninda artis saglamustir. C. acetobutylicum

DSM 6228 susu ise katkisiz ortamda 11.30 g/L biitanol ve 16.90 g/L toplam solvent,

K,HPO,4 igeren ortamda ise 11.54 g/L biitanol ve 17.91 g/L toplam solvent
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olusturmustur. Buna bagli olarak, K,HPO, iceren ortamda biitanol {iretiminde % 2.10 ve
toplam solvent liretiminde ise % 6 artis olmustur. Sonuglara gore K,HPO, igeren
ortamda biitanol iiretiminin yani sira etanol iiretiminin tesvik edildigi sdylenebilir. Sekil
4.6’ dan anlasildig1 gibi C. acetobutylicum DSM 1731 susunun katkisiz ortamda 4.60
g/L biitanol ve 8.10 g/L toplam solvent olusturdugu, bu oran K;HPOj, iceren besiyerinde
5.70 g/L biitanol ve 8.40 g/L toplam solvent oranina ulagmistir. Bu kosulda K,;HPO4
ilavesi ile biitanol liretiminde % 23.90 ve toplam solvent iiretiminde %3.70 artis
belirlenmistir. Toplam solvent liretiminin artis yiizdesi ve biitanol {iretimi artis yiizdesi
arasindaki farkin yiliksek olmasinin sebebinin, K;HPO,4 igeren besiyerinde aseton ve
etanol iiretimine kiyasla biitanol {iretiminin tesvik edilmesi olarak yorumlanmistir. C.
acetobutylicum DSM 792 susunun katkisiz ortamda 9.01 g/L biitanol ve 13.37 g/L
toplam solvent diizeyine ulasmis, K;HPO, igeren besiyeri ortaminda 9.20 g/L biitanol
ve 13.86 g/L toplam solvent iiretimi gerceklestirmistir. Burada K,HPO, igeren
besiyerinde biitanol iiretiminin % 2.10 ve toplam solvent iiretiminin ise % 3.70 artmis

oldugu hesaplanmaistir.

Monot vd. (1982), C. acetobutylicum bakterisinin K kaynag: olarak KC1 kullanilan bir
caligmada 0.6-8 g/L oraninda KCI ialve edilen ortamda toplam solvent ve biitanol
tretimini tegvik ettigini, 12 g/ oraminda ise inhibe edici 6zellik gosterdigini
bildirmislerdir. Ezeji vd. (2003), C.beijerinckii BA 101 susunun siirekli fermentasyon ile
mineral ilaveli ortamda, substrat tiiketimini arttirdigini bildirmislerdir. Buna gore C.
roseum susu, C. acetobutylicum DSM 6228, 1731, 792 ve C. beijerinckii DSM 6422
suslariin ABE firetimlerinin 1.50 g/ K,HPO, iceren ortamda indiiklendigi sonucuna

varilmgtir.
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Bu ¢alismada, CaCOj; ilavesinin ABE firetimine etkileri de aragtirllmistir ve elde edilen

sonuglar sekil 4.8’de verilmistir.
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Sekil 4.8 CaCOs; igeren patates besiyerinde, 37 °C sicaklikta ABE ve toplam solvent

olusumu

Bu kosulda, C. roseum susunun katkisiz besiyeri ortaminda 4.60 g/L biitanol ve 5.28
g/L toplam solvent olustururken, kalsiyum iceren ortamda 4.46 g/L biitanol ve 5.10 g/L
toplam solvent olusturdugu belirlenmistir ve buna goére Kalsiyum ilavesininABE
olusumuna Onemli bir etkisinin olmadigi sonucuna varilmistir. Ayni kosullarda C.
beijerinckii DSM 6422 susu ile yapilan ¢alismada biitanol iiretiminde % 36 ve toplam

solvent liretiminin ise % 15 azalma oldugu belirlenmistir.

