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Ozet

Her giin kullandigimiz 1x10” kj'luk enerjinin %90 n1 petrol ve komiir gibi
fosil kaynaklidir. Mikroorganizmalardan iiretilen biyo-yakitlarin, hem fosil
kaynakli enerjinin bitecegi hem de buna sahip olmayan iilkeler gbz Oniine
alindiginda ne kadar dnemli oldugu anlasilir. Biyo-yakitlarm onemi 6zellikle
1970'lerdeki petrol krizi ile anlasildi. Bu amacla biyoteknolojistler ucuz biyo-
atiklardan en verimli sekilde biyo-yakit {iretimi yapabilecek mikroorganizmalar
izerine yogun arastrmalara giristiler. Aragirmalarin 6nemli bir kismi; yakit ve
solvent iretimi esnasindaki metabolik evreleri anlamaya, bunun yaninda
tiretimi artirmak amaciyla gen miihendisligine ve fermantasyon metodu
iyilestirilmesine ayrildi (1). Bu arastirma endiistriyel solvent iiretim potansiyeli
bulunan Clostridium pasteurianum un maltoz transferi ve metabolizmasmni
aydinlatilmaya calisir. Bu bakterinin karbonhidrat metabolizmasmi anlamak,
kendisinin solvent {iretiminin aydinlatilmasi ve bu baglamda potansiyelinin
artirilmasi bakimindan elzemdir.

Anahtar kelimeler: Clostridium pasteurianum, biyo-yaki, solvent

Giris
Saccharomyces tiirlerinden alkol ve Lactobacilli tiirlerinden yogurt iiretimi gibi
mikroorganizmalardan  yararlanma insanhik tarihinin  binlerce yildir

uyguladiklar1 yontemlerdir. Fermantasyondan enerji amagh yakit iiretimi yeni
sayilan bir teknolojidir.

Yakit Amach Fermantasyon: Biyokteknolojistler icin obligat anaerob
bakterilerin  fermantasyonlar1 ilgingtir.  Subsratlardaki ve  bunlarin
fermantasyonuyla {iiretilen {iirlinlerin cesitliliginin genis olusu, arastirma ve
gelistirmeleri gerekli ve ilgi cekici kilar.

Clostridium un bazi tirlerinin etanol ve biitanol iretebilme potansiyelleri
arastrmacilarin ilgi kaynaklar1 olmustur. Sikintilar arasinda belli basl olanlar;
iriin miktarmin, veriminin ve son iiriin konsantrasyonun sinirli olugu sayilabilir
(2). Saccharolytic clostridia heksozlar, pentozlar ve disakkaritler gibi bircok
sekeri fermente edebilir ve bunlardan organik asitler ve solvent iiretirler. Etanol
tireten en azindan 30 ¢esit colstridia tiirli bilimsel calisma literatiiriine girmigtir.
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Bunlar anaerobturlar ve bazi durumlarda da termofildirler. Termofil oluslar1
avantaj saglar ciinkii bu bakterilerin olusturdugu {iiriinler ucucudur ve yiksek
sicakliklarda kolayca buharlasirlar. C. acetobutylicum endiistride nisasta ve
melastan; aseton ve biitanol iiretiminde basar1 ile kullanilmigtir (3). 1. Diinya
Savasinda Avrupa ve USA da barutun hammaddesi olan aseton yapimmda
sikca kullanilan bir prosesti. Bunun yaninda II. Diinya Savasi'nda ozellikle
sanayiside kullanilan vernik ¢dziicli olan biitanol yapim1 i¢in de ayni proses
kullanilmastir.

II. Diinya Savasi'ndan sonra petrokimya endiistrisinin gelisimi ve iiretimini
artrmast sonucu akaryakitin ve solventlerin ucuzladigt goriiliir. Avrupa'daki
kararli biyoteknolojik ve mikrobiyolojik bilimsel aragtwrmalar, bu proseslerin
gelecekteki 6neminin tekrar canlanacagini gosterir. Omegin C. thermocellum
seliilozlu atiklardan kolayca etanol iretebilir. USA'da buz ¢dzme amach
kullanilan asetat, asetojenik Clostridium’ lardan iiretilmektedir (1).

Clostridia Metabolizmasi: Seliiloz ve nisasta gibi ucuz ve geri doniisimlii atik
maddelerinin hiicreye alinmasi daha kiigiik iinitelere parcalanmalarmni
gerektirir. Degisik clostridia tiirleri nisastali fermantasyonlar1 sonucu selliilaz,
pullunaz ve amilaz enzimi iiretirler (4). Amag; ucuz olan selilloz ve nisasta gibi
atik maddelerden etanol ve diger degerli kimyasal maddeler iiretmektir. Fakat
su an icin sellebiyozdan yararlanabilme ancak selilotik olmayan
organizmalarin  6n kiiltiirleriyle selillozdan serbest kalacak sekerleri
kullanabilmeleriyle miimkiindiir. Ozellikle C. themocellum gibi selillotik
olmayan tiirlerin potansiyel hammaddelerinin genisletilmesi maksadiyla,
seliilotik sistemlerinin iyilestirilmesi gerekir.

