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OZET

Tiitkenen petrol kaynaklar1 ve buna bagh enerji krizleri nedeniyle son yillarda
alternatif enerji kaynaklar1 ©nemli arastirma alani haline gelmistir. Biyodizel,
yenilenebilen, diisiik emisyon profiline sahip ve biyolojik olarak parcalanabilen yakit
olmas1 nedeniyle petrol esash yakitlara alternatif bir yakittir. Biyodizel trigliseridlerin
metanol ile transesterlesmesiyle elde edilen yag asidi metil esterleri olarak
tanimlanabilir. Son zamanlarda yag asidi metil esterlerinin saf olarak elde edilmesi,
gliseroliin yan iiriin olarak kolaylikla ayrilmasi gibi nedenlerle biyodizel yakit
tiretiminde lipaz kullamilarak enzimatik transesterlesme metodu ¢ok daha cazip hale
gelmistir. Fakat yiiksek enzim maliyetleri endiistriyel uygulamalar i¢in dezavantajdir.
Uretim maliyetinin diisiiriilmesi icin enzim uygun bir tasiyici {izerine tutturulabilmeli ve
tekrar kullanilabilmelidir.

Bu ¢alismada, Candida antarctica (Novozym 435), Thermomyces lanuginosus
(Lipozyme TL-IM) ve Rhizomucor miehei (Lipozyme RM-IM) immobilize lipazlarinin
metanol beraberinde kanola yagimi transesterlesme reaksiyonu arastirildi. Reaksiyon
siiresi, sicaklik, enzim miktart ve metanol-yag molar orani gibi kanola yagm
transesterlesme reaksiyonu ile metil esterlerine doniistiirmede etkin olan parametreler
merkezi kompozit dizayn ve yiizey analizleri kullanilarak incelendi.

Transesterlesme reaksiyonunda optimum kosullar, yag agirliginin (%4-%21)’ i
oraninda enzim, (1:1,6-1:4,1) yag-alkol molar orani, (34°C-55°C) reaksiyon sicaklig1 ve
(4-6) saat reaksiyon siiresi olarak belirlendi. En yiiksek biyodizel doniisiimii (%97,2)
enzim karisimi kullanilarak elde edildi.

Enzimlerin immobilizasyonunda kullanilmak {izere mikro gozenekli polimer
matriks stiren divinil benzen kopolimerinden sentezlendi. Lipozyme TL-100L ve
Novozyme 388 lipazlari celite 545, silikajel ve stiren divinil benzen kopolimerleri
tizerine absorpsiyon ve kovalent baglama metotlari kullanilarak immobilize edildi.
Enzimlerin immobilizasyon verimliligi ve aktiviteleri belirlendi. Destek maddeleri ve
immobilize edilmis tiirevleri taramali elektron mikroskobu ve fourier transform infrared
spektrometresi (FTIR) ile incelendi.

Biyodizel tiretimi kanola yagi ve metanol karisiminin bir peristaltik pompa
yardimiyla mikro gozenekli polimer kolon i¢inden 24 saat siirede devridaimi ile yapildi.
Gaz kromatografi analiz sonuglarina gére en yiiksek metil ester dontisiimii %97 olarak
hesaplandi. Tekrar kullanim agisindan mikro gézenekli polimer tizerine tutturulan lipaz
10 kez kullanilmasina ragmen 6nemli bir aktivite kayb1 gézlenmedi.

Anahtar Kelimeler: Transesterifikasyon, Lipaz, Immobilizasyon, Kanola yag,
Biyodizel, Stiren-Divinilbenzen,
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ABSTRACT

Alternative energy resources have become more important research area in
recent years because of exhausting petroleum resources and energy crises. Biodiesel is
an alternative fuel to petroleum based fuels because of renewable, has a low emission
profile and biodegradable fuel. Biodiesel can be defined as fatty acid methyl esters from
triglycerides by transesterification = with methanol. Recently, enzymatic
transesterification using lipase has become more attractive for biodiesel fuel production,
since the glycerol produced as a by product can easily be recovered and the purification
of fatty acid methyl esters is simple to accomplish. However the high cost of enzyme
remains a barrier for its industrial applications. In order to decrease the cost of the
process, the enzyme must be immobilized in a suitable carrier and reused.

In this study, the abilities of three immobilized lipases from Candida antarctica
(Novozym 435), Thermomyces lanuginosus (Lipozyme TL-IM) and Rhizomucor miehei
(Lipozyme RM-IM) to catalyze the transesterification of canola oil with methanol were
investigated. Response surface methodology (RSM) and central composite design
(CCD) were employed to evaluate the effects of reaction parameters, such as reaction
time, temperature, enzyme amount, molar ratio of methanol to canola oil on percentage
weight conversion to canola oil methyl ester by transesterification.

The optimum conditions of the transesterification reaction were as follows:
enzyme amount based on oil weight (4%-21%), oil/alcohol molar ratio (1:1,6-1:4,1),
temperature (34°C -55°C), and reaction time (4h-6h). The highest conversion (%97,2) of
canola oil to biodiesel was obtained by using mixture of lipases.

Micro porous polymeric matrix was synthesized from styrene-divinylbenzene
copolymers for using to immobilization of enzymes. Two different lipase from
Lipozyme TL-100L and Novozyme 388 were immobilized onto three different carriers
using both adsorption and covalent method: celite 545, silica gel and styrene-divinyl
benzene copolymer. Immobilization efficiency and activity of enzymes determinated.
The properties of the support and immobilized derivatives were evaluated by scanning
electron microscopy (SEM) and fourier transform infrared spectroscopy (FTIR).

Biodiesel production was performed by circulating canola oil and methanol
mixture into micro porous polymer column by a peristaltic pump for 24 hours.
According to gas chromatography analysis results the highest yield of methyl ester was
calculated as %97. The immobilized lipase onto the micro porous polymer proved to be
stable after even 10 reused and lost little activity when was subjected to repeated use.

Key Words: Transesterification, Lipase, Immobilization, Canola oil, Biodiesel,
Styrene-divinyl benzene.
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GIRIS

Glintimiizde petrol, dogalgaz ve kdmiir gibi fosil kokenli enerji kaynaklarimin
azalmasi, bunun yaninda diinyadaki enerji ihtiyacinin hizla artmasi nedeniyle
yenilenebilir enerji kaynaklarinin degerlendirilmesine yonelik ilgi giderek artmakta ve
bu alandaki cahsmalar 6nem kazanmaktadir. Yenilenebilir enerji kaynaklart icinde
biyodizel 6nemli potansiyele sahiptir. Son yillarda bitkisel ve hayvansal kaynakh
yaglardan elde edilen, gevreye zarar vermeyen ve yenilenebilir kaynaklardan iiretilen
biyodizel, petrol kokenli dizel yakitlara en 6nemli alternatif enerji kaynagi olmustur.

Biyodizel bitkisel yada hayvansal kokenli yaglardan elde edilen uzun zincirli
yag asitlerinin metil esterleri olarak tanimlanabilir. Biyodizel yakitlarin yenilenebilir,
biyoparcalanabilir, zehirsiz ve gevreci olmalar1 onlar1 daha da dnemli hale getirmistir.
Tim diinyada alternatif enerji kaynaklarina dogru hizli bir yonelis soz konusudur.
Bunun baslica nedenleri, kiiresel 1sinma, diinyamizin enetji ihtiyacinin yaklasik %90’ 1
karsilayan fosil kokenli yakitlardan petrol rezervlerinin 40, dogalgaz rezervlerinin 62,
komiir rezervlerinin ise 6niimiizdeki 204 y1l iginde titkeneceginin tahmin edilmesi, fosil
kokenli yakitlarin ¢evreyi kirletici etkileri ayrica alternatif enerji kaynaklarinin yeni is
imkanlari dogurmasi1 ve {ilkelerin enerji ihtiyacindaki disa bagimliligi azaltmasidir.
Petrol tiilketiminin ancak %]10’unun yerli liretimle saglandig1 tilkemizde biyodizel
mevcut olanaklarla uygulamaya alinabilecek en 6nemli alternatif enerji segeneklerinden
biridir. Ulkemizde kara tasimaciliginin dnemli bsliimiinde ve deniz tasimacihiginda
dizel motorlu tagitlar kullanilmasi ayrica endiistride dizel yakit kullanimi her gecen giin
hizla artmasi biyodizel iiretimini daha da 6nemli hale getirmektedir. Biyodizel iiretimi
ve kullanimimin diinya ¢apinda hizla arttig1 bir ortamda iilke genelinde biyodizel iiretimi
ve kullammminin yayginlastirilmast ile petrol tiiketiminde 6nemli azalma saglanacak,
egzoz gazlari ve gevre kirliliginde belirgin bir diisiis gerceklesecek ve en dnemlisi yeni
is olanaklarinin olusturulmasi ile iilke ekonomisine katki saglanacak ve enerji
ihtiyacindaki disa bagimlilig1 azaltacaktir.

Giiniimiizde biyodizel yakit ile ilgili en 6nemli sorun tiretim maliyeti olmakla
birlikte iiretim yonteminden gelen diisiik uguculuk, yiiksek viskozite, motorda karbon
birikimi ve Uriindeki safsizliklar gibi olumsuz yonlerin giderilmesi gerekmektedir.

Biyodizel iiretiminde dort temel yol mevcuttur. Bunlar; direkt kullanma ve karistirma,



mikroemiilsiyon, termal kraking (Piroliz) ve transesterifikasyon yontemleridir. Bu
yontemler arasinda en yaygin olani transesterifikasyon metodudur.

Son yillarda kimyasal proseslerin yiiksek enerji maliyeti ve ek gliserin
saflastirma adimlari nedeniyle biyodizel iiretiminde lipaz enzimlerinin kullanimi1 6nemli
hale gelmistir. Enzimatik transesterifikasyon yonteminde kimyasal katalizér nedeniyle
olusan dezavantajlar lipaz enzimleri kullanilarak biiyiik 6l¢iide asilmistir. Lipaz enzimi
tlimli reaksiyon kosullarina izin vermekte, ilave islemler gerekmeksizin gliserin geri
kazanimi saglanmakta ve geride kimyasal artik {irlin olusturmamaktadir. Ayrica enzimli
reaksiyon ile alkali sabun olugmadi1 i¢in daha saf esterler olusmaktadir.

Enzim izolasyonu ve aritilmasi olduk¢a maliyetlidir. Bu nedenle enzimlerin bir
destek maddesi tizerine tutturularak kullanilmasi son yillarda biiyiik 5nem kazanmaistir.
Boylece enzimler tek kullanim yerine defalarca kullanilarak ekonomik agidan biiyiik
avantaj saglanmaktadir. Biyodizel iiretiminde enzimatik esterlesme reaksiyonlarinin
destek maddeleri {izerine immobilize edilen lipazlarla yapilmasi enzimlerden
kaynaklanan yiiksek {iretim maliyetini azaltmakta ve enzimlerin kullanimini
yayginlastirmaktadir. Bunun yaninda immobilize edilmis enzimlerin kararliliginin
artmasi, 181, pH ve organik reaktiflere karsi daha dayanikli hale gelmesi ve aktifligini
daha uzun siire koruyor olmas1 yontemin avantajlarindan birkagidir.

