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ÖZET
Saccharomyces cerevisiae mayasının kullanıldığı bu çalışmada, fermentasyon ortamına değişen konsantrasyonlarda eklenen klinoptilolit (KLN) (1-10g/L)  ve Tween-20’nin (0,1- 10 g/L), biyokütle gelişimi ve ortamdaki metal iyonu değişimi takip edilerek, etanol üretimi üzerindeki etkileri araştırılmıştır. Çalışmada yapay melas kullanılmıştır. Kontrol kültüre göre ortamda 5 g/L KLN olduğunda, kontrol kültürle 32 saatte ulaşılan etanol konsantrasyonuna 18 saatte ulaşılmış ve etanol üretim hızı 0,078 v/v.h değerinden 0,104 v/v.h değerine artış göstermiştir. KLN’nin ortamda bulunmasıyla, adsorpsiyon ve iyon değişim özelliği sayesinde, ortamda toksik miktarda bulunan Na+, Zn++ ve Mn++ iyonlarının miktarlarında azalma belirlenmiş ve bu durumun etanol hızını artıracak yönde etkilediği düşünülmüştür. Ortama Tween-20 eklenmesi durumunda biyokütle gelişimi ve etanol üretimi açısından olumlu yönde sonuç alınamamıştır.

Anahtar Kelimeler: Etanol üretimi, fermentasyon, klinoptilolit, Tween-20, Saccharomyces cerevisiae.
EXAMINATIN OF THE EFFECT OF KLINOPTILOLITE AND TWEEN-20

