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Ozet

Son yillarda artan petrol fiyatlari, dinyanin petrol ¢ikarilan bdlgelerindeki stregelen
kargasa ortami ve fosil yakit rezervlerinin giderek azalmasi ile birlikte bunlarin
olusturdugu sera gazi etkileri yenilenebilir yakitlarin Gretimi ve kullanimi Gzerindeki
arastirmalan yogunlastirmistir. Biyolojik olarak sadece bazi Clostridium tarleri
tarafindan Uretilen bitanol, yiksek enerji icerigi ve dusutk koroziflik gibi 6zellikleri ile
fosil yakitlara alternatif olabilecek en énemli yakitlardandir. 20. Yizyilin baslarinda
endustriyel olarak uygulanmaya baslayan aseton, bitanol, etanol (ABE) prosesi,
1950°’li yillarda petrokimyasal yolla daha ucuz bitanol Gretiminin baglamasiyla
kesintiye ugramistir. GUnUmuUzdeki alternatif yakit arayislari ile birlikte, ABE
fermantasyonu ile Uretilen bltanol de yeniden arastirma odagi haline gelmistir. Bu
calismada, bitanoliin biyoyakit olarak 6nemi ve ABE fermantasyonu ile Clostridium
tarlerinden btanol Gretimi derlenmistir.
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GiRIS

Hizla artan sanayilesme ve motorlu ara¢ kullanimi ile birlikte, petrol bazli yakitlarin
kullanimi da artmaktadir. Ginimuzde dinyada kullanilan enerjinin %80’i fosil
yakitlardan saglanmakta ve bunun da %58’i tasimacilikta kullaniimaktadir (7). Artan
fosil yakit kullanimina bagli olarak petrol rezervleri hizla azalmakta, sera gazi
emisyonlari artmakta ve bunun sonucunda kiresel 1sinma, iklim dedisiklikleri,
buzullarin erimesi, deniz seviyesinin ylikselmesi ve biyocesitliligin azalmasi gibi pek
¢ok olumsuz sonug ortaya ¢ikmaktadir. Artan petrol talebi ile birlikte petrol fiyatlar da
giderek artmakta ve bu da kiresel ekonomiyi dogrudan etkilemektedir (10). Bunlarin
yaninda diinyada petrol rezervlerinin yogun olarak bulundugu bélgelerdeki stregelen
savas ve kargasa ortami fosil yakitlara olan bagimliigi azaltmak icin alternatif,
yenilenebilir ve atmosfere zarar vermeyen yeni enerji kaynaklari arayisina neden
olmustur (1,11).
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Alternatif enerji kaynaklar iginde en dénemlileri biyomas olarak isimlendirilen gesitli
bitki ve organik atiklardan dretilen etanol, bltanol, metanol, hidrojen, biyodizel gibi
sivi, kati veya gaz formdaki biyoyakitlardir (10, 41). Ganimizde biyoetanol yakit
olarak benzine cesitli oranlarda karistirilarak kullanilmaktadir (7). Ancak etanolin
korozif olmasi, enerji iceriginin disik olmasi, kolay buharlasabilmesi gibi cesitli
dezavantajlari bulunmaktadir. %85 oraninda etanol kullanabilmek icin arag
motorlarinin da modifiye edilmesi gerekmektedir. Bu olumsuz ydnlerinden dolayi,
alternatif biyoyakit olarak biyobitanol Uretimine olan ilgi son yillarda artmigtir (8).
Mikemmel yakit 6zelliklerine sahip bir kimyasal olan bdtanol, benzin ve dizel
yakitlarla etanolden daha iyi karigmaktadir. Enerji icerigi etanolden %25 daha
ylksek; buharlasma orani da benzin ve etanolden daha disuktir. Ayrica etanole
gbére cok daha az korozif oldugu igin gincel sistemdeki borularla tasinabilmekte ve
dagitilabilmektedir. Buna karsin, oldukga korozif 6zelikte olan etanolin mevcut
tasima sistemlerinde tasinmasi mimkuan degildir (9, 10, 11).