Bu ¢alismada Candida antarctica (Novozym 435), Thermomyces lanuginosus
(Lipozyme TL-IM) ve Rhizomucor miehei (Lipozyme RM-IM) immobilize lipazlarinin
metanol beraberinde kanola yagini transesterlesme reaksiyonu ve reaksiyonda etkili
olan parametrelerin kemometrik analiz yontemleri kullanilarak optimize edilmesi,
Thermomyces lanuginosus 100 L ve Novozyme 388 serbest lipaz enzimlerinin farkh
destek maddeleri {izerine absorpsiyon ve kovalent baglama metotlar1 kullanilarak
immobilize edilerek tekrar kullanim 6zelliklerinin incelenmesi amaglanmaktadir. Bunun
yaninda enzimlerin immobilizasyonunda kullanilmak iizere mikro gozenekli polimer
destek maddesi sentezlenerek immobilizasyon verimliligi, aktivite ve tekrar kullanim
Ozelliklerinin incelenmesi hedeflenmektedir. Ayrica endiistriyel alanda uygulanabilir

biyodizel iiretim diizenegi kurulmasi amaglanmaktadir.



1. KAYNAK OZETLERI

Glintimiizde petrol, dogalgaz ve kdmiir gibi fosil kokenli enerji kaynaklarimin
azalmasi, petrol yakitlarindan kaynaklanan emisyonlarin ¢evreye verdigi zararlar bunun
vaninda diinyadaki enerji ihtiyacinin hizla artmasi nedeniyle yenilenebilir enerji
kaynaklarma yonelik ilgi giderek artmakta ve bu alandaki calismalar Gnem
kazanmaktadir. Bitkisel yaglarin dizel yakitlarla uygun oranlarda karstirilarak direkt
kullanim yiiksek viskozite, asit korozyonu, polimerilesme ve karbon birikimi gibi
problemlerden dolay1 uygun degildir. Yenilenebilir enerji kaynaklari iginde bitkisel ve
hayvansal kaynakli yaglardan elde edilen, cevreye zarar vermeyen ve yenilenebilir
kaynaklardan tiretilen biyodizel, petrol kokenli dizel yakitlara en 6nemli alternatif enerji
kaynagi olmustur (Fukuda ve ark. 2001). Biyodizelin bitkisel kdkenli olmasi nedeniyle
yanmasi durumunda atmosferdeki net CO, seviyesini degistirmemesi, 1limli reaksiyon
kosullarinda iiretilebilmesi, biyoparcalanabilir 6zellik gostermesi ve c¢evreci yakit
ozellikleri son yillarda biyodizel {iretimine yonelik ilgiyi daha da artirmistir
(Ranganathan ve ark. 2008).

Bitkisel yaglardan biyodizel yakit {iretilmesi amaciyla piroliz, mikro emiilsiyon
ve transesterifikasyon olmak iizere baglica ii¢ yontem kullanilmaktadir (Ma ve Hanna
1999).

Kraking olarak ta bilinen piroliz 1s1 etkisiyle kompleks yapilarin basit bilesenlere
doniismesi olayidir. Yontemde bitkisel yag viskozitesinin diismesi ve setan sayisinin
artmasi icin yiiksek 1sida parcalanmaktadir. Parcalanan iiriin alkan, alken ve karboksilik
asitlerin karistmim icerir. Soya yagi, pamuk yagi ve kolza yag ile diger yaglar uygun
katalizor beraberinde biyodizel olarak kullanilmak amaciyla parcalanmiglardir (Ma ve
Hanna 1999). Piroliz metodu yakitin akis ozellikleri ve viskozitesindeki azalma
nedeniyle avantajlh fakat yiiksek maliyet, ayrintili fraksiyonlama basamaklar1 ve yakitin
siilfiir igermesi nedeniyle dezavantajlidir (Ranganathan ve ark. 2008).

Mikro emiilsiyon bir diger biyodizel yakit iiretim teknigidir. Bu yodntemde
biyodizel mikro emiilsiyonu uygun oranlarda bitkisel yag, dizel yakit, alkol, surfaktan
ve setan sayisini artirict madde icerir. Yontemde metanol, etanol ve propanol gibi
alkoller viskozite dustiriicii olarak daha yiiksek alkoller ise surfaktan olarak

kullanilmaktadir. Ayrica alkil nitratlar setan sayisinin artmasi amaciyla karisima eklenir.



Mikro emiilsiyon metodunda diisiik viskozite, yiiksek setan sayisi ve iyi sprey
ozellikleri yontemin olumlu yonlerini olustururken 6zellikle uzun siireli kullanimlarda
enjektorde meydana gelen atesleme problemleri, karbon birikimi ve tamamlanmamis
yanma yontemin olumsuz yonlerini olugturmaktadir (Ma ve Hanna 1999).

Biyodizel tiretiminde en poptiler yontem bitkisel yaglarm
transesterlestirilmesidir. Bu yontemde biyodizel yakit yiiksek yag asitlerinin mono alkil
ester karisimini icerir. Reaksiyonda yliksek viskoziteye sahip gliserol ayrilarak diisiik
viskoziteye sahip fosil yakita benzer yakit elde edilir. Transesterlesme metodu alkali
katalizor, asit katalizor, biyokatalizor, heterojen katalizoér yada siiper kritik alkol gibi
cesitli katalizorler kullanilarak yapilabilmektedir (Ma ve Hanna 1999, Fukuda ve ark.
2001). Genel reaksiyon bitkisel yag ve alkoliin katalizor beraberinde yag asidi alkil
esterleri ve gliserin olusturmasidir.

Alkali katalizor metodunda sodyum hidroksit (NaOH) yada potasyum hidroksit
(KOH) metanol yada etanol beraberinde katalizor olarak kullanilarak bitkisel yagin
biyodizel ve gliserin doniismesi saglanir. Reaksiyon sonunda gliserin yogunlugunun
fazla olmasi nedeniyle dipte toplanir. Yontem yiiksek ester doniisiimii, diisiik sicaklikta
(60°C) gergeklesmesi, liretim maliyetinin diisiik olmast ve kisa siirede sonlanmasi gibi
avantajlarmin yaninda gliserin ayrilmasindaki giigliikler, reaksiyon ortaminin serbest
asit yada su igermesi durumunda sabunlasma goriilmesi ve firiin saflastirilmasinin
zorlagsmas1 gibi dezavantajlara sahiptir. (Ma ve Hanna 1999, Fukuda ve ark. 2001,
Barnwal ve Sharma 2005).

Transesterlesme metodu ile biyodizel iiretilmesinde kullanilan bir baska yontem
ise asit katalizor kullanilmasidir.  Yontemde herhangi  bir mineral asidi
kullanilabilmektedir. Siilfiirik ve siilfonik asit metotta siklikla kullanilan asitlerdir.
Yontem yiiksek oranda ester olusturmasina ragmen asitlerin korozyon etkileri, motor
pargalarin zarar gérme ihtimali, ortamda bulunmasi muhtemel suyun girisim etkisi ve
gliseroliin ayrilmasindaki giicltikler gibi dezavantajlara sahiptir (Freedman ve ark.
1984).

Biyodizel iiretiminde amorf zirkon, titanyum, aliiminyum ve potasyum dolgulu
zirkonlar gibi heterojen katalizorlerin kullanildigi transesterlesme metodu da oldukga

popiiler olmustur. Arastirmalar halen ilerleme asamasinda olup yontemde karsilasilan



katalizoriin tilkenmesi ve yiiksek ester doniisiimii saglanamamasi gibi problemlerin
¢oziilmesine ¢alisgilmaktadir (Furuta ve ark. 2006).

Transesterlesme prosesi katalizor kullanmadan da yapilabilmektedir. Yontemde
oldukga yiiksek reaksiyon sicakligma ihtiya¢ duyulmaktadir. 350°C nin altindaki
sicakliklarda oldukg¢a diisiik ester doniisimii gozlenmektedir. Fakat 400°C nin
tizerindeki sicakliklarda esterlerde 1sisal bozulmalar goézlendigi rapor edilmistir
(Demirbas 2006). Son yillarda alkollerin siiper kritik noktada olduklari reaksiyon
kosullarinda biyodizel tiretilmesine yonelik ¢calismalar artmaktadir. Yontemin etkinligi
kalsiyum oksidin katalizor olarak kullanilmasiyla artirilabilmektedir (Demirbas 2006).

Biyodizel tiretiminde kullanilan temel hammadde yaglardir. Yaglarin yapisinda
bulunan maddeler biyodizel sentezinde Snemlidir. Canlilar i¢in en dnemli temel ihtiyag
maddelerinden biri olan yaglar C, H ve O gibi atomlardan meydana gelmis olup gesitli
yag asitlerinin gliserinle olusturdugu esterler olarak bilinirler.

Gliserin yag asitleri ile lipaz enzimi beraberinde Sekil 1.1.” de verildigi gibi
trigliserid ve su olusturur. Yaglarm %98’ ini trigliseridler, %2° lik kismini ise mono ve
digliseridler, serbest yag asitleri, mumlar, fosfatidler, glikolipitler, yagda c¢&ziinen

vitaminler ve izopren tilirevi lipitler olusturur (Basoglu 2002).

(|3H2 —OH R1—COOH CH,—O—CO—Rt

(|3H —OH 4 R2—cooH RO oy o o6 gy + 3 HOH
CH,—OH R3— COOH CH;,—0—CO—R3

Gliserin Yag asitleri Trigliserid Su

Sekil 1.1. Gliserin ve yag asitlerinden trigliserid olusumu

Yag molekiillerinde hem apolar hem de polar gruplar bulunmaktadir. Yaglar
suda c¢oziinmezler ve sudan diisiik yogunluga sahiptirler. Bunun yaninda yaglar etil
alkol, kloroform, hekzan ve benzen gibi organik coziiciilerde c¢oziinebilirler.
Trigliseridler yaglarm en biiyiik kismini olustururlar. Trigliseridler gliserinin yag asitleri
ile olusturdugu triesterler olarak tanimlanirlar. Trigliseridlerin yapisinda bulunan yag
asitlerinin (igii de birbirinin aynm olabildigi gibi, ikisi ayn1 biri farkli veya her ii¢ti de
farkli olabilir. Dogal trigliseridlerde en sik goriilen doymus yag asitleri butirik, kaproik,

kaprilik, kaprik, miristik, palmitik, stearik ve arasidik asitler, doymamis yag asitleri ise



palmitoleik, oleik ve linoleik asitlerdir. Yagi olusturan yag asitlerinin cinsi, miktar1 ve
trigliserid molekiiliindeki yeri o yagin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini belirler. Yagda
kisa zincirli veya doymamis yag asitleri ne kadar ¢ok ise yagin ¢oziiniirliigti o kadar
cok, erime noktas1 o kadar dusiiktiir. Hayvansal yaglarda ise biiyiik miktarda stearik,
palmitik ve oleik asitleri ihtiva eden trigliseridler bulunur (Tekman ve Oner 1998).

Yaglarin yapisinda bulunan bir diger bilesen ise mumlardir. Mumlar yag asitleri
ile yliksek molekiil agirlikli alifatik monoalkollerin teskil ettigi esterlerdir. Mumlarm
bilesiminde bulunan alkollerin karbon atomlarn sayisi 14-30 arasidir. Baz1 boceklerin
salgisinda, hayvan deri ve tiiylerinde, baz1 bitkilerin yaprak ve meyvalarmin koruyucu
kabugunda bulunan mumlar dogada ¢ok yaygindir.

Biyodizel yakitlarin i¢indeki fosforun kaynagi olan fosfotidler her tiir yagda az
miktarda bulunmaktadir. En fazla soya yaginda bulunmakla birlikte yagin rafinasyon
islemi sirasinda ortamdan uzaklastirilir.

Monosakkarid birimlerini ihtiva eden glikolipidlerin bilesiminde sfingozin, yag
asidi ve bir mono- veya oligosakkarid kalintis1 vardir. Glikolipitlerin yapisinda
serebrozidler ve ganglozidler olmak iizere alt gruplar vardir. Ozellikle beyin ak
maddesinde ¢ok miktarda bulunan serebrozidler sfingozin, yag asidi ve genel olarak bir
mol galaktoz ihtiva eder.