ON ETHANOL PRODUCTION BY THE MEASUREMENT OF

BIOMASS AND METAL ION

ABSTRACT
In this research in which Saccharomyces cerevisiae was used,  the effect of addition of (1-10g/L) klinoptilolite KLN and Tween-20 (0,1- 10 g/L), on ethanol production was examined by the measurement of biomass concentration and metal ion concentration variations with respect to time during fermentation. The synthetic molasses was used. As a result, in the presence of 5 g/L KLN, production rate is increased from control culture value of 0.078 v/v.h to 0.104 v/v.h.  From the ion analyses, it was observed that the KLN added to the medium decreased the concentration of Na+,Zn++ and Mn++ cations which are known to have toxic effect on glycolysis and cell viability. This effect occurred by means of the ion exchange and adsorption properties of KLN. Tween-20 showed no net effect on biomass yield and ethanol production.
Keywords: Ethanol production, fermentation, klinoptilolite, Tween-20, Saccharomyces cerevisiae.
1. GİRİŞ
Dünyada tükenmekte olan fosil yakıt stoklarının oluşturduğu enerji bunalımı, alternatif enerji kaynak​larının uygun ve verimli bir şekilde kullanılması üzerinde araştırmalar yapılmasına neden olmuştur. Bunlardan birisi de sakkaroz bazlı, yenilenebilir, doğal ve bol miktarda bulunan melastan, mikroorga​nizmalar yardımıyla, fermentasyon yoluyla etanol üretimi konusudur. Melas, şeker üretiminde teknik ve ekonomik şartlar altında, şuruplardan kristal şeker alındıktan sonra geriye kalan ana şuruptur. Melasın %45-50’sini toplam şeker (sakkaroz) oluşturur. Ancak, etanol üretiminde kullanılan melasta bulunan ve mikroorganizma gelişimi için gerekli olan metal iyonlarının  (Na+, Zn++ , Mn++ ) ortamda gereğinden fazla bulunması, mikroorganizma üzerinde toksik etki yaratmakta, glikoliz evresinde ADP’nin H+ATP’ye dönüşmesini olumsuz yönde etkileyerek [1,2] enzim sentezini azaltıp, etanol konsantrasyonunu düşürmek​tedir. Mayanın sodyuma ihtiyacı vardır ancak ortamda yüksek konsantrasyonda bulunduğunda, hücre yapısı, enzim aktivitesi dolayısıyla glikoliz evresi zarar gö​rür. Sodyum, potasyumla hücre içine alınması konu​sunda yarışır ve potasyumun hücre tarafından alın​ma​sını engeller ve yararlı etkilerini inhibe eder. Potas​yum hücre içi ve dışı osmotik basıncı kontrol altında tutması ve glikoliz evresinde fosfatın hücre içine alınmasında önemli rol oynar. Çinko, mayanın fer​mentasyon performansı için gerekli metal iyonla​rından biridir. Hücre metabolizmasında, ribofilin ve protein sentezinde katalitik kofaktör olarak çalışır. Ayrıca çinko, hücre zarı dışında serbest halde bulunan şeker moleküllerinin, zar içinde kimyasal reaksiyonla fosfatlanarak içeri alınmasını kolaylaştırır. Çinkonun besi ortamında yüksek konsantrasyonlarda bulunması, potasyumun hücre zarından geçişini olumsuz yönde etkileyeceğinden hücre gelişimi ve fermentasyon üzerin​de toksik etki gösterir [3]. Çinkonun olmadığı ortamda veya yüksek konsantrasyonlarında hücre ve fermentasyon performansı zarar görür. Mangan da hücrede protein ve tiamin sentezi için gereklidir. Ancak ortamda fazla miktarda olması durumunda toksik etkisi ortaya çıkmaktadır.
Literatürde etanol üretimini hızlandırmak ve etanol konsantrasyonunu arttırmak amaçlı, fermentasyon veya alıştırma ortamlarına termal stabilitesi, iyon değişimi özelliği ile son zamanlarda biyokimyasal çalışmalarda kullanılan zeolitler eklenmiştir [4,5]. Zeolitler, kristal yapılı, hidrate olmuş alkali ve toprak alkali aluminosilikatlardır. Kristal yapıları üç boyutlu atomik yapılardan oluşmaktadır. Zeolitler kristal yapılarını bozmadan su adsorplayıp desorplayabilirler ve yapıdaki bazı atomları değiştirebilirler [6]. KLN ile ilgili yapılan literatür araştırmalarından, doğal zeolitin metal iyonlarını adsorplama ve iyon değiştirme özelliğinin olduğu belirlenmiştir [7,8]. Fermentasyon teknolojisinde, kullanılan bir diğer madde ise yüzey​aktif maddeleridir [9,10]. İyonik olmayan, iyonik ve katyonik yüzeyaktif maddeler gibi çeşitleri vardır. Örnek olarak Tween-20, Tween-80, Triton X-100 (C14H22O(C2H4O)n,) verilebilir. Fermentasyon çalış​ma​la​rında iyonik olmayan yüzeyaktif maddesi kulla​nı​lır. Bu maddeler genelde selülozik maddelerin enzi​ma​tik hidrolizlerinde, enzim aktivitesini arttırmada kullanılmasına rağmen son zamanlarda etanol üreti​min​de fermentasyon aşamasında da denenmeye baş​lanmıştır [9,10]. Literatürde zeolit ve yüzey aktif maddesi dışında, fermentasyon ortamına EDTA, po​tasyum ferrosiyanür, sodyum potasyum tartarat gibi kompleks yapıcı maddeler [11,12] ve pantotenik asit, nikotinik asit, inositol, tiamin, biyotin, para-amino​benzoik asit gibi vitamin ve karışımları da eklenerek çalışmalar yapılmıştır [13]. 

Bu çalışmada, hazırlanan yapay melastan fermen​tasyonla etanol üretiminde ortama KLN ve Tween-20 maddelerinin değişen konsantrasyonları eklenerek, bu maddelerin, biyokütle gelişimi ve ortamdaki metal iyonu değişimi takip edilerek, etanol üretimi üzerin​deki etkileri incelenmiştir. 