Biyobltanol Clostridium’larin  aseton, bltanol ve etanol fermantasyonu ile
olusmaktadir. Kisaca ABE veya solvent olarak da isimlendirilen aseton bltanol ve
etanol fermantasyonu, bilinen ve endustriyel olarak uygulanan en eski
fermantasyonlardandir (12). Solvent Uretme yeteneg@ine sahip olan mikroorganizmalar
Clostridium acetobutylicum, Clostridium beijerinckii, Clostridium saccharobutylicum
ve Clostridium saccharoperbutylacetonicum gibi Clostridium’lar ve bunlarin alt
tarleridir (9). Solvent Ureticisi Clostridiunt’larin en énemli avantajlarindan biri, etanol
dreticisi mikroorganizmalarin  kullanamadigi lignosellUlozik yenilenebilir tarimsal
atiklarin pargalanma UrUnleri dahil pek c¢ok sekeri karbon kaynagi olarak
kullanabilmeleridir. Ylksek amilolitik aktiviteye sahip olduklarindan mayalarin aksine
nisastall hammaddeleri 6n islem uygulamasina gerek olmaksizin direkt fermente
edebilmektedirler. Piring, arpa, bugday samanlari, misir kepeg@i ve koganlari, kepek
gibi lignoselllozik maddeler, misir, patates, kassava gibi nigastali substratlar ve
melas gibi pek c¢ok yenilenebilir tarimsal Grin ve atklari ABE Gretiminde
kullanilabilmektedir (12).

BUTANOL VE BiYOYAKIT OLARAK ONEMI

Bitanol (bdtil alkol, 1-bitanol) molekdl formili CgH190OH ve molekdl agirhgr 74.14
olan, 4 C’lu, disuk viskoziteli, renksiz, yanici ve muz-benzeri kokusu olan primer bir
alkoldur (9, 38). Yaygin olarak kullanilan pek gok organik ¢6zuci ile tamamen, ancak
su (suda ¢oézinarligi 70 g/L) ile daha az karisabilmektedir (9). Onemli bir kimyasal
olan batanoltn yillhk Gretiminin yaklasik olarak 5-10 milyon ton oldugu ve 6nimizdeki
5 yil boyunca yillik Gretiminin % 3 dolayinda artacagi bildirilmistir (15).

Bltanol giinimuzde, daha ¢ok petrokimyasal hammaddelerden kimyasal yontemler ile
uretilmekte ve Uretilen bitanoliin ¢odu butilakrilat gibi ester tlrevlerine déntstirilerek
kullaniimaktadir (38). Endustride daha c¢ok plastik, aside dayanikl vernik ve c¢abuk
kuruyan otomobil boyalarinin Uretiminde kullaniimaktadir. Bitanol ve tlrevleri ayrica
boya inceltici ve ¢6zlcusu, fren sivilari, ilag ve antibiyotik, hormon, vitamin gibi dogal
maddelerin Uretiminde ekstrakte edici olarak kullaniimaktadir. Bitanolun son yillarda
gindeme gelen yeni ve énemli bir uygulamasi, icten yanmali motorlarda dogrudan
veya benzinle cesitli oranlarda karigtirilarak yakit olarak kullaniimasidir (15).
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Biyobdltanol olarak bilinen bu yakitin strdardlebilir enerji probleminin ¢éziminde yeni
nesil biyoyakit olarak 6nemli rol oynayacagi distintlmektedir (38).

Bitanol yenilenebilir enerji kaynadi olarak etanol ile karsilastinldiginda ¢ok énemli
fizikokimyasal avantajlara sahiptir (15). Yakit olarak dustnaldiginde butanol,
etanolden daha ylksek enerji dederine sahiptir. Bitanolin enerji igerigi (105.000
BTU/galon) benzinin enerji icerigine (114.000 BTU/galon) yakindir. Etanoliin ener;ji
icerigi (84.000 BTU/galon) ise butanol ve benzine gére oldukg¢a dusuktdr (41).

Batanolun énemli bir 6zelligi de benzin ile ylksek oranlarda karisabilmesidir. Buna
karsin, etanol benzin ile %10 oraninda karistirilabilmekte; benzine daha yulksek
konsantrasyonlarda etanol karigtirabilmek icin ara¢c motorlarinin modifiye edilmesi
gerekmektedir. GilnUmuizde yapilan calismalarda, icten yanmali motorlar hig
degisiklik yapilmadan sadece bdltanol ile calisabilmektedir. Alternatif yakit olarak
blatanolun tercih edilmesinin diger bir nedeni de korozyon 6zelliginin etanolden gok
daha disuk olmasidir. Etanoliin taginmasi icin 6zel araglarin kullaniimasi gerekirken,
batanol kurulu boru sistemleriyle tasinabilme 6zelligindedir. Ayrica etanol, bitanolden
daha patlayici 6zellikte oldugu igin 6zgiin 6nlemler alinmasi gerekmektedir (15, 42).