C. acetobutylicum DSM 6228 susu da katkisiz ortamda 11.30 g/L biitanol ve 16.90 g/L
toplam solvent, kalsiyum igeren ortamda 11.00 g/L biitanol ve 16.32 g/L toplam solvent
olusturdugu belirlenmistir. Kalsiyum ilavesi ile toplam solvent liretiminde 6nemli bir

degisim olmadig1 anlasilmistir.
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Kalsiyum ilavesi ile C. acetobutylicum DSM 1731 susu ile yapilan ¢alismada biitanol
tiretiminde % 19.60 artis ve toplam solvent iiretiminde ise % 2.50 azalma oldugu
belirlenmistir. C. acetobutylicum DSM 792 susu ile yapilan g¢alismada ise benzer
sonuglar elde edilmis biitanol oraninda % 16.40 ve toplam solvent oraninda ise % 5.80’
lik azalma oldugu belirlenmistir. Kanouni vd. (1998), C. acetobutylicum ATCC 824
susu ile yapilan caligmada organik asitler ile reaksiyona girerek ortam pH’nin 4.80’in
altina diismesine engel olmak i¢in gelisme ortamima COs" kaynag olarak ekledikleri 10
g/l CaCOs’1in organik asitler ile tepkimeye girerek substrat kullanimini ve biitanol
tiretimini arttirdigini bildirmislerdir. Buna gore bu g¢alismada elde edilen sonuglar
literatiirle uyum gostermemektedir. ilave edilen 0.50 g/L CaCOs’1n yetersiz oldugu ve

yiiksek miktarlarda etkili olabilecegi sonucuna varilmistir.

Sekil 4.9°daki grafikten anlasildig: gibi , C. roseum susu katkisiz besiyerinde 4.60 g/L
biitanol ve 5.28 g/L toplam solvent olustururken, ZnSQy ilaveli besiyeri ortaminda 4.27
g/L biitanol ve 4.92 g/L toplam solvent iiretimi gerceklestirdigi saptanmistir. Biitanol
iretim miktar1 % 7.10 ve toplam solvent miktarmin ise % 6.80 azalmis oldugu

belirlenmistir.
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Sekil 4.9 ZnSOgiceren patates besiyerinde, 37 °C sicaklikta ABE ve toplam solvent
olusumu
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Ayni kosullarda, C. beijerinckii DSM 6422 susu katkisiz besiyerinde 5.32 g/L biitanol
ve 7.91 g/L toplam solvent iiretirken, ZnSOj igeren besiyeri ortaminda 1.91 g/L biitanol
ve 3.09 g/L toplam solvent iiretimi gerceklestirmistir. Biitanol {iretim miktarinin % 64
ve toplam solvent iiretim miktarinin % 61 oraninda azalmis oldugu saptanmistir. C.
acetobutylicum DSM 6228 susunda ise katkisiz besiyeri ortaminda 11.30 g/L biitanol ve
16.90 g/L toplam solvent iiretimi gerceklestirirken, ZnSOy4 iceren besiyeri ortaminda
12.97 g/L biitanol ve 18.55 g/L toplam solvent liretimi gergeklestirdigi goriilmiistiir.
Biitanol {iretim miktarinin % 15 ve toplam solvent iiretim miktarinin % 9.70 artmis
oldugu goriilmiistlir. Ayn1 olusum, C. acetobutylicum DSM 1731 susundada saptanmis,
katkisiz besiyeri ortaminda 4.60 g/L biitanol ve 8.10 g/L toplam solvent iiretmis, ZnSO4
iceren besiyeri ortaminda ise 6.30 g/L biitanol ve 9.50 g/L toplam solvent iiretimi
gergeklestirmistir. Biitanol liretim miktarinin % 36.90 ve toplam solvent iiretim
miktarinin ise % 17.30 artmis oldugu belirlenmistir. C. acetobutylicun DSM 792 susu
katkisiz besiyeri ortaminda 9.10 g/L biitanol ve 13.37 g/L toplam solvent iiretimi
gergeklestirirken, ZnSOy4 igeren besiyeri ortaminda 7.55 g /L biitanol ve 13.17 g/L
toplam solvent iiretimi gerceklestirdigi saptanmistir. Biitanol tiretim miktarinin % 17 ve

toplam solvent miktarinin ise % 1.50 azalmis oldugu gozlenmistir.