2. DENEYSEL
KLN ve Tween-20: Çalışmada, birim hücre formülü (Na3, K3) (Al6.Si30O72).24H 2O olan, %77 KLN ana mineralinin yanında kuvartz, tridimit, serisit, kal​sit içeren ve Edirne’nin Enez İlçesinden gelen doğal zeolit kullanılmıştır. Kullanılan KLN’nin iyon değiştirme kapasitesi 4,25 meq/g dır. Çalışmada kullanılan KLN, fermentasyon ortamına konmadan önce, fırında 150 °C de 1 saat süreyle bekletilerek mikro gözeneklerde bulunan kristal suyu giderilmiştir. Melasın bileşiminde bulunan eser elementlerin miktarları ve zeolitin iyon değişim kapasitesi göz önünde bulundurularak, ortama eklenmesi gereken KLN miktarının 1 g/L ile 10 g /L arasında değiş​tiril​me​sinin uygun olacağı düşünülmüştür. Çalış​mada kullanılan diğer madde; kimyasal formülü 
[image: image1.wmf]26

114

58

O

H

C

, yoğunluğu 
[image: image2.wmf]3

/

105

,

1

cm

g

 olan Fluka mar​ka Tween-20 yüzey aktif maddesidir. Literatür de esas alınarak [9,10] fermentasyon ortamına eklenen Tween-20 miktarı 0,1 g/L ile 10 g/L arasında değiştirilmiştir.

Mikroorganizma: Çalışmada Refik Saydam Hıfzıssıhha Merkezinden liyofiliz stok kültürü halinde alınmış, 251 TP(3-2)  kod nolu Sacharomyces cerevisiae isimli mikroorganizma kullanılmıştır. Liyofiliz halindeki mikroorganizma, 3 g/L yeast ekstrakt, 3 g/L malt ekstrakt, 5 g/L pepton ve 10 g/L glukoz içeren sulu çözeltide aktif hale geçirilmiştir. Mikroorganizmanın, 50 g/L glukoz, 12g/L KH2PO4, 5g/L  (NH4)2SO4, 1 g/L MgSO4.7H2O, 5 g/L yeast extract, 0,5 g/L CaCl2 içeren, pH değeri 4,5 olan üreme ortamında,  440 rpm karıştırma hızında manyetik karıştırıcıda, 30 saat süreyle üremesi sağlanmıştır. Üreme ortamından 19. saatte alınan 1g/L konsantrasyonunda mikroorga​nizma, fermentasyon ortamına aşılanmıştır. 
Fermentasyon Ortamı: Fermentasyon, 250 mL’lik erlenlerde, sallamalı su banyosunda, 30 oC sıcaklıkta, başlangıç pH’ı 4,5 olan yapay melasla gerçekleş​tirilmiştir. Yapay melasın içeriği, Türkiye Şeker Fabrikaları melas analizi ve literatür [14] temel alınarak belirlenmiştir. Melas çözeltisi litrede; 5g (NH4)2SO4, 4.13g Na2SO4, 25.993g KH2PO4, 2.8g CaCl2, 0.709g MgSO4.7H2O, 0.040g FeSO4.H2O, 0.017g MnSO4.H2O, 0.021g ZnSO4.H2O, 0.00152g CuSO4.5H2O, 2.67g pepton, 0.01g H3BO3, 0.0010g pantotenik asit, 0.125g inosit, 0.006g pridoksin, 0.00025g biotin içerecek ve toplam şeker miktarı %10 olacak şekilde hazırlanmıştır.
Analizler: Etanol analizleri alev iyonlaşma dedektörlü, Unicam 610 marka gaz kromatografisi ile yapılmıştır. Ayırma işleminde 30 m uzunluğunda, 0.25 mm iç çapında BP20 kapiler kolon kullanılmıştır. Dedektör sıcaklığı, enjektör sıcaklığı, kolon sıcaklığı sırasıyla, 200 oC, 150oC ve 180 oC ve kuru hava, H2 ve N2 gazı hızları sırasıyla 330, 30, 30 mL/dk olacak şekilde ayarlanmıştır. Eser elementler açısından çözel​ti analizleri (Zn++, Mn++) Unicam marka atomik absorpsiyon spektrofotometresinde ve (Na+, Ca++) Jenway PFP 7 marka alev fotometresinde, mikro​organizma-kil etkileşimlerinin araştırılması, Jeol marka elektron mikroskobuyla yapılmıştır. Biyokütle miktarı araştırmaları, UV Spektrofotometre yardımıy​la, fermentasyon ve üreme ortamlarından alınan numunelerin absorbanslarına bakılarak yapılmıştır. Etanol ve metal iyonu analizlerinde numuneler mikro​filtrasyon işlemine tabi tutulmuş, elektron mikroskobu incelemelerinde, mikroorganizma ve zeolit örnekleri, iletkenlik özelliğini kazanması için altınla kaplanmıştır.
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3. SONUÇLAR ve TARTIŞMA