ASETON BUTANOL ETANOL (ABE) FERMANTASYONU
Tarihcesi

Mikroorganizmalarla bitanol tretimi ilk kez 1861°de Pasteur tarafindan kesfedilmistir.
1912’de Chaim Weizmann Clostridium acetobutylicum olarak isimlendirilen ve
nisastadan aseton, bitanol ve etanol Ureten mikroorganizmayi bulmustur. Birinci
Dlinya Savas! sirasinda, ingiltere ABE ile iiretilen biitanolden cok asetonla ilgilenmis
ve bu yolla dretilen aseton kordit (dumansiz barut) yapiminda kullaniimistir.
Potansiyel tarim Grlnlerinin fazla olmasi nedeniyle 1916'da solvent Uretim prosesi
Kanada'ya transfer edilmis ve ilk ticari ABE fermantasyon isletmesi Terra Haute,
Indiana’da kurulmustur. Burada Uretilen batanol, bitil asetata déntstirtlerek vernik
yapiminda kullanilmistir (13,14). Birinci Dinya Savas! sirasinda, aseton solvent
Uretiminde istenen Urln iken, savag sonrasi otomobil endustrisinin hizla gelismesiyle
blatanol otomobil boyalarinda kolay kurumayr saglayan vernik (retiminde
kullaniimaya baslamis ve solvent Uretimindeki temel GrGn halini almistir (15).
1936'da Weizmann’in patent tarihinin sona ermesiyle ABD’de cesitli ABE
fermantasyon igletmeleri kurulmus ve bu proses etanolden sonra ikinci buylk
endustriyel fermantasyon prosesi olmustur (14, 38, 39).

1960’larin  basinda petrokimyasal butanol dretimi ile rekabet edemediginden
fermantasyon yolu ile bitanol Gretimi durmustur. 1970’lerde ise yasanan enerji krizi
ile birlikte petrokimyasallarin fiyati artmis ve bu da ABE fermantasyonunu yeniden
gindeme getirmigtir. 1980 ve 1990’larda genetik sistemlerdeki gelismeler ile solvent
dreticisi Clostridiun’larda da yeni suslar gelistirilerek fermantasyon karakterlerinin
iyilestiriimesi ydniinde dnemli gelismeler kaydedilmistir (39, 40).

GUndmuzde fermantasyon yéntemi ile bltanol Gretimi sadece Cin'de yapilmaktadir.

Halen calismakta olan 11 ABE igletmesinin yillik toplam Uretiminin 210.000 ton
oldugu; bunlara ek olarak yillik 800.000 ton kapasiteli yeni isletmelerin de yapiminin
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surdigu ve birkac yil icinde yillik toplam batanol Gretiminin 1.000.000 ton olacag!
bildirilmigtir (14, 15).

Cin’in diginda, c¢esitli sirketler de yenilenebilir biyomastan bitanol Gretimi icin projeler
yapmiglardir. Biyoyakit Gretimindeki en blyUk iki sirket olan BP ve DuPont 2006’da
biyobutanol prosesi gelistirmek ve Uretmek amaci ile ortaklik kurduklarini aciklamis
ve ingiltere’de British Sugar’a ait bir etanol fabrikasini modifiye ederek yilda 30.000
ton btanol Greteceklerini bildirmiglerdir. BP ve DuPont 2008’deki test sonuglarinda,
bdtanolin benzinle %10’'un Uzerinde karistirilabilecegini ve bunun araglarin
performansini etkilemedigini bildirmiglerdir. Ticari musteriler icin kiltir ve proses
gelistirme hizmeti veren ButylFuel, Cathay, Industrial Biotech, Cobalt Biofuels, Green
Biologics, Metabolic Explorer, Tetravitae Bioscience gibi cesitli sirketler
bulunmaktadir (15, 39).