Ismaiel vd. (1993), C. beijerinckii bakterisinden izole edilen, etanol ve biitanol olusumu
icin gerekli olan alkol dehidrogenaz enziminin aktif kismunda Zn™ iyonlarinin
bulundugunu bildirmislerdir. Welch vd. (1989), C. acetobutylicum bakterisinin NADH"
iyonuna bagiml biitanol dehidrogenaz enziminin aktif kisminda Zn™ iyonlarnin
bulundugunu bildirmislerdir. Literartiirden yola ¢ikarak bu enzimlerin aktif kismindaki
Zn"? iyonlarnin bulundugu ortamda baglatilan bir fermentasyonda enzim akvitesinin
artmasma bagli olarak toplam solvent ve biitanol iiretiminin artmasi beklenmistir.
ZnS0O4 bulunan ortamda C. acetobutylicum DSM 6228 ve C. acetobutylicum DSM 1731
suslarinin biitanol ve toplam solvent iiretiminde gozlenen artig literaturli desteklerken,
C. acetobutylicum DSM 792, C. beijerinckii DSM 6422 ve C. roseum suslarinin biitanol

ve toplam solvent iiretim miktarindaki azalma literatiirii desteklememektedir.

Tez calismasinda besiyerine ilave edilen Sistein-HCI’nin ABE fermentasyonuna etkisi

arastirilmis ve elde edilen sonuclar sekil 4.10°da verilmistir. C. roseum susu katkisiz
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besiyerinde 4.60 g/L biitanol ve 5.28 g/L toplam solvent iiretimi ger¢eklestirirken sistein
iceren besiyeri ortaminda 6.36 g/L. biitanol ve 7.32 g/L. toplam solvent iiretimi
gerceklestirdigi belirlenmis, buna gore biitanol {iretiminde % 38.30 oraninda ve toplam
solvent iiretiminde ise % 38.60 oraninda artis oldugu belirlenmistir. C. beijerinckii
DSM 6422 susunda Sistein iceren ortamda biitanol iiretiminde % 29.10 ve toplam
solvent tliretiminde ise % 27.90 artis olmustur. C. acetobutylicum DSM 6228 susunda

biitanol olusumunda % 2.30 ve toplam solvent olusumunda ise % 10.50 artis olmustur.
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Sekil 4.10 Sistein- HCI igeren patates besiyerinde, 37 °C sicaklikta ABE ve toplam
solvent olusumu

C. acetobutylicum DSM 1731 susunda ise katkisiz ortamda 4.60 g/L biitanol ve 8.10
g/L toplam solvent olan oranlar, sistein ortamda biitanolde % 47.80 ve toplam solvent
tiretiminde ise % 32.10 azalma ile sonuglanmstir. C. acetobutylicumm DSM 792 susu ise

biitanolde % 9 ve toplam solventte % 5.90 artis ile sonuglanmustir.

Sistein SH igeren bir aminoasittir ve anaerobik gelisme ortama indirgen ajan olarak
ilave edilmektedir. Ortamda bulunan oksijeni indirgeyerek gelisme ortaminin

mikroorganizma i¢in daha uygun olmasina katkida bulunmaktadir (Rao ve Mutharasan
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1988). Clostridium’larin a-amilaz (Paquet vd. 1991) ve biitirat kinaz enzimlerinin aktif
kisimlarinda sistein rezidiilerinin oldugu bilinmektedir (Hartmanis 1987). Ayrica,
Masion vd. (1987), aminoasitlerin rekabet¢i birer azot kaynagi olabilecegini ve solvent
iiretiminde gerekli olan enzimlerin aktiviteleri {izerine olumlu etkileri oldugunu
bildirmislerdir. Yapilan tez ¢alismasinda elde edilen sonuca gore, enzimlerin aktif
kisminda mevcut olan aminoasitlerin ortamda bulunmasinin enzim aktivitesini arttirdigi

ve buna bagli olarak ABE iiretim miktarin1 da arttirmis olabilecegi sonucuna varilmistir.