Fermentasyon ortamına KLN’nin eklenmesi duru​munda, artan konsantrasyonlarında kontrol kültüre oranla teorik verimde önemli bir artış belirlen​me​miştir. Ancak ortamda 5 g/L KLN olduğunda, etanol üretim hızı kontrol kültüre göre 0,078 v/v.h değerinden 0,104 v/v.h değerine artış göstermiştir (Tablo 1). Ortamda bulunan KLN konsantrasyonunun 10 g/L konsantrasyonuna arttırılması, etanol üretim hızında ve teorik verimde az da olsa artışa neden olmuştur ancak aradaki farkın çok fazla olmaması göz önünde bulundurularak, en uygun KLN konsan​tras​yonunun 5g/L olduğuna karar verilmiştir. 5g/L KLN’nin fermentasyon ortamında bulunmasıyla, kontrol kültürle 32 saatte ulaşılan etanol konsantras​yonuna 18 saatte ulaşılmıştır (Şekil 1).
	Tablo 1. KLN’in değişen konsantrasyonlarının ferman​tasyon ortamına eklenmesiyle elde edilen sonuçlar

	Parametre
	KLN miktarı (g/L)

	
	Kontrol              1                  5                  10

	Etanol Üretim Hızı v/v.h
	  0,078             0,078            0,104        0,112