ABE ureten mikroorganizmalar

Bilinen b0tiin mikroorganizmalar icinde ABE fermantasyonu yapan tek canhlar
Clostridium’lardir (12, 38, 39). Clostridium’lar fizyolojik ve genetik olarak ¢ok farkl
tirleri (hem patojen hem de patojen olmayan) iceren, cogunlukla Gram pozitif, uzun
cubuk  seklinde, terminal endosporlar  olusturan  zorunlu  anaerobik
mikroorganizmalardir. Patojen olmayan tlurler ABE Ureticisi olduklar icin endustriyel
6neme sahiptirler (16). Genellikle toprak ve insan ve hayvanlarin barsak
sistemlerinde bulunan Clostridiunm’lar ¢ok cesitli ekstraselller enzimler de
Uretebilmektedirler (17).

Pentozlar ve hegzoslarin yaninda nisasta, selliloz ve hemisellloz gibi polisakkaritleri
de fermente edebilme yeteneginde olan Clostridiun’larin fermantasyon Grlnleri
isopropanol, bdatirik asit, asetik asit, butanol, aseton, etanoldir (9, 17). ABE
fermantasyonu yapan bakteriler solventojenik Clostridium’lar olarak
isimlendiriimektedir. Solventojenik oldugu bilinen 5 Clostridium tir(i bulunmaktadir.
Bunlar, C. acetobutylicum, C. beijerinckii, C. saccharoperbutylacetonicum, C.
saccharobutylicum ve C. ljungdahliidir (18). Clostridium’lar gelismek ve solvent
dretmek icin maya 6zutd gibi kompleks azotlu bilesiklere gereksinim duyarlar. Ayrica
bitanol ve etanol Uretebilmek icin ylksek redoks potansiyeline de ihtiyaglari vardir (9).

20. ylOzyillin basinda ABE fermantasyonun kesfedilmesi ve endistriyel olarak
uretilmesiyle cesitli solventojenik Clostridiun’lar izole edilmis ve patentleri alinarak;
solvent Uretme Ozelliklerine gére C. acetobutylicum ve C. beijerinckii adi altinda
siniflandinimistir.  Ancak son 30 yilda solvent Uretimine ilginin artmasiyla bu
mikroorganizmalarin biyotiplendirme, DNA parmakizi, piroliziz kitle spektroskopisi,
16S rRNA dizi analizi, DNA-DNA hibridizasyonu gibi filogenetik ydntemlerle
siniflandiriimasi Uzerinde c¢esitli calismalar yapilmistir (19).

Keis ve ark. (20), 17 endustriyel sus ve cesitli kultir koleksiyonlarindan (ATCC-
American Type Culture Collection, DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen, NCIMB-National Collection of Industrial and Marine Bacteria, NRRL-
Nothern Utilization Research and Development Division) sagladiklari 38 farkli
solventojenik Clostridium tarini biyotiplendirme ve DNA parmak izlerine goére
siniflandirarak 9 gruba ayirmislardir. Daha sonra ayni mikroorganizmalari 16S rRNA



dizilimlerine siniflandirarak  bunlarin 4 farkll taksanomik grup adi altinda
siniflandiriiabilecegini belirtmiglerdir.

1.grup: Biyotiplendirme ve DNA parmakizi analizlerine gére amilolitk C.
acetobutylicum suglan birinci taksonomik grubu olusturmaktadir. Bu gruptaki
Clostridium’lar Weizman endUstriyel prosesinde kullanilan ve nisasta bazl
substratlardan solvent Ureten mikroorganizmalardir. C. acetobutylicum ATCC 824
(DSM 792;NRRL B527), C. actobutylicum ATCC 4259 (DSM 1731;NCIMB 619;NRRL
B530), C. acetobutylicum DSM 1732, C. acetobutylicum NCIMB 2951, C.
acetobutylicum ATCC 3625(DSM 1737; RRL B529), C. acetobutylicum ATCC 862, C.
acetobutylicum ATCC 43084 ve mutant C. acetobutylicum ATCC 39326 bu grubu
olusturmaktadir.