Yaglarin bilesiminde az da olsa yagda ¢6ziinen vitaminler (A, D, E ve K)
bulunur. Yemeklik yaglar iginde daha ¢ok A, D ve E vitaminlerine rastlanirken K
vitamini daha ¢ok bitkilerin yesil kisimlarinda yer almaktadir (Basoglu 2002).

Birde yaglarin yapisinda izoprenidler ve steroidlerden olusan izopren tiirevi
lipitler bulunurlar. Bu maddeler yag asitleri ile dogrudan dogruya ilgileri olmadigi halde
benzer ¢oziiniirlitk Szellikleri gosterdikleri icin lipid sayihirlar. Serbest izopren (2-metil-
1,3-butadien)’in simdiye kadar bitki ve hayvanlarda bulundugu kanitlanamadigi halde,
karbon iskeletleri izopren tiirevi olan maddeler dogada ¢ok yaygindirlar (Tekman ve
Oner 1998).

Bunlarin disinda yaglarm bilesiminde renk maddeleri, yag alkolleri ve
hidrokarbonlar gibi yapilara da rastlanmaktadir. Yaglarin yapisinda bulunan
trigliseridler, mono- ve digliseridler, serbest yag asitleri, fosfolipidler ve mumlar
sabunlasan maddeler, steroller, tokoferoller, renk maddeleri, yag alkolleri ve

hidrokarbonlar ise sabunlasmayan maddelerdir. Yaglar genel olarak bitkisel kdkenli ve



hayvansal kokenli olmak iizere iki sinifa ayrilirlar. Fakat biyodizel yakitlara hammadde
kaynag1 olarak yaglar bitkisel, hayvansal ve atik yaglar olmak {izere tige

ayrilmaktadirlar.
1.1. Bitkisel Yaglar

Diinyada yaklasik 250000 bitki tiirti oldugu bilinmektedir. Bunlardan 4500
adedinin yaglar1 incelenmis ve incelenen tiirlerden ancak 100 kadarinin ticari agidan
onemli oldugu ve saghikli beslenmede kullanilabilecegi bulunmustur. Bunlarin da
sadece 22 tanesinin diinyada ticari olarak genis bir alanda {iretimi yapilmaktadir. Bugiin
diinyada elde edilen yagin %951 12 bitki tiiriinden elde edilmektedir. Ulkemizde tropik
yaghk bitkiler (Hindistan cevizi ve palm cekirdegi) disindaki biitiin yaglik bitkiler
yetismektedir (Basoglu 2002).

Bitkisel yag kaynaklar1 kendi i¢inde ikiye ayrilirlar. Bunlar yagli tohumlardan
elde edilen yaglar (Aygicegi, ¢igit, susam, kolza, aspir, soya fasulyesi gibi tohumlardan
elde edilen yaglar) ve yaglhh meyvelerden elde edilen yaglardir. (Zeytin, badem, findik,
palm meyvesi, hindistan cevizi, ceviz, avokado gibi meyvelerden elde edilen yaglar)
Diinyada en fazla iiretimi yapilan yag bitkileri ve yag oranlar1 Cizelge 1.1.1.°de
verilmistir.

Cizelge 1.1.1. Diinyada en fazla tiretim yapilan yag bitkileri ve yag icerikleri

Yag bitkisi Ortalama yag orani (%)
Hindistan cevizi (Kopra) 65-68
Brezilya palmi (Babassa) 60-65
Susam 50-55
Palm meyvesi 45-50
Palm gekirdegi (Palm kernel) 45-50
Amerikan yer fistig 45-50
Kolza tohumu 40-45
Aycicek tohumu 35-45
Aspir tohumu 30-35
Zeytin (meyvede) 25-30
Pomuk tohumu (Cigit) 18-20
Soya fasulyesi 18-20

KAYNAK: BASOGLU, F., 2002. Yemeklik Yag Teknolojisi.Uludag Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Ders Notlar1 No: 91, Bursa. s. 64



Basta gida olmak iizere bir ¢cok alanda kullanilan yaglara ait bazi1 fiziksel ve
kimyasal ozellikler Cizelge 1.1.2.°de verilmistir. Ayrica bitkisel yaglarin gerek
beslenme degerleri agisindan gerekse bitkisel yagin fiziksel 6zelliklerinin olusumunda
ve yaglarin siniflandirilmasinda 6nemli yere sahip olan yag asitleri bilesimleri Cizelge

1.1.3.°de gosterilmistir.

Cizelge 1.1.2. Diinyada en fazla iiretim yapilan yag bitkileri ve yag icerikleri

s . Hindistan Palm Cekirdek Pamuk Tohum Yer Fistig1
Ozellikler . . g - o
Cevizi Yag Yag Yag
O:zgiil agwlik 0.917-0.919 0.860-0.873 0.916-0.918 0.910-0.915
(25/15.5°C’de) (99/15.5°C’de) | (25/25°C’de) (25/25°C’de)
Refraktif indeks 1.448-1.450 1.449-1.452 1.446-1.472 1.467-1.470
(40°C’de) (40°C’de) (40°C’de) (40°C’de)
Iyot sayisi 7.5-10.5 14-22 99-113 84-100
Sabunlasma sayisi 250-264 245-255 189-198 188-195
Sabunlagsmayan 0.5’den az 0.8’den az 1.5’den az 1.0’den az
madde%
Titre (°C) 20-24 24-26 30-37 26-32
Donma noktasi (°C) 21.8-23 20-26 - -
Ozellikler Aspir Yag Aycicek Yagi Susam Yad Misir Yagi
O:zgiil agwlik 0.919-0.924 0.915-0.919 0.914-0.919 0.915-0.920
(25/25°C’de) (25/25°C’de) (25/25°C’de) (25/25°C’de)
Refraktif indeks 1.472-1.475 1.472-1.474 1.470-1.474 1.470-1.474
(25°C’de) (25°C’de) (25°C’de) (25°C’de)
Iyot sayist 140-150 125-136 103-116 103-128
Sabunlagma sayisi 186-197 188-194 188-195 187-193
Sabunlagsmayan 1.5°den az 1.5°den az 1.8’den az 2.0’den az
madde%
Titre (°C) - 16-20 20-25 14-20
Donma noktast (°C) - - - -
- . Kolza Tohumu | Keten Tohumu . . -
Ozellikler Yag Yag Soya Yagi Zeytin Yag
O:zgiil agwlik 0.906-0.910 0.931-0.936 0.917-0.921 0.909-0.915
(25/25.°C’de) (15/15°C’de) (25/25°C’de) (25/25°C’de)
Refraktif indeks 1.470-1.475 1.477-1.482 1.470-1.476 1.469-1.470
(25/25 °C’de) (25°C’de) (25°C’de) (40°C’de)
Iyot sayisi 97-108 165-204 120-140 80-88
Sabunlasma sayisi 170-180 189-195 188-195 188-196
Sabunlagsmayan 1.5’den az 1.7°den az 1.5’den az 1.8’den az
madde%
Titre (°C) 11.5-15 19-21 24 17-26
Donma noktast (°C) - - - -

KAYNAK: BASOGLU, F., 2002. Yemeklik Yag Teknolojisi.Uludag Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Ders Notlar1 No: 91, Bursa. s. 69



Cizelge 1.1.3. Baz bitkisel yaglarin icerdigi yag asitleri ve yiizdeleri

Telkli Coklu Doymamis
Doymus Yag Asitleri (%) Doymamis Yag Al s 0

Asitleri (%) Yag Asitleri (%)
Z 2 T | B |E B 3 5
= = g | |z 3 g E
= & Z < 3 5

Yag Cesidi 14:0 16:0 18:0 20:0 |22:0 18:1 18:2 18:3

Soya Yag! 0.1 11 4 03 | 0.1 24 54 7
Findik Yag - 11 2 1 - 48 32 -
Zeytin Yag1 - 13 3 1 0.9 71 10 1
Kanola Yagi - 4 2 0.6 62 22 10
Misir Yagi 12 2 0.1 - 25 60 1
Safran Yagi - 2 - 13 78 -
Aycicek Yagi 0.1 7 5 04 19 68 1

KAYNAK: ALLEN, C.A.W, K.C. WATTS, R.G. ACKMAN, M.J. 1999. Pegg. Predicting the
viscosity of biodiesel fuels from their fatty acid ester composition. Fuel 78, p. 1319-1326.

Diinya genelinde iiretilen bitkisel yag tiirleri {ilkelere gore farklhilik
gostermektedir. ABD’ de en 6nemli bitkisel yag soya iken Fransa, Almanya, Polonya ve
Avusturya gibi Avrupa {ilkelerinde kanola ilk sirayr almaktadir. Rusya, Ukrayna,
Arjantin, Ispanya ve Tiirkiye gibi iilkelerde ise aygigegi iiretiminin ilk siray1 aldig
goriilmektedir. Cizelge 1.1.4.° de 2004-2005 doneminde diinya bitkisel yag {iretim

degerleri gbsterilmistir.
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Cizelge 1.1.4. 2004-2005 Diinya bitkisel yag tiretim degerleri

URUNLER U'(‘,fOTn')M
Palm Yag 33.392.000
Soya Yag1 32.860.000
Kanola Yag 15.732.000
Aygicek Yag 9.404.000
Pamuk Yag 5.013.000
Yerfistig1 Yag 4.453.000
Palm Cek. Yagi 3.948.000
Hindistan cevizi Yagi 3.162.000
Zeytinyagi 3.020.000
Misir Yagi 2.081.000
Susam Yagi 837.000
Keten Yag 619.000
Hint Yagi 545.000
TOPLAM 115.066.000

KAYNAK: http://.www.worldoil.com.html, 2006.

Ulkemizde ise 2004-2005 doneminde toplam bitkisel yag iiretimi 1.061.000 ton
olarak gerceklesmistir. Bitkisel yag tiretiminde aygicek yagi yaklasik %45,6 ile ilk
siray1 alirken, %20,6 ile pamuk c¢igidi yag: ikinci sirayr almistir. Cizelge 1.1.5.” te 2004-

2005 doneminde Tirkiye bitkisel yag tiretim degerleri gosterilmistir.

Cizelge 1.1.5. 2004-2005 Tiirkiye bitkisel yag tiretim degerleri

URUNLER m(‘fo?)M
Soya Yagi 150.500
Pamuk Yag 218.200
Aycicek Yagi 473.000
Kanola Yagi 9.100
Susam Yagi 24.200
Misir Yagi 34.300
Zeytin Yagi 152.500
TOPLAM 1.061.800

KAYNAK: http://.www.worldoil.com.html, 2006.
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1.1.1. Kanola Yagi

Kolza veya son yillarda yag kalitesi yoniinden gelistirilmis ticari ismi ile Kanola
bitkisi iilkemizde Onemi giderek artan bir bitkidir. Tiirkiye’de bitkisel yag acigini
kapatmak amaciyla aygicegi, soya, yaninda kanola tariminin da yayginlasmasi igin
calismalar yapilmaktadir. Ulkemizde rapiska, rapitsa, kolza isimleriyle de bilinen
kanola, kishk ve yazlik olmak {iizere iki fizyolojik doneme sahip bir yag bitkisidir.
Kanola cesitlerinden elde edilen bitkisel yag besin degeri ve icerigi bakimindan
zeytinyag1 ve yerfistig1 yaginin kalitesine yakin olup, diinya kanola iiretiminin 6nemli
bir kismi insan beslenmesinde kullanilmaktadir. Kanola tohumlarinda yag ¢ikarildiktan
sonra geriye kalan kiispe degerli bir hayvan yemidir. Kiispesinde %38-40 protein
bulundugundan soya kiispesi ile karistirilip hayvan yemi olarak kullanilabilmektedir
(Algan, 1990, Shahidi, 1990).