Tez c¢alismasi igerisinde FeSO, ilavesinin ABE iiretim miktarlar1 iizerine etkisi
incelenmistir ve elde edilen sonuglar sekil 4.11°de verilmistir. C. roseum susu katkisiz
besiyeri ortaminda 4.60 g/L biitanol ve 5.28 g/L toplam solvent iiretirken, demir i¢eren
besiyeri ortaminda 3.89 g/L biitanol ve 4.52 g/L toplam solvent olusturmus, buna gore

biitanol tiretiminde % 15.40 ve toplam solvent iiretiminde ise % 14.40 azalmaya neden

oldugu anlasilmistir.
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Sekil 4.11 FeSOy iceren patates besiyerinde , 37 °C sicaklikta ABE ve toplam solvent
olusumu

49



Ayni kosullarda C. beijerinckii DSM 6422 susunun katkisiz besiyerinde 5.32 g/L
biitanol ve 7.91 g/L toplam solvent olusturup, demir iceren ortamda ise 4.01 g/L
biitanol ve 5.68 g/L toplam solvent iiretimi gerceklestirdigi belirlenmistir. Buna gore
besiyerine FeSOy ilavesi ile biitanol {iretiminde % 24.60 ve toplam solvent tiretiminde
ise % 28.20 azalma olmustur. C. acetobutylicum DSM 6228 susunun katkisiz ortamda
11.30 g/L biitanol ve 16.90 g/L toplam solvent olusturmus, demir iceren besiyeri
ortaminda 9.11 g/L biitanol ve 16.26 g/L toplam solvent olusmustur. Buna goére demir
iceren besiyerinde biitanol liretiminde % 19.40 ve toplam solvent iiretiminde ise % 3.80
azalma olmustur. Ayrica, biitanol liretim miktarindaki degisimle toplam solvent iiretim
miktarindaki degisim degerlendirildiginde demir iceren besiyeri ortaminda biitanol
lretiminin yani sira az miktarda da olsa etanol tesvik edildigi saptanmistir. C.
acetobutylicum DSM 1731 susunda ise katkisiz ortamda 4.60 g/L biitanol ve 8.10 g/L
toplam solvent iiretimi gerceklestirirken demir igeren besiyeri ortaminda 3.90 g/L
biitanol ve 6.10 g/L toplam solvent olusmus ve bu sonuglara gore, biitanol iiretiminde %
15.20 ve toplam solvent iiretiminde ise %24.70 azalma oldugu hesaplanmistir. C.
acetobutylicum DSM 792 susu katkisiz ortamda 9.01 g/L biitanol ve 13.37 g/L toplam
solvent olusturmus, demir iceren besiyerinde 7.21 g/L biitanol ve 11.26 g/L toplam
solvent oranina ulasmistir, buradan anlasildigi gibi demir igeren besiyerinde biitanol

tiretiminde % 20 ve toplam solvent {iretiminde % 15.80 azalma olmustur.

Yaptiklar1 calismada, Ismaiel vd. (1993), C. beijerinckii NRRL B593 susundan izole
etmis olduklar1 alkol dehidrogenaz enziminin aktif kisminda demir iyonlarinin
bulundugunu bildirmiglerdir. Alshiyab vd. (2008), fermentasyon ortammna 5 mg/L
oraninda ilave edilen FeSOs’in biitanol olusumunu % 20-30 oraninda arttirdigini
bildirmiglerdir. Yapilan tez caligmasinda elde edilen sonuglara gore ortama ilave edilen
FeSO, miktarinin fazla olmasi, bu calismada FeSO,’iin iiretimi inhibe edici 6zellik

gosterdigi sdylenebilir.

400 g patates/L olarak hazirlanmis katkisiz besiyeri ve 1 g/L sistein-HCL ile 2.5 g/L
glikoz ilave edilerek hazirlanmis besiyerinde, Clostridium suslar ile yapilan

calismalarda elde edilen sonugclar ¢izelge 4.2°de verilmistir.
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Cizelge 4.2 Baz1 Clostridium suslarinin glikoz ve sistein-HCI ile modifiye edilen
besiyerlerinde, ABE ve toplam solvent {iretimleri

Etanol | Aseton | Butanol Toplam

Bakteri Substrat solvent
(gL | (L) | (L) (/L)
C. roseum patates+glikoz+ sistein HCI 0,19 2,84 6,52 9,56
katkisiz 0,05 1,05 423 5,32
C beijerinckii DSM 6422 patates+glikoz+ sistein HCI 0,20 3,31 8,42 11,9
katkisiz 0,12 2,51 7,09 9,70
C acetobutylicum DSM 6228 patates+glikoz+ sistein HC1 1,56 5,65 13,33 20,53
katkisiz 1,24 4,99 11,39 17,62
C. acetobutylicum DSM 1731 patatestglikoz sistein HCl 0,75 347 7,92 12,14
katkisiz 0,54 2,97 7,45 10,96
C acetobutylicum DSM 792 patates+glikoz+ sistein HC1 0,37 3,35 8,07 11,79
katkisiz 0,64 2,88 4,62 8,13