2.grup: Bu grupta sakkarolitik C. acetobutylicum’lar bulunur. C. acetobutylicum NCP
262 ve 1945-19883 yillari arasinda Giiney Afrika’da solvent Gretiminde kullanilan diger
NCP tirleri bu gruptadir. Ayrica 1946’da solvent dreten bir Amerikan firmasi
tarafindan C. saccharo-butyl-acetonicum-liquefaciens olarak isimlendirilen ve NRRL
kiltr koleksiyonunda C. acetobutylicum NRRL B643 olarak bulundurulan ve o
yillarda ABD, ingiltere ve Giiney Afrika'da pek cok isletmede dretimde kullanilan
Clostridiun’lar bu gruba dabhil edilmistir. Sonug¢ olarak, 2. Taksonomik grup orijinal
endUstriyel sakkarolitik solvent Ureticisi suglardan olusmaktadir.

3.grup: Biyotiplendirme ve DNA parmakizi analizlerine gére yapilan siniflandirmada
Clostridium saccharoperbutylacetonicum suslari bu gruba dahil edilmiglerdir. 1959
yillinda, Japonya’da izole edilmis bir Clostridium saccharoperbutylacetonicum N1-4
(ATCC 13564) susu ve bu susun faj direncgli bir mutanti olan N1-504 (ATCC 27022)
suslari da bu grup igerisindedir.

4.grup: Bu grup 4 taksonomik grup igindeki en genis gruptur. Bazi endistriyel NCP
suslari, C. acetobutylicum (NCIMB 8052, NCIMB 6444, NCIMB 6445, NRRL B597,
NRRL B596), C. acetobutylicum NCIMB 8049 (DSM 1738; ATCC 101132; NRRL
B594), C. acetobutylicum ATCC 39058 ve bunun mutant susu C. acetobutylicum
ATCC 39057, C. beijerinckii (NRRL B593, NRRL B592, NRRL B466) bu grubun
dyeleridir. Bunlarin yaninda C. propyl-butylicum, C. viscifaciens, C. amylo-
saccharobutyl-propylicum adi altinda patenti alinmis olan suslarin da C.
beijerinckiiye benzedigi bildirilmistir (20).

ClostridiunLARIN ABE FERMANTASYONU

Clostridium’lar polimerik karbonhidratlari monomerlerine pargalayan a-amilaz, B-
amilaz, B-glukozidaz, glikoamilaz, pullulanaz ve amilopullulanaz gibi pek ¢ok enzim
uretebilirler. Bu enzimler ile Uretilen monosakkaritler hiicrenin membran transport
sistemi tarafindan hdcre icine alinir ve glikoliz veya pentoz fosfat yolu ile metabolize
edilirler (21). Sekil 1’de Solventojenik Clostridiun’larin izyollari ve gérev alan
enzimler go6sterilmistir. Hegsozlar, EMP (Embden Meyerhof Parnas) izyolu ile
parcalanarak 2 mol purivik asit, 2 mol ATP ve 2 mol NADH olusur. Pentozlar ise PP
(pentoz fosfat) yolu ile parcalanarak fruktoz -6-fosfat ve gliseraldehit-3-fosfata
dénUstarallr; olusan bu Grinler EMP yoluna girerek pirtivata déntstartldr. Bu yolda,
3 mol pentozdan 5 mol ATP ve 5 mol NADH olusur. Olusan piriivat, Koenzim A (KoA)
varliginda, ferrodoksin oksidorediiktaz enzimi ile reaksiyona girerek CO,, aseti-KoA
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ve indirgenmis ferrodoksin olusur (13). Burada olugsan asetil KoA, solvent (aseton,
bltanol, etanol) ve asit (asetik asit, bitirik asit) Gretimindeki temel ara Grtndir (12).

Biyomas
1\‘

1
Lignoselilozik biyomas
. \
o Hemiselilloz
Nisasta Seliiloz
2
3 4
Glik )
HUCRE DIS| oz Ksiloz, arabinoz
. . 5
HUCRE iCi 6
v
Pirivik asit
7
10 v 11
Asetik asit < Asetil-KoA » Etanol
8
v 12
Asetoasetil-KoA » Aseton
9
13 y 14
Biitirik asit < Btiril-KoA »| Bitanol