Solvent Uretimi: Monosakkaritlerin piiriivat ve asetil-CoA ya Emben-
Meyerhof yoluyla c¢evirimleri sonrasmda C. acetobutylicum ve C.
thermocellum gibi solvent iireten tiirleri ki belirgin evreye sahiptir. Ik evre
asidojeniktir, asetil-CoA; asetata, biitiirata, CO, ve H, e cevrilir. Bu fazda
yitksek miktarlarda H, iiretilir ve pH asidik iiriinlerin artistyla diiser. Ikinci faz
solventojeniktir; H, {iretiminin azalmasina bagl olarak asitler solvent
olusturulmak tizere tekrar kullanilir. Kiiltiir ortaminmn mannitol ile beslenmesi
durumunda da C. pasteurianum un biitanol {iirettigi tespit edildi. Substrata
asetat ilavesi durumunda ise biitanol iiretimi ve molar bazda hiicre gelisim
verimi azalirken biitiirat ve H, liretimi artmistir (5).

Substrat Tagimmasi: Substratlarin hiicre zarlarmdan taginmasi aktif (enerji-
bagimli) veya pasif (enerji-bagimsiz) olabilir. ATP bagimli tagimada enerjiye
ihtiyac vardir. Boylece subsrat daha yogun bir ortama karsi tasmabilir ve
permiaz enziminin varligina bagimhidir. C. acetobutylicum tarafindan maltozun
taginmast  esnasindaki inhibitorlerin  etkisi, enerji-bagimli  proseslerin
operasyonlari ile uyumluluk gosterir (6).
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PEP Bagimhi Fosfotransferaz Sistemi (PTS): Grup translokasyonlarinda
substratlar kimyasal degisime ugramadan tasmamaz. En iyi incelenmis 6megi
PEP bagimli PTS sitemidir. Clostridia gibi bakteri metabolizmalarina
karbonhidratlarm taginmasindan bu sistem sorumludur ve bu sistemler genis
capta enzim faaliyetlerini icerirler (7).

Clostridia Metabolizmasinda Maltoz Transferi: Clostridia’nin  maltoz
metabolizmasinda enzimlerin rolii hakkinda c¢ok az sey bilinmektedir. C.
acetobutylicum un biitiin hiicresinde maltoz birikiminin enerji-bagimli oldugu
kanttlandi ancak fosfotransferaz sisteminde olmasi gereken maltoz-kinaz ve
fosfotransferaz enzimlerinin varligina dayali hi¢bir kanit bulunamadi. Maltoz
transferi tegvik edilirken glikozun varliginda bu engellenir. Calismalar
esnasinda maltaz enziminin varligi tespit edilmis ve maltozun hidrolizinden
tamamen sorumlu oldugu gosterilmistir (6). Karbonhidratlarin metabolizmalar:
hakkinda daha fazla bilgi elde edilebilmesi i¢in genetik biliminden
faydalanilmasi zorunludur (8).

Bulgular ve Tartisma
Aktif Olan Clostridia Enzimlerin Saptanmast:

a-glikosidaz enzimlerinin aktiviteleri ham eksraktda ve gecirgen Ozelligi
kazandirilmis hiicrelerde incelendi. Enzimlerin tasnifi Jel Filtrasyon
Kromatografisi (GFC) ile yapilarak a-glikosidaz enzimik aktivite tespit edildi.
Filtrasyon sonucu iki 6nemli a-glikosidaz enzimik aktivite tespit edilmis ve
maltaz I ve maltaz II olarak adlandirilmistr. Cizelge 1 o-glikosidaz
enzimlerinin nispi olarak ylizde (%) degerlerini gostermektedir.

Cizelge 1. a-glikosidaz enzimlerinin nispi olarak ytlizde (%) degerleri.

ENZIMLER | Céoziiniir Ekstrakt % | Membran % | Siipernatant %
Maltaz 89.5 7.5 3.0
pNPGaz 86.6 7.6 5.8

Glukoamilaz 15.4 5.0 79.6

Enzimlerin Substrat Seciciligi:

Substrat seciciligi hizli ve kisa siirede sonu¢ veren Microtitre Plate Analizi
(MPA) ile olciilmiistir. Bu analizden elde edilen sonuglar Cizelge 2 de
sunulmustur. Substrat hidrolizi Mikro Titre Plate de degisen renk miktarinin
orant ile tahlil edilmigtir. Bu renk degisimi de kontrol olarak kullanilmis her bir
substratin GOD-PAD renk ayiraci ile karistirilmis soliisyonu ile mukayese
edilmigtir. Filtrasyon sonucu elde edilen iki maltaz enziminin degisik sekerlere
karsi  gosterdikleri aktivite spektrumlarinn  yaklagikk ayni  oldugu
gozlemlenmistir.
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Cizelge 2. Mikro Titre Plate analiziyle yapilan substrat hidrolizi.
SUBSTRAT MALTAZI MALTAZI

Maltoz + +
Nisasta - -
Rafinoz +/- +/-
pNPG + +
X-glu + -

Sonug¢

Endiistriyel capta solvent iiretim kapasitesi bulunan Clostridium pasteurianum
un karbonhidrat metabolizmasini anlamak bu mikroorganizmanm kapasitesini
biitiinii ile kavramak ve bu kapasiteyi artirabilmek agisindan gereklidir.

Elde edilen GFC fraksiyonu sonucu maltoz ortaminda yetistirilen Clostridium
pasteurianum’un ¢oziinlir ekstraktinda iki 6nemli enzimin bulundugunu tespit
edildi ve bunlar maltaz I ve maltaz II olarak adlandirildi. Subsrat seciciligi
analiz sonuglar1 ise iki enzimin birbirine yakm benzer ozellikler gosterdigi
fakat bazi kii¢iik farkliliklarin da mevcut oldugunu gosterdi (Cizelge 2).
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