Cizelge 4.2°de goriildiigii gibi katkisiz besiyerinde, glikoz ve sistein-HCI iceren
besiyerinde C. roseum susu biitanol iiretiminde % 54.10 ve toplam solvent iiretiminde
ise % 79.70° luk bir artis olmustur. C. beijerinckii DSM 6422 susunda biitanol
tiretiminde %18.80 ve toplam solvent iiretiminde % 22.7, C. acetobutylicum DSM 6228
susunda biitanol iiretiminde % 17 ve toplam solvent iiretiminde % 16.50, C.
acetobutylicum DSM 1731 susunda biitanol iiretiminde % 6.30 ve toplam solvent
tiretiminde % 10.80 , C. acetobutylicum DSM 792 susunda ise biitanol iiretiminde %

74.80 ve toplam solvent iiretiminde % 45°lik artig oranlar1 belirlenmistir.

Gelisme ortamina ilave edilen glikoz ile bakterilerin enzimatik hidrolize ihtiyag
duymadan gelismeye baslamalarinin daha kisa siirede gerceklestirmek ve fermentasyon
sonucu Uretim miktarini arttirmak hedeflenmistir. Glikoz ve sistein-HCl bulunan
ortamda katkisiz besiyerine gore bakterilerin biitanol ve toplam solvent {iiretim

miktarlariin artmis oldugu belirlenmistir.
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4.5 Substrat Tiiketimi ve Biitanol Olusumu

Fermentasyon ortaminda substrat tiiketimi, toplam karbonhidrat miktarina gore
belirlenmistir. 72 saat inkiibasyon siiresince bes farkli susa ait substrat tiiketim egrileri
olusturulmus ve sonuglar  sekil 4.12°de verilmistir. Substrat tiiketim egrileri
incelendiginde toplam sekerin dnemli kisminin ilk 24 saatlik siirede tiiketilmis oldugu

gozlemlenmistir.

Glikoz tiiketim ve biitanol olusum oranlar1 (Sekil 4.12) incelendiginde substrat
tiiketimine paralel olarak ilk 24 saat sonunda biitanol ve toplam solvent {iretiminin en
diisiik oranda gerceklestigi belirlenmistir. Bu sonug, 24 saat sonunda biitanol ve solvent
tiretiminin yeni baslamis oldugunu gostermektedir. Terracciano ve Kashket (1986)

solvent ve biitanol iiretiminin, inkiibasyonun 22. ve 24. saatleri arasinda basladigini

bildirmislerdir.
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Sekil 4.12 Clostridium suslarina ait glikoz tliketim ve biitanol olusum egrileri

Bu calismada kullanilan bes Clostridium susu ile yapilan ¢alismalarda elde edilen

sonuclarin verildigi ¢izelge 4.3’den goriildiigii gibi 72. saat sonunda gelisme ortaminda
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kalan substratin (glikoz) ortamda en yiliksek miktarda olan bakterinin C. beijerinckii
DSM 6422 susu oldugu anlasilmistir. Buna gore substrat doniisiim oraninin % 51,
tilketilen substrata karsilik, {retilen biitanole gore verimin 0.17 g/g oldugu
belirlenmistir. Substrat doniisiimii en yiiksek olan susun, % 82 substrat doniisiimii ile
C. acetobutylicum DSM 1731, biitanol veriminin ise 0.13 g/g oldugu belirlenmistir.
Biitanol veriminin diisiik olmasina karsin substrat tiiketiminin yiiksek olmasinin,
bakterinin glikozu gelismesi i¢in kullanmasinin neden oldugu diisiiniilmektedir. Cizelge
4.3’e gore biitanol verimi en yiiksek olan susun C. acetobutylicum DSM 6228 oldugu

goriilmektedir.