Sekil 1. Solvent Ureticisi Clostridium’larin metabolik yollarinin basit gésterimi. 1, Nisastali ve
lignosellilozik biyomasin 6n iglemleri; 2, nisasta hidrolizi (a-amilaz, B-amilaz, pululanaz,
glikoamilaz, a-glikozidaz); 3, selllozun hidrolizi ( selllaz, B-glikozidaz); 4, hemiselllozun
hidrolizi (arabinofuranose, ksilopiranoz, galaktopiranoz); 5, Ksiloz/arabinozun hiicreye alimi
ve pentoz fosfat yolu ile fruktoz -6 fosfat ve gliselaldehit-3-fosfat Gretimi ve sonrasinda
Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) yolu ile pirtivat olusumu; 6, Glikozun fosfotransferaz
sistemi ile hucre icine alimi ve EMP yolu ile glikoza dénisimu; 7, purivat-ferrodoksin
oksidoredlktaz; 8, tiyolaz; 9, 3-hidroksibitiril-KoA dehidrogenaz, krotonaz ve bitiril-KoA
dehidrogenaz; 10, fosfat asetiltransferaz ve asetat kinaz; 11, asetaldehit dehidrogenaz ve
alkol dehidrogenaz; 12, asetoasetil KoA:asetat/butirat:KoA transferaz ve asetoasetat
dekarboksilaz; 13, fosfat butiltransferaz ve butirat kinaz; 14, bdtiraldehit dehidrogenaz ve
bitanol dehidrogenaz. Qureshi ve ark.(21)’dan derlenmistir.



Asetil KoA vasitasiyla gerceklesen karbon akisi ile Sekil 1’de géraldaga gibi, asit
veya solventlerin olustugu farkli biyokimyasal reaksiyonlar gerceklesmektedir. Buna
gbre, solvent dretim izyolu asidojenik ve solventojenik faz olarak ikiye ayriimistir (9).
Asetil KoA ile birlikte asetoasetil KoA ve bdtiril KoA'nin da, asit veya solvent
dretiminin gerceklesmesinde rol oynayan anahtar ara Urlnler oldugu belirlenmistir
(13). Asidojenik faz, birinci fazdir ve gelismenin logaritmik fazinda gerceklesir.
Burada, asetik asit ve bitirik asitin yaninda yiksek oranlarda CO, ve H, Uretilir (9).
Bu fazda, mikroorganizmalar yUksek oranda ATP Uretimi nedeniyle logaritmik olarak
cogalmakta ve asit olusumu ile ortamin pH’st 5.0’in altina dismektedir. Asitligin
artmasi ile birlikte, mikroorganizmalarin metabolizmasi degisir ve asidojenik fazda
olusan asitler asimile edilerek solvent Gretiminin gergeklestigi solventojenik faz baglar
(Sekil 2) (12, 22). Son 20 yildir, ¢ok gesitli calismalar yapilmasina karsin,
Clostridium’larin, asidojenik fazdan solventojenik faza gecis mekanizmasi henliz tam
olarak aciklanamamistir (12). Ancak, asidojenik fazin sonunda solventojenik
enzimlerinin indUklendigi ve asidojenik enzimlerinin aktivitesinde ise azalma olustugu
belirlenmigtir (12, 23). Asidojenik fazdan solventojenik faza gegiste gen ekspresyon

motifinin dnemli oranda degistigi belirtilmigtir (9, 24).

E: Aseton <
P

> Asetat ]

Substrat p| Pirtivat »| Bltanol |¢
///'
Butirat
—»| Etanol —
Asidojenik faz Solventojenik faz

Sekil 2. Clostridium’larin ABE fermantasyonunda asidojeik ve solventojenik fazlarda ara
metabolitlerin dénisiminin sematik gésterimi. Qureshi ve Ezeji (12)’den derlenmistir.

Solventojenik fazda ortamin pH’si tekrar ylkselmekte, ortamdaki solvent miktari
artttkga mikroorganizmalar solvent Uretme yeteneklerini kaybederek endospor
olusturmaya baslamaktadir. Solventojenik mikroorganizmalar endUstriyel Gretimler
icin sUrekli olarak 70 °C sicaklik uygulanan spor slispansiyonlarindan hazirlanan taze
kultarlerle gahigmak gerekmektedir (23).