Kanola 23.1 milyon hektar ekim alani, 36.5 milyon ton iiretim ve 158.3 kg/ da
verimi ile Diinyada yetistirilen en 6nemli yag bitkilerinden biridir. Diinyada {iretim
bakimindan soya fasulyesi ve ¢igitten sonra Ugiincii sirada yer alirken ekim alami
bakimindan besinci sirada yer almaktadir. En ¢ok tireten iilkelerden ekim alani
bakimindan Cin 7.2 milyon ha ile ilk siray1 alirken %20°lik paya sahiptir. Bu iilkeyi
sirastyla Kanada 4.6 (%13), Hindistan 4.4 (%12), Almanya 1.2 (%3) milyon hektar
ekim alam ile takip etmektedir (http://www.fao.org., 2005).

Kanola (Brasicca napus Oleifera sp.) iilkemize balkanlardan gelen go¢menlerle
kolza adi ile 1960 yillarinda getirilmis ve Trakya'da ekim alan1 bulmustur. Ancak kolza
iriiniiniin yaginda insan saghgina zararh Erusik asit, kiispesinde de hayvan saghgina
zararh Glukosinolat bulunmasi nedeniyle 1979 yilinda ekimi yasaklanmistir. Kolza'da
erusik asit ve glukosinolat ihtiva etmeyen cesitler arastirmalar sonucu gelistirilmistir.
Bu cesitler ilk once Kanada'da islah edilmesi nedeniyle kanola adi verilmistir.
Ulkemizde bitkisel yag a¢igini kapatmak amaciyla kanola tarimmin yayginlagmast igin
calismalar yapilmaktadir. Kolza bitkisi toprak ve iklim kosullar1 bakimindan fazla segici
olmadig igin ziraati biitiin diinyada yapilabilmektedir. Cizelge 1.1.1.1.°de 1999-2003
yillart arasinda Diinya ve Tiirkiye'de kanola tohumu tiretim verileri verilmistir. Kanola
bitkisinin kislik cesitlerinin iilkemizde uygun iklim kosullarinda bugday ile ekim

ndbetine girmesi sonucu ekim ndbeti zenginlesebilecegi gibi yag a¢igmin kapatilmasina
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da onemli katkisi olacaktir. Bu bitkinin yetismesi i¢in uygun iklim kosullar1 Ege,
Cukurova, Akdeniz, Giineydogu Anadolu’nun pamuk, Marmara bolgesinin Trakya

kesiminde ise aycicegi ve bugday ekilen alanlarinda mevcuttur.

Cizelge 1.1.1.1. 1999-2003 yillar1 arasinda Diinya ve Tiirkiye'de kanola tohumu tiretim

verileri (bin ton).

Ulkeler 1999 2000 2001 2002 2003
Cin 10.132 11.381 11.332 10.552 11.500
Kanada 8.798 7.205 5.017 4.178 6.669
Hindistan 5.664 5.788 4.187 5.040 3.650
Almanya 4.284 3.586 4.160 3.847 3.640
Fransa 4.391 3.477 2.877 3.317 3.321
Ingiltere 1.733 1.157 1.157 1.468 1.837
Polonya 1.132 958 1.063 953 754
Amerika 621 909 908 706 686
Pakistan 363 297 262 259 250
Macaristan 327 179 205 201 70
Meksika 3 14 13 14 14
Japonya 0.8 0.7 0.7 0.7 0.7
TURKIYE 0.330 0.187 0.650 0.200 0.200
TOPLAM 43.172 39.511 35916 34.000 35.932

KAYNAK: http://www.fao.org.html, 2006

Kanada ve Avrupa iilkelerinde 1slah edilmis eriisik asitsiz, yag ve protein orani
yiiksek yeni kolza ¢esitleri kanola ismiyle ekilmektedir. Kanola ¢esitlerinden elde edilen
bitkisel yag besin degeri ve igerigi bakimindan zeytinyagi ve yerfistigi yaginin
kalitesine yakin olup, diinya kanola tiretiminin 6nemli bir kismi insan beslenmesinde
kullanilmaktadir (Atakisi 1991).

Kolza yagi, Cruciferae familyasindan, Brassica napus ve campestris
tohumlarindan elde edilen bir yagdir.

Kanola tohumu sifira yakin eriisik asit igerigi ve yiizde 41 yag icerigi ile
aycicegine yakin bir tohumdur. Kolza yagmin toplam doymus yag asidi i¢erigi %5.4-9.5
toplam doymamis yag asidi icerigi ise %90.5-94.2 arasinda degismektedir. Diisiik eriisik
asitli kolza yaglarinin bilesiminde yer alan en 6nemli yag asitleri ise oleik ve linoleik

asitlerdir. Notralize edilmis yiiksek eriisik asitli kolza yaginin sabunlagmayan bilesenleri
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(%0.8) arasinda %0.03 oranindaki triterpenler ve %0.50 ile steroller yer almaktadir

(Gumiigskesen 1999).

1.1.2. Aycicek Yagi

Aygigek yag1 Helianthus annuus bitkisinin tohumlarmdan elde edilen bir yagdir.
Ayciceginin yag oram %39 — 45 arasinda degisir. Diinyada aycigedi ekimi yapilan
baslica iilkeler; Rusya, Ukrayna, Arjantin, Macaristan, Fransa, ispanya, Hindistan ve
Tirkiye'dir. Cizelge 1.1.2.1.°de  2001-2005 yillar1 arasinda Diinya ve Tiirkiye'de
aycicek tohumu {iretim verileri gosterilmistir.

Ulkemizde yagli tohumlu bitkiler arasinda yag iiretimi bakimindan %73 oran ile
aygicek yagi ilk sirayr almaktadir. Agirlikli olarak Trakya ve Marmara bolgelerimizde
iretilmekte olup tiretimin %30.8”ini Tekirdag, %20.1’ini Edirne ve %11.2°sini ise

Kirklareli karsilamaktadir. (Onurlubas, 2006)

Cizelge 1.1.2.1. 2001-2005 yillart arasinda Diinya ve Tiirkiye'de aycicek tohumu tiretim

verileri (bin ton).

Ulkeler 2001 2002 2003 2004 2005

Rusya 3915 2670 3685 4850 4750
AB-25 3980 3836 3713 4035 4181
Digerler Ulkeler 2012 2095 2554 3000 3081
Arjantin 3050 3844 3700 3240 3600
Ukrayna 3457 2251 3270 4252 3050
Hindistan 1250 1450 1625 1700 1750
Cin 1954 1478 1946 1743 1690
Romanya 717 744 890 1400 1425
ABD 1608 1551 1112 1209 929
Giiney Afrika 664 930 642 651 665
TURKIYE 575 520 820 600 650
TOPLAM 23182 21369 23957 26680 25771

KAYNAK: ANONIM. USDA-FAS, Oilseed: World Market and Trade, 2007.
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Aycicek yagi %15 doymus, %85 doymamis yag asidi igermekte, doymamis yag
asitlerinin %14-43'tinii oleik asit, %44-75'ini linoleik, en fazla %0.7'sini de linolenik asit
olusturmaktadir. Yagin %0.025-0.31 hidrokarbonlar, %0.542—0.584 steroller, %0.008—
0.044 vakslar olmak iizere sabunlagsmayan maddeleri igermektedir. Toplam tokoferol
icerigi ise yaklasik 640 mg/kg yag olup, tokoferollerin %96'sim1 a-tokoferol
olusturmaktadir. Sivi olarak ve margarin hammaddesi kati yag iiretiminde yaygm
kullanim alanm bulan aygicek yagi agik sari renkli, rafine edilerek kullanilabilen bir
yvagdir. Aycigek yagi tiretiminde ¢ozgen ekstraksiyonu isleminden sonra elde edilen
yagsiz kiispe yan iiriin olarak hayvan yemi iiretiminde kullanilmaktadir. Yiiksek protein

icerigi nedeniyle aycicegi kiispesi oldukca degerli bir yan {iriindiir (Giimiiskesen 1999).

1.1.3. Soya Yag

Soya yagi, Leguminosae familyasindan Glycine max tiirlerinin tohumlarindan
elde edilir. Soya tariminin yaygin olarak yapildigi baslica iilkeler Amerika, Brezilya,
Arjantin, Cin ve Japonya'dir. Cizelge 1.1.3.1.de 2001-2005 yillar1 arasinda Diinya
genelinde soya tohumu {iretim verileri gosterilmistir.

Soya yaginin tilkemizde aygigegi yaginin liderliginin siirdiigli sivi yag pazari
icindeki pay1 ise ¢ok diisiik seviyededir. Soya tohumunun protein igerigi (%40) yiiksek
olan kiispesi icin ekimi yapilan soya tohumunda %18-20 oraninda yag
bulunmaktadir.Yag icerigi diisikk olmasina ragmen tiretiminin fazla olmasi nedeniyle
diinya yag ihtiyacinin karsilanmasinda énemli pay1 vardir.

Soya yagr %4-11 linolenik, %44-62 linoleik asit igerigi ile linolenik grubu
yaglar arasinda yer almaktadir. Soya yagmin toplam doymus yag asidi igerigi ise %9-20
arasinda degismektedir. Soya yagi triterpenler, steroller ve tokoferoller gibi yagin
sabunlasmayan bilesenlerini degisik oranlarda igermektedir. N&tr soya yaginin %0.06
triterpenleri  ve  %0.42 sterolleri igerdigi, rafine soya yaZmin toplam

tokoferol  igeriginin ise  600-1000 mg/kg yag oldugu belirtilmektedir.
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Cizelge 1.1.3.1. 2001-2005 yillar1 arasinda Diinya ve Tiirkiye'de soya tohumu tiretim

verileri (bin ton).

Ulkeler 2001 2002 2003 2004 2005
ABD 75055 78672 75010 66778 85484
Brazilya 39500 43500 52000 50500 51000
Arjantin 27800 30000 35500 33000 39000
Cin 15400 15400 16510 15304 18000
Hindistan 5250 5400 4000 6800 5500
Diger iilkeler 3088 3156 3436 3915 4388
Paraguay 3502 3547 4500 3911 3800
Canada 2703 1635 2336 2263 3050
Bolivya 1030 1240 1650 1850 2030
Endonezya 1020 870 780 820 825
AB-25 1188 1309 888 633 793
Rusya 342 350 423 393 450
TOPLAM 175878 185080 197033 186257 214320

KAYNAK: ANONIM. USDA-FAS, Oilseed: World Market and Trade, 2007.

1.1.4. Palm Yag

Palm yagi, Elaeis guineensis olarak bilinen, Malezya, Bati ve Orta Afrika ile
Endonezya'da ekimi yaygin olarak yapilan yagli meyvenin pulp kismindan (yag oran %
50) elde edilen bir yagdir. Meyvenin ¢ekirdeginden elde edilen ve laurik asit (%40-52)
icerigi yiiksek olan yag ise palm cekirdegi yagi olarak bilinmektedir. Cizelge 1.1.4.1.°de
2001-2005 yillar1 arasinda Diinya genelinde palm tohumu tiretim verileri gosterilmistir.