Monot ve Engasser (1983), kesikli ve siirekli kiiltiirde uygun gelisme kosullar1 azot
limitli bir kiiltiirde saglandiginda glikoza gore biitanol veriminin 0.30 g/g, Formanek vd.
(1997) ise, substrat tiikketiminin % 88 olarak belirlendigi C. beijerinckii NCIMB 8052
susu ile verimin 0.17 g/g ve 0.28 g/g toplam solvent verimi elde edildigini

bildirmislerdir.
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Cizelge 4.3 Clostridium suslarina ait substrat doniisiim ve biitanol verim degerleri

0 24 saat 48 saat 72 saat Substrat | Butanol/Gliko
Bakieri Toplam Toplam Toplam dom(l)/sumu ( 7 )
Glikoz | Glikoz Biitanol Solvent Glikoz Biitanol Solvent Glikoz Biitanol Solvent 0 g
(g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
C.roseum 75.45
47.83 1.91 2.45 39.04 5.32 6.17 31.48 6.18 7.23 58.3 0.14
C. beijerinckii DSM
6422 7545
50.46 2.06 4.04 44.28 5.78 8.39 36.88 6.38 9.11 51.1 0.17
C.acetobutylicum DSM
6228 75.45
38.57 1.43 6.56 25.92 9.86 15.53 20.37 10.27 16.30 73.0 0.19
C.acetobutylicum DSM
1731 75.45
21.14 1.99 3.01 14.81 7.01 9.56 13.58 7.84 11.14 82.0 0.13
C‘“Ce")b”%gc”m DSM | 9545 | 3456 1.89 5.77 32.40 6.31 10.66 26.85 8.27 12.91 64.4 0.17
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5. SONUCLAR

1. C. roseum, C. acetobutylicum DSM 6228, DSM 1731, DSM 792 ve C.
beijerinckii DSM 6422 suglarmin farkli sicaklik, substrat konsantrasyonu, pH
degerlerinde ve modifiye besiyerlerinde ABE firetimleri incelenmis ve bu kosullarda
altinda aseton, biitanol, etanol ve toplam solvent {iretiminin en yiiksek oldugu degerler
belirlenmistir. Ayrica substrat tliketimine bagli olarak biitanol iiretim oranlari

incelenmis ve biitanol iiretiminin, gelisimin hangi asamasinda basladigi belirlenmistir.

2. Litrede 50 g, 100 g, 200 g ve 400 g patates icerecek sekilde hazirlanan besiyeri
ortaminda 5 farkli Clostridium susunun en yiiksek biitanol ve toplam solvent iiretimini
400 g/L patatesli besiyerinde gergeklestirdikleri belirlenmistir. Bu besiyerinde C.
roseum susunun 4.47 biitanol ve 5.94 g/L toplam solvent, C. acetobutylicum DSM 6228
susunun 10.53 g/L biitanol ve 15.07 g/L toplam solvent, C. acetobutylicumm DSM 1731
susunun 6.53 g/L biitanol ve 10.21 g/L toplam solvent, C. acetobutylicum DSM 792
susunun 7.88 g/L biitanol ve 11.96 g/L toplam solvent, C. beijerinckii DSM 6422
susunun 7.09 g/L biitanol ve 9.70 g/L toplam solvent olusturdugu saptanmistir.Elde
edilen bu degerler dikkate alindiginda en yiiksek iiretim C.acetobutylicum DSM 6228
susu ile saglanirken en diisiik iiretim diizeyinin C.roseum susu ile elde eildigi

belirlenmistir.