Biyokütle miktarı, ortama eklenen KLN’nin artan konsantrasyonlarında, kontrol kültüre göre azalmış ancak, gelişimi hızlanmıştır (Şekil 2). 
Literatürde Saccharomyces cerevisiae’nin zeolit içine immobilize olup, gelişiminin ve etanol üretim hızının arttığı üzerine sonuçlar elde edilmiştir [15]. Etanol hızının artmasının bir nedeni bu olabilir. Elektron mikroskobu incelemelerinden (Şekil 3), klinoptilolitin boşluk kısımların ortalama 10m genişliğinde olduğu ve 5m boyutlarındaki mikroorganizmanın bu boşluklara tutuklanabileceği sonucu çıkarılabilir.
Daha önce yapılan bir çalışmada [6], Zn ve Mn konsantrasyonu yaklaşık 5 mg/L’ nin üzerinde oldu​ğun​da, biyokütle miktarında azalma belirlen​miştir. Literatürde, Saccharomyces türlerinin de belli metal iyonu konsantrasyonlarında, hücre aktivitelerinin dolayısıyla fermentasyon özelliklerinin olumsuz yön​de etkilendiği belirlenmiştir [16]. Mangan ve çinko​nun hazırlanan yapay melastaki konsantras​yon​la​rı sırasıyla, 5,4 mg/L ve 10 mg/L, mikroorganizmanın gelişimi açısından toksik değerlerindedir [6]. 
Etanol üretiminin hızlanması, KLN’nin, ortamda toksik miktarlarında olduğu ön deneylerle belirlenen Zn++, Mn++, metal iyonlarını adsorblaması veya yapısındaki iyonlarla yer değiştirmesiyle, bu iyonların miktarını azaltması şeklinde açıklanabilir (Şekil 4-5).
Hazırlanan yapay melas içinde, toksik konsantras​yon​da olabileceği düşünülen diğer bir iyon ise sodyum​dur. Hücrenin, Na/K oranının 0,5’in üzerinde bünyesi​ne alması durumunda, Na’un toksik etkisi ortaya çık​mak​tadır [17]. Kullanılan mikroorganizmanın adsorp​ladığı Na/K oranının 2,87 değerinde ve sodyumun or​tam​da toksik miktarda olduğu önceki çalışmada belir​lenmiştir [6]. Fermentasyon boyunca yapılan analiz​lerden, ortamdaki Na+ konsantrasyonu azalma göster​miştir (Şekil 6). Üretim hızının artış nedenlerinden biri de ortamdaki sodyumun azalması olabileceği düşünülmüştür.
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Tween-20’nin fermentasyon ortamına eklenmesiyle,  0,1 g/L miktarının dışında, artan miktarlarında yirmidördüncü ve otuzikinci saatte kontrol kültürle karşılatırıldığı zaman, elde edilen etanol üretim hızında azalışa neden olduğu belirlenmiştir (Şekil 7). Kontrol kültürle elde edilen teorik verim % 50 değerinden, Tween-20 maddesinin artan konsantrasyonlarında %32 değerine kadar düşmüştür.
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Fermentasyon ortamında Tween-20 maddesinin bu​lun​ma​sıyla biyokütle miktarında azalma belirlenmiştir (Şekil 8). Etanol konsantrasyonunun azalması, biyokütle miktarının azalması ile açıklanabilir. Etanol konsantrasyonunu artırmada kullanılan yüzey aktif maddesinin etkisi, kullanılan mikroorganizmanın çeşidine göre farklılıklar gösterebilir [9-10]. Tween-20, kullandığımız mikroorganizmanın hücre yapısı için zararlı etki göstermiş ve etanol konsantrasyonunu arttırma yönünde sonuç alınamamıştır. Ancak ortam​da çok az miktarda (0,1 g/L) Tween-20’nin bulun​masıyla, etanol konsantrasyonunda meydana gelen bir miktar artışın, glikoliz evresindeki enzimlerin akti​vitesinin artmasından kaynaklandığı düşünülmektedir.
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Ortamdaki şekerin harcanma hızı, Tween-20’nin artan konsantrasyonlarında, biyokütlenin sayısının azalma​sın​dan dolayı, kontrol kültüre oranla azalmıştır (Şekil 9).
4. SONUÇ
Tween-20 maddesi, biyokütle gelişimini olumsuz yönde etkilemiş ve üretilen etanol miktarını düşür​müştür. Ortama eklenen KLN, etanol konsantrasyonu ve teorik verim açısından kontrol ortamına göre belirgin bir artışa neden olmamış ancak etanol üretim hızını arttırmıştır. 
Fermantasyon ortamında bulunan iyonların, toksik etkisini azaltacak maddelerin ortama eklenmesiyle, etanol üretim hızının arttırabileceği sonucuna varılmıştır. 
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Şekil 1.  KLN’nin değişen konsantrasyonlarında elde edilen etanol konsantrasyonu zaman eğrileri





Şekil 2. KLN’nin değişen konsantrasyonlarının fermen�tasyon ortamına eklenmesiyle elde edilen biyokütle miktarı-zaman eğrileri
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Şekil 4. KLN’in ortamdaki Mn konsantrasyonuna etkisi
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Şekil 3. (a) Saccharomyces cerevisiae’nin  (b) KLN’nin yapısının elektron mikrosko�bunda elde edilen görüntüsü
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Şekil 5. KLN’in ortamdaki Zn konsantrasyonuna etkisi
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Şekil 6.  KLN’nin ortamdaki Na konsantrasyonuna etkisi





Şekil 7. Tween-20’nin değişen konsantrasyonlarında elde edilen etanol konsantrasyonu zaman eğrileri
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Şekil 9. Ortama eklenen Tween-20’nin değişen konsantrasyonlarına bağlı olarak ortamdaki şeker miktarı-zaman eğrileri
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Şekil 8. Tween-20’nin değişen konsantrasyonlarının fermentasyon ortamına eklenmesiyle elde edilen biyokütle miktarı-zaman eğrileri
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