Palm meyvesi 6zellikle hasat ve isleme sirasinda kuvvetli enzimatik hidroliz
reaksiyonlarina maruz kaldig1 i¢in bazi durumlarda palm yaginin serbest yag asidi
igerigi %50'ye kadar yiikselebilmektedir. Iyi kaliteli meyvelerden elde edilen palm
yaginin bile serbest yag asidi igerigi diger bitkisel kaynakli yaglardan daha yiiksektir.
Palm yag1 %38-52 oleik, %5-11 linoleik asit igerigi ile oleik-linoleik grubu yaglar
arasinda yer almaktadir. Palm yaginin doymus yag asitlerinden palmitik asit icerigi ise
%32-45 arasinda degismektedir. Yari kati haldeki palm yaginda doymamis yag

asitlerinin %85'den fazlasi gliserol molekiiliiniin 2-pozisyonunda yer almaktadir.
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Cizelge 1.1.4.1. 2001-2005 yillar1 arasinda Diinya ve Tiirkiye'de palm tohumu tiretim

verileri (bin ton).

Ulkeler 2001 2002 2003 2004 2005
Malezya 11973 11858 13180 13420 15200
Endonezya 8300 9200 9800 10600 11600
Diger Ulkeler 2188 2319 2354 2522 2472
Nijerya 730 760 770 780 790
Tayland 580 780 640 840 760
Kolombiya 560 518 540 614 653
Diinya Toplam1 24295 25435 27284 28776 31575

KAYNAK: ANONIM. USDA-FAS, Oilseed: World Market and Trade, 2007.

Trigliserid yapis1 ve serbest yag asidi icerigi ise palm yaginin erime ve plastik
ozelliklerini etkilemektedir. Palm yaginin %0.2—1.0 arasinda degisen sabunlagsmayan
maddelerinin  %0.03-0.15'in1  karotenoidler, %0.003-0.11'ini tokoferoller, %0.03-
0.10'unu steroller, %0.05-0.10'unu fosfatidler, %0.08'ini alkoller olusturmaktadir.

1.1.5. Pamuk Yagi

Pamuk yagi; Gossypium hirsutum (Amerikan) veya Gossypium barbadense
(Misir) tohumlarindan elde edilen, karakteristik tadi ve kokusu olan, oldukca koyu
renkli (kirmizi-kahverengi) bir yagdir.

Ulkemizde pamuk yag genellikle margarin hammaddesi kati yag iiretiminde
kullanilmaktadir. Pamuk yag1 %13-44 oleik ve %33-58 linoleik asit i¢erdigi icin oleik-
linoleik asit grubu yaglar arasinda yer almaktadir. En 6nemli doymus yag asidi ise %
17-29 oranindaki palmitik asittir. Cizelge 1.1.5.1.de 2001-2005 yillar1 arasinda Diinya

genelinde palm tohumu tiretim verileri gosterilmistir.
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Cizelge 1.1.5.1. 2001-2005 yillar1 arasinda Diinya ve Tiirkiye'de pamuk tohumu tiretim

verileri (bin ton).

Ulkeler 2001 2002 2003 2004 2005
Cin 900 1116 1010 1024 1284
Hindistan 530 550 488 619 822
Diger iilkeler 600 642 605 656 762
Pakistan 305 308 289 281 421
ABD 384 398 329 398 406
Brazilya 208 172 204 208 301
Ozbekistan 210 228 210 203 277
Tiirkiye 194 208 218 220 228
AB-25 82 92 72 72 86
Meksika 78 70 55 59 80
Avustralya 50 75 50 39 75
Diinya Toplami 3541 3859 3530 3867 4742

KAYNAK: ANONIM. USDA-FAS, Oilseed: World Market and Trade, 2007.

Bitkisel kaynakli yaglarin sabunlasmayan maddeleri arasinda yer alan en nemli
bilesen, antioksidan etkisi nedeniyle tokoferollerdir. Ham pamuk yag: dogal
tokoferollerce olduk¢a zengin bir yagdir. Ancak dogal tokoferoller rafinasyon islemi
sirasinda tahrip olduklar1 icin ham pamuk yagmnm, rafine pamuk yag ile
karsilastirildiginda oksidasyon stabilitesi daha yiiksektir. Ham pamuk yagi toplam %
0.110 oraninda tokoferol igcerirken, rafine pamuk yagi %0.087-0.095 oraninda tokoferol
icermektedir. Ham pamuk yagindaki toplam tokoferollerin %0.076's1 a-tokoferol, %
0.034'i ise y-tokoferoldiir. 300 mg/kg oraninda a-tokoferol iceren rafine pamuk yaginin
97°C sicakliktaki indiiksiyon periyodu 3 saat olarak belirtilmektedir. Yagm
sabunlagmayan bilesenlerinden sterollerin ham pamuk yagindaki miktar1 0.574 mg/100
mg yag olarak belirtilmektedir. Bu miktar rafinasyon islemi ile 0.397 mg/100 mg yag

degerine diistiriilmektedir.
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1.1.6. Yag Asitleri

Genel olarak ¢ift karbon sayili, -cis konfiglirasyonunda, dallanmamis ve diiz
zincirli monokarboksilik asitler yag asitleri olarak adlandirilir. Birkag yag asidi ise
hidroksi, keto, metil vb. gruplar ihtiva ederler. Halka ihtiva eden yag asitleri de vardir.
Bilinen yag asitlerindeki karbon atomlarmin sayis1 4-34 arasinda degismektedir. Yag
asidi molekiiliinde karbon sayis1 6 dan az ise “kisa”, 6-10 arasinda ise “orta” ve 12 ile
daha fazla ise “uzun zincirli” yag asidi olarak simflandirilabilir (Tekman ve Oner 1998).

Yaglarin hem fiziksel hem de kimyasal 6zellikleri icerdikleri yag asitlerinin
yapisina baghdir. Bitkisel ve hayvansal yaglarda en ¢ok bulunan yag asitleri ve bunlarin
baz1 6zellikleri Cizelge 1.1.6.1.°de gosterilmistir. Yag asitleri, doymus yag asitleri,
doymamis yag asitleri, hidroksi yag asitleri ve karboksilik yag asitleri olmak {izere dort

grupta incelenebilir.
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Cizelge 1.1.6.1. Bitkisel ve hayvansal yaglarda en ¢ok bulunan yag asitleri ve 6zellikleri

Yag Asiti Cs?:;)llsl:u noEtna/sE‘? 0 (\::lsll)(;)zl)te Bashca Kaynaklar
a) Doymus (sature) yag asitleri
Butiric  (Butanoic) 4 S1vi (-8.0) - Siit
Caproic (Hexanoic) 6 Sivi (-3.4) - Siit
Caprilic (Octanoic) 8 16.7 0.99 Siit, hindistan cevizi (kopra)
Capric (Decanoic) 10 31.6 1.40 Siit, hindistan cevizi
. . 1.95 Hindistan cevizi, Brezilya palmiyesi
Lauric (Dodecanoic) 12 44.2 Lo
(babassu) ve palm g¢ekirdegi
Myristic (Tetradecanoic) 14 54.4 2.69 H. cevizi, tereyagi ve balik yag1
Palmitic (Hekzadecanoic) 16 62.9 3.60 i’zéﬁr(meyve)’ gigit ve hayvansal
Margaric 17 61.3 - Domuz yagi (Lard)
474 Aygigegi, aspir, susam, palm
Stearic (Octadecanoic) 18 69.6 ’ (meyve),
kabak cek. ve hayvansal yaglar
Arachidic (Eikosanoik) 20 75.4 - Yerfistig1 yagi
Behenic (Docosanoic) 22 80.0 - Yerfistig1 yagi
Lignoceric (Tetracosanic) 24 84.2 - Kolza (kanola), yerfistigi, balmumu
Serotik (Hekzacosanoic) 26 87.7 - Balmumu
b) Doymamis (unsature) yag asitleri
Kaproleic (Decenoic) 10:1 - - Siit
Lauroleic (Dodecenoic) 12:1 - - Siit
Mpyristoleic (Tetradecenoic) 14:1 -4.0 - Siit, balik yaglar
Palmitoleic (Hexadecenoic) 16:1 0.5 - Bazi balik yaglari, zeytin, siit
Margaroleic 17:1 57.5 - Domuz yag (lard)
Oleic (cis-9, oktadecenoic) 18:1 163 3.73 | Zeytin, aspir, aygicegi. hashas. soya.
¢igit, misir
Petroselenic (cis-6, oktadecenoic) 18:1n-9 33.0 - Maydanoz tohumu yagi
Elaidic (trans-9, oktadecenoic) 18:1 437 - Siit
Vaccenic (trans-11, oktadecenoic) 18:1 44.0 - Siit
Ricinoleic (12-hydroxy-9-octadecenoic) 18:1 -10.0 Hintyag1'
Linoleic (cis, cis-9, 12) 18:2n-6 7.0 305 | ASpir aycicegi. hashas. bitkisel
yaglar
Octodecadienoic 18:2n-9 -
o-Linolenic (cis,cis,cis-9, 12, 15) DGLA 18:3n-3 -13.0 2.65 Keten, ceviz, kanola, kenevir
v-Linolenic (cis, cis, cis-6, 9, 12) 18:3n-6 48.0 - Hayvansal yaglar
a-Eleostearic (cis, trans, trans-9, 11, 13) 18:3 - - Tung yagi®, nadir baz1 bitkisel yaglar
B-Eleostearic (trans,trans,trans-9,11,13) 18:3 71.0 - A izomerlerinin izomerizasyonu
Octodecatetraenoic 18:4n-3 - - -
Gadoleic (9, Eicocenoic) 20:1 - - Bazi balik yaglari, yerfistig, kanola
Eicosadienoic 20:2n-9 - - Domuz yag:
Eicosatrienoic 20:3n-9 - - -
Dihomo-y-linolenic 20:3n-6 - - -
Arachidonic (5,8,11,14) 20:4n-6 -49.5 - Domuz yagi
Eicosapentaenoic (5,8,11,14,17) EPA 20:5n-3 - - Bazi balik yaglari
Erucic (cis-13) (Docosenoic) 22:1 33.5 5.91 Crambe, kolza
Docosantrienoic 22:3n-9 - - Domuz yag:
Docosatetraenoic 22:4n-6 - - -
Docosapentaenoic 22:5n-3 - - -
Docosapentaenoic 22:5n-6 - - -
Docosahexzaenoic(4,7,10,13,16,19)DHA 22:6n-3 - - Bazi balik yaglari
Tetracosenoic 24:1 - - Kolza, hardal

(EqYag asitlerinin erime derecesi; K,: Yag asitlerinin katilasma derecesi)
KAYNAK: DIZGE, N. 2005. Bitkisel yag ve atiklarindan yeni mikro poroz polimerik enzim reaktorleri

ile biyodizel iiretimi. 171 s.




1.1.6.1. Doymus Yag Asitleri

Karbon atomlar arasinda c¢ift bag icermeyen uzun zincirli yag asitleridir.
Molekiillerindeki karbon sayilar1 4 den 26 ya kadar olan doymus yag asitleri hem
bitkisel hem de hayvansal yaglarda, karbon sayis1 34 e kadar olan uzun zincirli yag

asitleri ise mumlarda bulunur. Hayvansal ve bitkisel yaglarda en ¢ok bulunan baslica
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doymus yag asitleri Cizelge 1.1.6.1.1.°de verilmistir.