ENDUSTRIYEL SOLVENT URETIM KOSULLARI

Bitanol, genellikle kesikli fermantasyonla Uretilmekte ve olusan Grin distilasyon yolu
ile kazanilmaktadir. Tipik bir kesikli sistem 60 g/L substrat konsantrasyonu ile
baslatiimakta ve substrat olarak genellikle melas, misir nisastasi ve glikoz
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kullanilmaktadir. Uygun substrat ve diger besin maddelerinin ilavesi ile hazirlanan
besiyeri 121 °C’de sterilize edildikten sonra azot ve CO. gazi atmosferinde
fermantasyon sicakligina kadar sogutulup aktif kdltdr ile inokdle edilerek
fermantasyon baglatilir (12). Kesikli fermantasyonun tamamlanmasi fermantasyon
kosullarina ve kullanilan substratin cesidine bagli olarak 2-6 gin sitrmekte;
fermantasyon sonunda 12-20 g/L solvent olusmaktadir. Olusan Grin genellikle
distilasyonla alinmaktadir (9, 12).

ABE fermantasyonundaki en 6énemli sorunlardan biri ortamda biriken bttanolin
mikroorganizmalara toksik etki yapmasidir. Batanol konsantrasyonu 5-10 g/L'ye
ulastiginda baslayan bu durum, fermantasyonda kullanilacak substrat
konsantrasyonunu ve Uretilecek solvent miktarini sinirlamaktadir (9). Butanolin
toksik etkisinden dolayi kesikli fermantasyonlarda verimliliginin disik oldugu ve
hicre konsantrasyonunun 3-4 g/L’'nin Gzerine ¢ikamadigi belirlenmistir (12,25).
GUnUmUzde genetik modifikasyonlarla Clostridiun’larin btanol toleransinin arttirmak
mimkanddr.  C. beijerinckii  8051’in  kimyasal mutajenlerle ylksek bitanol
konsantrasyonlarina toleransli C. beijerinckii BA101 olarak isimlendirilen mutant susu
ile kesikli fermantasyonla 23 ¢g/L bltanol konsantrasyonuna ulagsilabilecegi
saptanmistir (8).

Cin'de faaliyet gbsteren ve misirdan strekli fermantasyonla ABE U(reten bir
isletmenin yillik solventin tonu basina hammadde ve enerji tlketimi su sekilde
aciklanmistir:  4-4.5 ton misir, 13-25 ton buhar, 20-30 ton su, ve 700-1000 kwh
elektik. 100 kg misirdan 11 kg aseton, 22.5 kg biitanol ve 2.7 kg etanol, ayrica 36 m®
CO: ve 24 m® Hy ve yan Urlin olarak da misir embriyosu, fuzel yaglar vb
olusmaktadir. Fermantasyon sirasinda olusan CO; ve H, gazlari ortamdan ayrilip
sikigtirllarak cesitli  endUstriyel amaglarla kullaniimak (zere satilabilmektedir.
Distilasyon sonrasinda kalan atik maddeler sekerler, protein, vitamin, organik asitler
gibi 6nemli oranda besin maddeleri igerdiklerinden hayvan yemi olarak
degerlendiriimektedir (15).

EnduUstriyel ABE fermantasyonlarinda asil Grlinler yaninda isopropanol, isopentanol,
asetik asit, batirik asitler gibi yan Grinler de olusmaktadir. Bu trlnlerin oranlar blydk
Olcide kullanilan hammadde ve mikroorganizmaya bagh olarak farklilik
gosterebilmektedir. Cin’de teknik hesaplamalarda kolaylik saglamasi igin, misirdan
ABE fermantasyonu ile 0rin olusumunda asagidaki stokiyometik esitlikten
yararlaniimaktadir (15).

[CeH1oo5]n +nNn Hgo = CeH1206

12 C6H1206 = 6 CHscHQCHQCHQOH +4 CH3COCH3 + 2 CH3CH20H + 18 H2 + 28
C02 + 2H20

Solvent (retiminde kullanilan substratlar

Fermantasyon endustrisinde genellikle ucuz ve kolay bulunabildiginden nisastali
hammaddeler kullaniimaktadir (11). Glney Afrika’da ABE Uretiminde 1980’lere kadar
seker kamigi melasi kullaniimistir. Misir, dari, bugday, piring, tapyoka, soya melasi
ve patates de bltanol Uretiminde substrat olarak kullanilmistir. Clostridiun’lar gigli
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amilolitik etkiye sahip olduklari icin ABE dretiminde nisastali substratlar herhangi bir
6n isleme gerek olmaksizin basari ile kullanilabilmektedir (12, 38, 39).