3. Bes farkli sus icin 30 °C, 33 °C, 35 °C, 37 °C ve 39 °C sicakliklarinda 400 g/L
patatesli besiyerinde gerceklestirilen fermentasyon sonucunda C. roseum, C.
acetobutylicum DSM 6228, C. acetobutylicum DSM 1731, C. acetobutylicum DSM 792
ve C. beijerinckii DSM 6422 suslar1 37 °C sicaklikla optimum gelisme ve solvent
tiretimi gerceklestirildigi belirlenmistir. 37 °C sicaklikta patatesten izole edilmis olan C.
roseum susu 4.23 g/L biitanol ve 5.53 g/L toplam solvent, C. acetobutylicum DSM 6228
susu 15.02 g/l biitanol ve 22.65 g/L toplam solvent, C. acetobutylicum DSM 1731 susu
7.20 g/L biitanol ve 11.44 g/L toplam solvent, C. acetobutylicum DSM 792 susu 8.41
g/L biitanol ve 12.45 toplam solvent ve C. beijerinckii DSM 6422 susunun ise 7.27 g/L
biitanol ve 10.80 g/L toplam solvent iiretimi saglanmustir ( Sekil 4.3 ).
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4. Bes farkli sus ic¢in olusturulan 5, 6, 7, 8, 9 ve 10 olmak iizere farkli pH
degerlerinde 400 g/L besiyerinde gerceklestirilen fermentasyon sonucunda C. roseum ve
C. acetobutylicum DSM 1731 suslar1 en yliksek biitanol ve toplam solvent iiretimini pH
7’de gergeklestirirken, C. acetobutylicum DSM 792, C. acetobutylicum DSM 6228 ve
C. beijerinckii DSM 6422 suslar1 en yiiksek biitanol ve toplam solvent tiretimini pH 9’
da gerceklestirmiglerdir. pH 7°de C. roseum susunun 4.96 g/L biitanol ve 6.02 g/L
toplam solvent ve C. acetobutylicum DSM 1731 susunun 7.13 g/L biitanol ve 11. 22
g/L toplam solvent iiretimi gerceklestirdikleri belirlenmistir. pH 9°da C. acetobutylicum
DSM 792 susunun 9.66 g/L biitanol ve 12.46 g/L toplam solvent, C. acetobutylicum
DSM 6228 susunun 11.65 g/L biitanol ve 17.32 g/L toplam solvent , C. beijerinckii
DSM 6422 susunun ise 8.76 g/L butanol ve 12.25 g/L toplam solvent iiretimi elde
edilmistir (Sekil 4.4).

5. Farkli katkilar ilavesi ile hazirlanan 400 g/L patates olacak sekilde hazirlanan
besiyerinde, 1 g/L olarak eklenen sistein-HCI iceren besiyerinde C. roseum (6.36 g/L),
C. beijerinckii DSM 6422 ( 6.87 g/L) , C. acetobutylicum DSM 1731 ( 6.80 g/L ), C.
acetobutylicum DSM 792 ( 9.82 g/L) suslart en yiiksek biitanol {iretimini
gergeklestirirken, C. acetobutylicum DSM 6228 (12.97 g/L ) susu ise 0.50 g/L oraninda
ZnSO4 ilave edilen besiyerinde en yiiksek biitanol iiretimini gergeklestirmistir. En
yiiksek toplam solvent iiretimini ise C. roseum ( 7.32 g/L), C. acetobutylicum DSM
6228 ( 18.68 g/L), DSM 1731 (10.70 g/L ) ve C. beijerinckii DSM 6422 ( 10.12 g/L)
suslart 1 g/L sistein-HCI igeren besiyerinde gerceklestirdigi ve C. acetobutylicum DSM
792( 14.42 g/L ) susu ise 5 g/L maya Oziitii iceren besiyerinde gergeklestirdigi

belirlenmistir.

6. Bes farkli susun substrat dontisiimleri ve biitanol verimleri incelendiginde en
yiiksek substrat doniisiimiinii gergeklestiren bakterinin % 82 substrat doniisiimiiyle C.
acetobutylicum DSM 1731 susu ve biitanol verimi en yiiksek bakterinin ise 0.19 g
biitanol/g glikoz biitanol verimiyle C. acetobutylicum DSM 6228 susu oldugu

belirlenmistir.
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7. Bes farkli sus icin 3 giin boyunca biitanol tiretimleri incelendiginde biitanol

olusumunun 24. saat sonunda baslamis oldugu belirlenmistir ( Sekil 4.12 ).

8. Bes farkli sus icin 400 g patates/L besiyeri ve 1 g/L sistein HCI ile 2.50 g/L
glikoz ilave edilen besiyerinde biitanol ve toplam solvent iiretimleri incelendiginde
sistein- HCI ve glikoz ilave edilen ortamda, katkisiz besiyerine gore biitanol {iretiminin
C. roseum susu ile % 54.10, C. beijerinckii DSM 6422 susu ile % 18.80, C.
acetobutylicum DSM 6228 bakterisi ile % 17, C. acetobutylicum DSM 1731 susu ile %
6.3 ve C. acetobutylicum DSM 792 susu ile % 74.80 oranlarinda artmis oldugu
goriilmistiir (Cizelge 4.2 ).
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