Cizelge 1.1.6.1.1. Hayvansal ve bitkisel yaglarda en ¢ok bulunan baslica doymus
yag asitleri

Yag asidi Kapalh Formiil Ac¢ik Formiil
Biitirik Asit C4HgO, CH; (CH,), COOH
Kaproik Asit CeH 1,0, CH; (CH,), COOH
Kaprilik Asit CsHi60, CH; (CH,)s COOH
Kaprik Asit Ci0H200, CH; (CH;)s COOH
Laurik Asit C,H,,0, CH; (CH,); COOH
Miristik Asit C4Hy50, CH; (CH;);, COOH
Palmitik Asit C6H3,0, CH; (CH,),4 COOH
Stearik Asit CisH360, CH; (CH;);6 COOH
Arasidik Asit Cy0Hy00, CH; (CH,);3 COOH
Behenik Asit CHy0, CH; (CH;),0 COOH
Lignoserik Asit Cy4Hy30, CH; (CH,),, COOH
Serotik Asit Cy6Hs,0, CH; (CH;),4 COOH
Montanik Asit CysHs560, CH; (CH;),6 COOH

1.1.6.2. Doymamis Yag Asitleri

Molekiiliinde bir veya daha fazla ¢ift bag ihtiva eden yag asitlerine doymamis
yag asitleri denir. Dogada bulunan doymamis yag asitlerinde 1-6 kadar ¢ift bag vardir.
Dogada en yaygin bulunan doymamis yag asidi olan oleik asit tek c¢ift bag igerir
(Tekman ve Oner 1998). Doymamis yag asitleri kolaylikla okside olabilirler. Ozellikle
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cift bag sayisinin artmasi oksidasyonu kolaylastirmaktadir. Hayvansal ve bitkisel

yaglarda en ¢ok bulunan baslica doymamis yag asitleri Cizelge 1.1.6.2.1.°de verilmistir.

Cizelge 1.1.6.2.1. Hayvansal ve bitkisel yaglarda en ¢ok bulunan baslica doymamis yag
asitleri
SN Kapal .
Yag asidi Formil Actk Formiil

Palmitoleik Asit C16H3002 CH;(CHz)s CH= CH(CH2)7 COOH

Oleik Asit Cy3H3,0, |CH;(CH,); CH = CH(CH,); COOH

Linoleik Asit C18H3202 CH3(CH2)4 CH = CHCHQCH = CH(CH2)7 COOH

alfa -Linolenik

Asit C18H3002 CH3CH2CH = CHCHch = CHCHch = CH(CH2)7 COOH

Arasidonik Asit | CyH30, |CH;(CH,);CH=CHCH,CH=CHCH,CH=CHCH,CH=CH(CH,);COOH

1.1.6.3. Hidroksi Yag Asitleri

Hidrokarbon zincirindeki hidrojenlerden biri veya birkagi yerine —OH grubu
gecmis, doymus veya doymamis yag asitleridir. Baslica doymus hidroksi yag asitleri
dihidroksistearik asit ve serebronik asit, doymamis yag asitleri ise, risinoleik asit ve
hidroksinervonik asittir. Dihidroksistearik asit ve risinoleik asit en ¢ok hintyaginda
bulunurken serebronik asit ve hidroksinervonik asitler ise en fazla beyin

glikolipitlerinde bulunur.

1.1.6.4. Karboksilik Yag Asitleri

Baslica karboksilik yag asitleri hidnokarpik asit ve solmorik asit olup solmogra
yaginda bulunmaktadir. Benzer sekilde prostaglandinler olarak bilinen bir grup bilesik
hormonlara benzer etki gosterirler ve karboksilik yag asitleri tiirevleri olarak bilinirler.
Bu yapilar organizmada 20 karbon atomlu ve ii¢, dort veya bes ¢ift bag igeren bazi

doymamis yag asitlerinden sentezlenirler. (Tekman ve Oner 1998).
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1.1.7. Gliserin

Gliserin kimyasal bilesimi CsHs(OH); olan, oda sicakliginda koyu kivamh
goriintiste, hafifge tath viskoz sividir. Gliserin her biri farkl bir karbon atomuna bagh
tic hidroksil grubu (-OH) icerdiginden dolay: ii¢ degerli bir alkoldiir. Su ve etil alkolde
her oranda karisabilir. Gliserin 18°C* de erirken 290°C’ de kaynar. Biyodizel yakit
tiretiminde yan {iriin olarak elde edilir. Cok genis kullanim alanina sahip olan gliserin
1500°den fazla iiriinde bulunur. Gliserin baslica gida, kozmetik, ilag, lastik, tekstil ve
antifriz endiistrisinde kullanilmaktadir. Gliserinin a¢ik formiilii Sekil 1.1.7.1.°de

gOsterilmistir.

([:HQ_OH
CH —OH
CH2_OH

Gliserin

Sekil 1.1.7.1. Gliserinin agik formiilii

1.1.8. Gliseridler

Gliseridler gliserinin yag asitleri ile olusturdugu esterlerdir. Gliserin yapisinda
tic hidroksil igerdiginden monogliserid, digliserid ve trigliserid olmak {izere ii¢ farkh
gliserid verebilir. Gliserin molekiiliniin bir alkol grubu bir yag asidi ile esterlesirse
monogliserid (monoagilgliserol) meydana gelir. Yag asidi molekiiliiniin gliserinin
uclarindaki yada ortasindaki karbona baglanmasina gore iki farkli monogliserid

olusabilir. Sekil 1.1.8.1.’de a ve  monogliserid formiilleri gosterilmistir.
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CH,—0—CO—R C|3H2 —OH

(|')H —OH ?H —0O—CO—R
CH,—OH CH,—OH

1 (veya a)-monogliserid 2 (veya P)-monogliserid

Sekil 1.1.8.1. a ve B monogliserid formiilleri

Gliserin molekiiltintin iki alkol grubu ile iki yag asidi esterlesirse digliserid
(diagilgliserol) meydana gelir. Yag asidi molekiiliiniin gliserinin karbonlarina
baglanmasina gore iki farkh digliserid meydana gelir. Sekil 1.1.8.2.°de 1,2-digliserid ve

1,3-digliserid formdiilleri gosterilmistir.

C|3H2—O—CO—R1 C|3H2—O—CO—R‘I
C|)H —0O—CO—R2 C|3H —OH
CHZ—OH CHZ—O—CO—R2
1,2-digliserid 1,3-digliserid

Sekil 1.1.8.2. 1,2-digliserid ve 1,3-digliserid formiilleri

Gliserin molekiiltiniin ii¢ alkol grubu iic yag asidi ile esterlesirse trigliserid
(triagilgliserol) olusur. Triagilgliseroller hayvansal ve bitkisel yaglarin en biiyiik kismimi
olusturur. Besin maddelerinde ve organizmada oldukca biiyiik miktarda bulunurlar.
Trigliseridlerde gliserin ile esterlesen yag asitlerinin ticli de ayni ise basit trigliserid
olarak adlandirilir. Trigliseridlerde gliserin ile esterlesen yag asitleri ayni degilse olusan
trigliserid karigik trigliserid olarak adlandirilir. Sekil 1.1.8.3.°de basit ve karigik
trigliseridler gosterilmistir.

Trigliseridlerin erime noktalarint yapilarint olusturan yag asidi komponentleri
belirler. Genellikle doymus yag asitlerinin miktar1 ve zincir uzunlugu arttik¢a
trigliseridlerin erime noktalari yiikselir. Ornegin tripalmitin, tristearin gibi doymus yag
asitlerinin triagilgliserolleri viicut sicakliginda katiyken doymamis yag asitlerinden

olusan triolein veya trilinolein ise sividir.
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CH,—O—CO—R1 (|3H2—O—CO—R1
C|)H —O—CO—Ri1 (|:H —O—CO—R2
CH,—0O—CO—R1 CH;—0—CO—R3
Basit trigliserid Karigik trigliserid

Sekil 1.1.8.3. Basit ve karigik trigliserid formiilleri

Trigliseridler yiiksek basmng altinda su ile, normal basing altinda asitlerle
kaynatilarak yada lipaz gibi belirli enzimlerin katalitik etkisiyle hidroliz olurlar.
Hidroliz sonucu ti¢ molekiil yag asidi bir molekiil gliserin olusur. Sekil 1.1.8.4.’de
trigliserid molekiiliiniin lipaz beraberinde hidrolizi sonucu gliserin ve yag asitlerine
parcalanma reaksiyonu verilmistir. Ayrica trigliseridler kuvvetli bazlarla kaynatilirlarsa
sabun ve gliserine ayrilirlar. Sekil 1.1.8.5.°de trigliserid molekiiliiniin sabunlagma

reaksiyonu goriilmektedir.

CH,—O—CO—R1 CH,—OH R1— COCH

CH—0O—CO—R2 4 3HOH Pazenami oy oM 4 R2—COOH

CH,—0—CO—R3 (|3H2—0H R3— COOH
Trigliserid Su Gliserin Yag asitleri

Sekil 1.1.8.4. Trigliserid molekiiliiniin hidroliz reaksiyonu

OH,—O—CO~R RI—COONa  CH,—OH

ISI |

C|)H —0O—CO—R2 + NeOH ™ _ R2—COONa + (|3H —OH
CH;,—O—CO-R3 R3— COONa CH,—OH
Trigliserid Sabun Gliserin

Sekil 1.1.8.5. Trigliserid molekiiliiniin sabunlagma reaksiyonu
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1.1.9. Yaglarin Diger Bilesenleri

Yaglarin yapisindaki bilesenler hem yagin sahip oldugu 6zellikler hemde yagdan
elde edilen biyodizel yakit 6zellikleri agisindan son derece dnemlidir. Bitkisel yada
hayvansal kaynakh yaglar yag asitleri, gliserin ve gliseridler disinda bir ¢ok farkh
bilesen icermektedirler. Bu bilesenler fosfolipidler, sfingolipidler, yag alkolleri,
steroller, hidrokarbonlar, renk maddeleri, yagda ¢6ziinen vitaminler, antioksidanlar, tat

ve koku maddeleri ve vitaminlerdir.

1.1.9.1. Fosfolipidler

Fosfolipidler her yagda az miktarda da olsa bulunan bir bilesendir. Gliseroliin iki
yag asidi ve bir fosforik asit esteri ile olusturdugu bir kompleks yapiya sahiptirler
(Turkay 2006). En fazla soya yaginda bulunmaktadir. Yagin rafinasyonu islemi ile
ortamdan uzaklastirilabilir (Basoglu 2002). Fosfolipidler viicutta karbonhidrat ve
protein tasinmasinda gorev alirlar. Azot ve fosfor icermeleri nedeniyle enerji
metabolizmasinda onemli fonksiyona sahiptirler. Kimyasal agidan ele alindiginda
gliserin molekiiliiniin o pozisyonuna doymus yag asidi, B pozisyonuna doymamis yag
asidi ve y pozisyonuna ise fosforik asit, kolin, kolamin ve serin esterleri gelmektedir. Bu
grupta ¢ok farkli maddeler bulunmaktadir. Sekil 1.1.9.1.1.” de bir diger adi lesitin olan

fosfatidil kolin fosfolipidlere 6rnek olarak verilmistir.

/:U

N
O

/

—0
e
I

N

CH,

\
!

N

G | cH o
/ 2
: [N e

Sekil 1.1.9.1.1. Diger adi lesitin olan fosfatidil kolin molekiilii
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1.1.9.2. Sfingolipidler

Genelde hayvansal kaynakli yaglarda bulunmakla birlikte soya yagi gibi bazi
bitkisel yaglarda da mevcutturlar. Bitkisel yaglarda bulunan tiirii fitosfingolid olarak
adlandirilmaktadir. Sfingolipidler yaglarin rafinasyonu sirasinda yagdan yapiskan
maddelerin alinmasi esnasinda ortamdan ahnirlar. Sfingolipidlerin yapi tasi olusturan
sfingosin 18 karbonlu, doymamis yapiya sahip, hidroksil ve amin gruplari iceren bir
hidrokarbondur (Basoglu 2002). Sekil 1.1.9.2.1."” de sifingomiyelin molekiiliiniin agik

yapisi gosterilmistir.