Misir islatma surubu, misirin yas 6gitmesi sirasinda agida ¢ikan yan Granadir.
EnduUstriyel boyutlarda bu yan 0rln evaporasyonla %50 oraninda kuru maddeye
kadar cikarilarak hayvan yemi olarak satiimaktadir. Misir islatma suyu, ABE
fermantasyonunun yaninda mayalarla etanol Gretiminde de mikroorganizmalar icin
azot kaynagi olarak kullaniimaktadir (26, 27).

Kassava, Ozellikle Afrika, Asya ve Latin Amerika’nin tropik bdlgelerinde yaygin olarak
yetisen nisasta icerigi yiksek bir bitkidir. Kassava kalitesiz topraklarda ve zor iklim
kosullarinda yetisebilmekte, disik maliyetli Gretimi ve yUksek nisasta igeriginden
dolayr ABE (retiminde kullanilabilecek potansiyel substratlardan biri olarak
degerlendiriimektedir (28).

Lignoselllozik tarimsal drGnler yerylzinde en bol bulunan maddelerden olup
tarimsal atiklar (tahil samanlari, piring samanlari, misir kogani, saplari ve kepegi) ve
orman atiklari (odun atiklari, kagit endustrisi atiklari) gibi ¢esitli hammadde gruplarini
icermektedir (29,30,31). Lignoselllozik GrGnler yaklasik olarak % 40-50 sellloz,
%25-30 hemisellloz, %15-20 lignin icerirler. Ayrica iz miktarlarda gesitli mineraller,
yag, ¢6zundr sekerler ve diger maddeler bulunmaktadir (32).

Lignoselllozik maddelerden misir yapragi, bugday ve arpa samani, odun, tek yillik
uretilen gesitli bitkilerin atiklari ve atik k&gitlar gibi yan Grtnlerden biyoyakit Gretimi ile
ilgili cesitli cahgmalar yapilmistir (33). Lignoselllozik hammaddeler ekonomik olmakla
birlikte mikroorganizmalar tarafindan fermente edilebilmesi icin énce asit veya baz
uygulamasi ve sonra da enzimlerle fermente edilebilir sekerlere pargalanmasi
gerekmektedir. Once, lignoselllozik maddeler yiksek sicaklikta seyreltik asit veya
baz iceren ortamlarda bekletilerek lignin-karbonhidrat tabakasinin kirllmasi saglanir.
Bu uygulamadan sonra enzimlerle fermente edilebilir sekerlere pargalanir (33, 34,
35). Asitlerle 6n iglem uygulamasi genellikle seyreltik sdlfarik asit (50-300 mM)
varliginda 100-200 °C sicakliklarda yapiimaktadir (34). Bu islem sirasinda genellikle
furfural, hidroksimetil furfural (HMF), asetik asit, ferulik asit, glukronik asit, p-kumarik
asit, cesitli fenolik bilesikler ve tuzlar gibi kimyasal yan Grlnler olusmakta ve hicre
gelismesi ve fermantasyonu olumsuz etkilemektedirler (33,35). inhibitér maddelerin
uzaklastirimasinda iyon degistirici recineler, kalsiyum karbonat ve peroksidaz
enzimleri kullanilabilmektedir. Ayrica inhibitér maddelere direncgli rekombinant
suslarin kullanimi ile de bu sorunun ¢ézllebilecegi bildirilmistir (43).

SONUC

Biyoyakit olarak kullanilabilecek en énemli alternatif kimyasallardan olan bitanol,
Clostridium’lar ile nisastall ve lignoselilozik maddeler dahil pek ¢ok yenilenebilir
tarimsal hammaddelerden Uretilebilmektedir. Ancak, verimliligi dislrerek maliyeti
arttiran en blUyUk dezavantaj olan bitanoliin mikroorganizmaya toksik etkisi gibi
dezavantajlari giinimuUzde endustriyel Gretimini kisittamaktadir. Genetik mihendisligi
yéntemleri ile sorunlarin dGnemli oranda giderilebildigi belirlenmistir.
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