CH,
HZC_CHZ—N* CH,
L CH,
o=—PpP—O
o]
HN
0—c OH
\

Sekil 1.1.9.2.1. Sifingomiyelin molekiiliiniin agik yapisi

1.1.9.3. Yag Alkolleri

Biyolojik acidan 6nemli maddelerdir. Yaglarda serbest halde ve yag asitleri ile
esterlesmis halde (Vaks) bulunabilirler. Hayvansal ve bitkisel yaglarda ¢ok az miktarda
bulunurlar. Yaglarin sabunlagsmayan kismini olustururlar. Yag alkolleri yiiksek molekiil

agirlikhh maddelerdir. Yag asitleri ile birleserek esterleri meydana getirirler. Dogadaki
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tim bitkilerin yaprak, tohum kabuklar1 ve meyvelerin tizerleri bu esterlerle (mumlar)

kaplanmig haldedir. Cizelge 1.1.9.3.1.’de yag alkollerinden bazilar1 verilmistir.

Cizelge 1.1.9.3.1. Bazi yag alkolleri

Yag alkoliiniin adi Kapah formiilii Donma noktasi (°C)
Setilalkol Ci6H330H 50
Stearilalkol C,3H3,OH 58
Oleylalkol C,3H3s0H 2

Miristil alkol C3oHe1OH 86

1.1.9.4. Steroller

Steroller steroid alkoller olup hem hayvansal hem de bitkisel yaglarda
bulunurlar. Steroller steran halkasi igerirler. Yaglarda serbest halde ve yag asitleri ile
esterlesmis halde bulunabilirler. Hayvansal kaynakli yaglarda bulunan steroller
zoosteroller olarak adlandirilir. Bu grubun dnemli temsilcileri kolesterol, kaprosterol ve
allosteroldiir. Bitkisel yaglarda bulunan sterollere fitosteroller olarak bilinirler. En
Onemli liyeleri sitosterol, stigmasterol ve brassikasteroldiir. Mikosteroller olarak bilinen
grup ise kiiciik yapili bitki ve kiiflerin lipitlerinde bulunurlar. Ergosterol ve fuleosterol
bu gruba drnek olarak verilebilir. Sekil 1.1.9.4.1." de kolesterol molekiiliiniin agik yapist

gOsterilmistir.

Sekil 1.1.9.4.1. Kolesterol molekiiliiniin agik yapisi
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1.1.9.5. Hidrokarbonlar

Hidrokarbonlar yaglarin sabunlasmayan kisminda bulunurlar. Genellikle tek
sayida karbon atomu igerirler ve zincir yapilar1 dallanma gosterir. Yaglarin rafinasyonu
sirasinda ortamdan uzaklastirilirlar. Yaglarin yapisinda bulunan 6nemli hidrokarbonlar

skualen (CsgHsp), pristan (CisHss), gadusen (CigH3z) ve hipojen (Ci5Hzp) dir.

1.1.9.6. Renk Maddeleri

Lipokromlar olarak bilinen renk maddeleri yaglarin yapisinda serbest veya ester
halinde bulunabilirler. Yaglarin yapisinda bulunan renk maddeleri genelde
karotinoidlerden olusur. Karotinoidler yaglarda ¢oziinen hidrokarbonlar veya alkoller
olup ¢ok sayida konjuge bag icerirler. Karotinoidler havanin oksijeni ile oksidasyona
ugrayarak epoksit veya diger oksidasyon iirlinlerine parcalanirlar. Tiim karotinoidler
1513a kars1 ¢ok hassastir ve icerdikleri konjuge baglar hidrojenle doyuruldugunda
renksiz bilesenlere doniistirler. Cizelge 1.1.9.6.1.°de karotinoidlerden bazilar

gOsterilmistir.

Cizelge 1.1.9.6.1. Bazi karotinoidler ve kapali formiilleri
Karotinoid Adi Kapah Formiilii

Karoten C40Hss
Likopen CaoHse
Ksantofil C40Hs602
Biksin Cy5Hy904
Krosetin CroH2404
Azafrin Cy7H2504
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1.1.9.7. Yagda Coziinen Vitaminler

Yagda coziinen vitaminler A, D, E ve K vitaminleridir. Yemeklik yaglar i¢inde
daha ¢ok A, D ve E vitaminleri bulunurken K vitamini daha ¢ok bitkilerin yesil
kisimlarinda bulunurlar. Viicutta ¢ok dnemli biyolojik fonksiyonlari bulunmaktadir.
Sekil 1.1.9.7.1. ve Sekil 1.1.9.7.2.’de sirasiyla A ve E vitaminlerinin molekiil formiilleri

gOsterilmistir.

.
\\‘\\\

HO
Sekil 1.1.9.7.1. A vitamini molekiil yapisi
H,C OH

CH,

H,C
Sekil 1.1.9.7.2. E vitamini molekiil yapisi
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1.1.9.8. Antioksidanlar

Yaglarin yapisinda bulunan havadaki oksijenin oksitleyici etkisini dnleyici veya
yavaslatic1 fenolik yapidaki bilesenlere dogal antioksidanlar denir. Yagin i¢indeki bu
maddeler oksijenle birlesip parcalanirken yagin dogal yapisinin bozulmasini 6nlerler.
Bu maddelere 6rnek olarak biitiin yaglarda farkli oranlarda bulunan tokoferoller, pamuk
yaglarinda bulunan gossipol ve susam yaginda bulunan sesamin, sesamol ve sesamolin

verilebilir.

1.1.9.9. Tat Ve Koku Maddeleri

Dogadaki tiim yaglarin kendine has tat ve kokusu vardir. Bu etkileri olusturan tat
ve koku maddeleri dogal tat ve koku maddeleri ile teknolojik islemler yada oksidatif
bozunmalar sonucu olusan tat ve koku maddeleri olarak ikiye ayrilabilir. Dogal tat ve
koku maddeleri hidrokarbonlar sinifinda polietilenik yapidadir. Ornek olarak zeytin ve
yerfistigi yaglarindan izole edilen tridekadien (C;3H4), pentadeken (CisHsy),
hekzadekadien (Ci6H30), nanodeken (C19Hsg), triakosaheksen (Cy3H4z) ve oktakosatrien
(CasHsp) verilebilir. Teknolojik islemler veya oksidatif bozunmalar sonucu olusan tat ve
kokular ise aldehit, keton ve alkol gibi yagin dogal yapisimi bozan maddelerden

kaynaklanmaktadir.

1.1.9.10. Mineraller

Kati ve sivi yaglar rafinasyondan sonra fosfatid kalintilarindan dolay1 az
miktarda fosfor igerir. Yaglarin notralizasyonu isleminden sonra 5-20 ppm kadar
sodyum sabunlar1 bulunabilir. Ham bitkisel yaglarda 0,85-1,1 ppm Zn, 0,005-1,0 ppm
Cu, 0,03-5 ppm Na, 0,01-4 ppm’den az Br ve 1 ppm’den az miktarda Fe, Mn ve Ni gibi

metaller bulunabilmektedir.
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1.2. Hayvansal Yaglar

Giintimiizde hayvansal yag kaynaklar1 sinirlhidir. Bugiine kadar 1500 civarinda
kara ve deniz hayvanimin yagi incelenmistir. Hayvansal yag kaynaklar1 kendi i¢inde ti¢
grupta incelenebilir. Bunlar baslica koyun ve sigir gibi hayvanlardan elde edilen hayvan
ic yaglar, ¢esitli balik tiirleri ve balina gibi deniz hayvanlarindan elde edilen yaglar ve
koyun, inek gibi kara hayvanlarinin siitiinden elde edilen tereyaglaridir (Basoglu 2002).

Cizelge 1.2.1.°de bazi hayvansal kaynakli yaglarm yag asitleri icerigi gosterilmistir.

Cizelge 1.2.1. Bazi1 hayvansal kaynakli yaglarin yag asitleri icerigi

Yagh Tohum Doymus Asitler Doymams Asitler LD.
Cinsi 12:0 14:0 16:0 18:0  Diger | 16:1 18:1 18:2 18:3 Diger
Lauric Myristic Palmitic Stearic Palmitoleic Oleic Linoleic Linolenic

Tereyag: (Butter) | 2.9 108 269 121 123" 20 285 32 04  2.7% |25-42

Balikyagi 39.7%
(sardalye) 0.2 6.5 16.6 3.9 1.8 7.5 148 20 1.3 1 -
Domuz yagi

(Lard) 0.1 1.5 260 135 0.8*° 33 439 95 0.4 1.0 46-70

igyag1 (Tallow) 0.1 32 243 18.6 2.2% 3.7 18.6 426 26  2.0%238-48

Sigir eti yagt - - 29.0  20.0 - 2.0 420 20 0.5 45| -
Koyun eti yag - - - 250 250 - 39.0 4.0 0.5 158 -
Domuz eti yagt - - 28 13.0 - 3.0 46.0  10.0 0.7 207 -

! butyric,“capric, *caproic, ‘margaric, *pentadecanoic, “myristoleic, "dodecanoic, *gadoleic, *docosenoic, '°docoseaheecezaenoic,
Yerusic, “margaroleik, *arachidonic

KAYNAK: DIiZGE, N. 2005. Bitkisel yag ve atiklarindan yeni mikro poroz polimerik enzim reaktorleri
ile biyodizel iiretimi. 171 s.

1.3. Atik Yaglar

Cevre ve Orman bakanliginin 25353 sayili atik yaglarin kontrolii yonetmeligine
gore atik yag tanmimi; Kullanilmis tagit yaglari (benzinli motor, dizel motor, sanziman ve
diferansiyel, transmisyon, iki zamanli motor, hidrolik fren, antifiriz, gres ve diger 6zel
tasit yaglari); endiistriyel yaglari (hidrolik sistem, tiirbin ve kompresor, kizak, agik-
kapali digli, sirkiilasyon, metal kesme ve igleme, metal ¢ekme, tekstil, 1s1l islem, 1s1
transfer, izolasyon ve koruyucu, pas ve korozyon, izolasyon, trafo, kalip, buhar silindir,
pnomatik sistem koruyucu, gida ve ilag endiistrisi, genel amaclh, kagit makinesi, yatak

ve diger Ozel endiistriyel yaglari ve endiistriyel gresleri) ve ©6zel miistahzarlar
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(kalinlastirici, koruyucu, temizleyici ve benzeri) ve kontamine olmus yag {riinlerini
ifade eder seklinde yapilmistir.

Gida maddelerinin kizartilmasi, cok uzun zamandan beri yogun olarak kullanilan
ve baslica amaci 6zel bir renk, tat, doku ve kabuk olusturarak gidanin hizli pismesini
saglayan bir yontemdir. Kizartma esnasinda gida maddesi ile kizartma yag arasinda
ayni anda gergeklesen 1s1 ve kiitle iletimleri neticesinde hem gida hem de yagda 6nemli
fiziksel ve kimyasal degisimler meydana gelmektedir. Kizartma y&nteminin gidalarin
pisirilmesi i¢in ucuz, hizl ve verimli bir ydntem olmasi ve gida yiizeyinde sterilizasyon
saglamasi1 gibi {Ustiinliiklerinin yan1 sira, besleyici degeri agisindan da kizartilmis
gidalarin diger yontemlerle pisirilmis gidalara gore bazi iistiinliikleri vardir. Kizartilmis
gidalar ile birlikte tiiketilen kizartma yaglarmin insan saghgi iizerinde olumsuz etki
yaratmamasi i¢in kizartma yaglarmin kullamim siiresinin, toplam polar madde
iceriklerinin ¢ok dikkatli bir sekilde izlenmesi gerekmektedir.

Kizartma kosullarina gore farkli derecede ve farkli mekanizmalar iizerinden
gerceklesen reaksiyonlar sonunda kizartma yaginda yiizlerce farkli yapida, ancak hepsi
polar karakterli bozunma iiriinleri olusmaktadir. Yagdaki polar madde orani %25’
gectiginde kanserojen etki baslamaktadir. Ayrica %75’lik biyodizel yapimima uygun
trigliserit miktar1 azalmaktadir. Kizartmalik yaglarin zamaninda gida zincirinden
cekilmesi hem insan sagliginin hem de biyodizel yapmaya uygun hammadde
kaynagmin korunmasi sonucunu saglayacaktir. Gelismis iilkelerde belirli olan gidada
kullanilan kizartmalik yaglarin kriterlerinin {ilkemizde de yaymlaniyor olmasi
sevindirici bir gelismedir. (http://www.albiyobir.org.tr/atikyaglar/2008)

1 1t atik yagm 1 milyon litre igme suyunu kirletebildigi bilinmektedir.
Kullamlmis bitkisel atik yaglar evsel atik su kirliliginin %25’ini olusturmaktadir. Atik
vaglar ekotoksik ozellige sahiptir, bulundugu ortami kirletir ve ortamda yasayan
canlilara zarar verir. Atik su kirliliginin %25 oraninda kaynagini, kullanilmis bitkisel ve
hayvansal yaglar olusturmaktadir. Artilmayan atik sularin igindeki bitkisel ve
hayvansal atik yaglar denizlere, gollere ve akarsulara dokiildiigii zaman o suyun
kirlenmesi ve sudaki oksijenin azalmasi sonucu ortamdaki basta baliklar olmak tizere
diger canlilar tizerinde biiyiik tahribata yol agmaktadirlar. Atik yaglarin kii¢iik firinlarda
yakilmasi ile ig¢indeki agir metal ve klor bilesimleri atik hava ile birlikte atmosfere

salinarak havay1 Kkirletir ve insan saghigma zarar verir. Bu nedenle bu islem
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yasaklanmigtir. Kullanilmis yaglar lavaboya dokiildiigli zaman dren sistemine
sivanmakta kanalizasyon borusu igindeki atiklarin yapismasina ve zamanla borunun
daralmasima neden olmaktadir. Kanalizasyona dokiilen atik yaglar diger atiklan
tutmakta ve kanalizasyon sisteminin kullanilmaz hale gelmesine sebep olmaktadirlar.
Boylece atik su aritma tesislerine zarar vermekte ve isletme maliyetini artirmaktadir.
ABD’de yapilan bir arastirmaya gore lavaboya dokiilen atik yaglarm kanalizasyon
sistemlerinin %40  oraninda  tikanmasina  sebep  oldugu  bildirilmistir
(http://www.albiyobir.org.tr/atikyaglar/2008).

Atik bitkisel yaglarin biyodizel tretiminde kullanihyor olmasi yaglarin
ekonomik degeri itibariyle sagliksiz, yasadisi kullamim alanlarimi engellemesi, kiiresel
1sinmaya karsi miicadele araci olabilmesi gibi ¢evresel ve ekonomik avantajlara sahiptir.
Yilda 250 bin ton atik yagin biyodizele doniistiiriilmesi halinde 750 bin ton/yil
karbondioksit salinimi1 engellenecek, uluslararasi karbon piyasasindan pay aliacak,
yeni istihdam alanlar1 yaratilacak ve 500 milyon Euro degerinde temiz enerji elde
edilecektir (http://www.atikbitkiselyag.com/icerikler/cevre04.htm).

Cevre ve Orman Bakanligi'nin atik motor yaglarmin toplanmasi ve bertaraf
edilmesi konusunda yetkilendirdigi Petrol Sanayi Dernegi (PETDER) 2007 yili boyunca
basta Marmara, i¢ Anadolu, Ege ve Karadeniz Bolgesi’nde olmak iizere toplam 78 ilde,
10 bin 943 isletmeden 15 bin 80 ton atik motor yagi toplamistir. Cevre ve Orman
Bakanhgi’'nin AB ¢evre yasalarina uyum saglamak amaciyla 21 Ocak 2004 tarihinde
yayinladig1 yonetmelik cergevesinde yiiriitiilen “atik motor yagi toplama” ¢alismalari
kapsaminda 4 yil igerisinde toplanan atik yag miktari ise 34 bin 443 tonu bulmustur.
PETDER’in yaptig1 hesaplamalara gore, 2007 yili icerisinde toplanan 15 bin 80 ton atik
motor yagmin enerji degeri 165 milyon kwh. elektrik enerjisine denk gelmektedir.
PETDER yetkilileri, sadece 2007 yilinda toplanan atik motor yaglari ile 90 bin kisinin
bir yillik elektrik enerjisi ihtiyacina egdeger bir enerji geri kazanimi elde edildigini
aciklamiglardir.  En  fazla Atk Yag Arag  servislerinden toplanmistir.
PETDER’in 2007 yili boyunca topladigr atik yaglarin sektorel dagilimi ise soyledir:
Arag Servisleri % 64, kamu kuruluslart % 8, yag iiretim tesisleri % 7, belediyeler % 3,

akaryakit istasyonlar1 % 1 ve fabrikalar ile diger alanlar % 17’ dir.
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1.4. Yag Bilesenlerinin Biyodizel Ozelliklerine Etkisi

Tiirkiyede {tiretilen biyodizel TS EN 14214 standardina uygun olmahdir. Bu
standarda uygun tiretilen biyodizel yakitlar otomobil motorlarma herhangi bir zarar
vermeden rahatlikla kullanilabilirler. Bu standartlara uymayan yakitlar hem ekonomik
kayiplara hemde cevresel zarara neden olabilir. Bu nedenle iiretilen biyodizel yakitlarda
TS EN 14214’ e gore belirlenen 24 parametre ¢ok hassas bir sekilde kontrol edilmelidir.

TS EN 14214 standardinda analizler fiziksel ve kimyasal olmak iizere ikiye
ayrilabilir. Yontemde kinematik viskozite, yogunluk, parlama noktasi, karbon kalintisi,
su icerigi ve oksidasyon kararlilig1 fiziksel analizler grubunda, ester igerigi, gliseridler,
metanol, asit degeri, iyot degeri, kiikiirt, sodyum, potasyum ve fosfor analizleri ise
kimyasal analiz grubunda ele alinir. Bu 6zelliklerden su icerigi, serbest yag asitleri,
partikiil madde, fosfolipidler, kiikiirt ve iyot degeri yag Kkalitesini belirleyen
parametrelerdir. Biyodizel yakitin Kkalitesini belirleyen ozellikler ise hammadde
kalitesi(su igerigi, serbest yag asitleri, partikiil madde, fosfolipidler, kiikiirt ve iyot
degeri), kimyasal ozelligini belirleyen faktorler (ester icerigi, yogunluk, alevlenme
noktasi, kiikiirt icerigi ve setan sayisi) iiretim prosesi faktorleri (esterlesme
reaksiyonunun tamamlanmasi, serbest gliserol, alkol ile katalizor kalintisi, viskozite,
iyot degeri ve asit degeri) ve iiretim sonrasi faktorlerdir ( su icerigi ve depolama
kararlilig). Bu faktSrlerin tamami biyodizelin kalitesini direkt olarak etkilemektedir.

Yiiksek oranda doymus yag asitlerinden olusan yaglarin viskozitesi nedeniyle;
filtrede, enjeksiyon pompasi ve enjektérde kolay akis saglanamadigindan problemler
acgiga c¢ikabilmektedir. Yiiksek viskozite yiiksek pompalama basinci gerektirmektedir.
Kiciik viskoziteli yakitlar ise; yakit pompasinda kagaklara yol acmaktadirlar.
Biyodizelin  ytiksek  viskoziteye sahip olmasi esterlesme reaksiyonunun
tamamlanmadigim gosterir. Yiiksek viskoziteye sahip biyodizel enjektdrde tikanmaya,
yetersiz piiskiirtme ve silindir icinde kurumlasmaya neden olmaktadir.

Kimyasal analiz grubunda bulunan iyot degeri yaglarin doymus ve doymamis
yag asidi icerigine gore degismektedir. Doymamis yag oram diisiik yaglarda iyot degeri
diistik buna karsin yakitin diisiik sicakliklarda donma olasili1 yiiksektir. Yiiksek iyot
degerine sahip biyodizel ise tortu olusumuna, asir1 karbon kalintis1 olusumuna ve

depolama kararliliginin diismesine neden olmaktadir.
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Biyodizel iiretim asamasinda yan firiin olarak elde edilen gliserol yakittan
uzaklagtirilamadig1 takdirde depoda ¢okelmeye, yakit viskozitesinin artmasina, yakit
filtresinin tikanmasina ve motorda yanma problemlerine neden olmaktadir. Ayrica
yakitin yogunlugunun yiiksek ¢ikmasina neden olur. Bunun disginda biyodizelden
uzaklastirilamayan metanolde yakitin alevlenme noktasimi diisiirmektedir.

Biyodizelde bulunan asit degeri, hammaddeye gore degisiklik gostermektedir.
Yiiksek oranda serbest yag asitleri iceren hammadde fazla miktarda baz katalizorii
harcayarak sabun olusturacaktir. Hammaddenin asit igerigi son derece diisiik olmalidir.
Yaglarin bilesenleri iginde sabunlasan maddeler smifinda yer alan fosfolipidler yapiskan
maddelerin giderilmesi (degumming) islemiyle ortamdan uzaklasirilabilirler. Kalsiyum
ve magnezyum varliginda fosfolipidler emiilsiyon olusturabilmektedir.

Su biyodizel iginde ya ¢oziinmils halde ya da asili damlaciklar halinde bulunur.
Biyodizel su igermemelidir. Suyun varhigi enjeksiyon sistemindeki pargalarin
korozyonuna neden olmaktadir. Ayrica su biyodizelde mikrobiyolojik gelismelere katki
saglamakta bdylece biyodizelin asitlenmesine ve ¢camur olusumuna neden olmaktadir.

Ayrica biyodizel yakitta bulunan siilfiir silindirde kalint1 etkisi yaparken karbon
ise motorda birikme yapmaktadir. Setan sayisinin yiiksek olusu ise tutusma ve yanma
kalitesini artirmaktadir.

Biyodizel {iretim siireci sonrasinda dikkate alinmasi gereken ©Onemli bir
parametrede “depolama Omrii” diir. Bu terim, sadece iireticinin depolarinda kaldig:
siireyi degil aym zamanda tiiketicinin kullanim siiresini de kapsayan bir 6zellige
sahiptir. Ciinkii depolama kararhihigi, yakitin uzun zaman dilimi igerisinde kimyasal
direncini koruyabilme yetenegi olarak duistintilse de biyodizel iyi bir ¢oziicii 6zelligine
sahiptir ve aym zamanda depolama alanindaki nem, kati1 partikiil veya herhangi bir
kirlilikten kolaylikla etkilendigi i¢in kararhligi kolaylikla degismektedir. Bu da zamanla
deponun duvarlarinda birikintilerin meydana gelmesine ve yakit filtrelerinin
tikanmasina kadar uzanan bir siireci baslatmaktadir. Her ne kadar biyodizel tireticileri
tiretimden kisa bir siire (4-6 ay) sonra biodizelin tiiketilmesini Onerirlerse de yakitin
degisimini hizlandiran temel faktorler; yagin i¢erdigi ¢coklu doymamis yag asidi igerigi
ve transesterifikasyon yonteminden kaynaklanmakta, zamanla yakitin viskozitesi ve
asitligi de artmaktadir. Bu noktada ©Onemli parametrelerden biriside biyodizel

numunelerinin icerdigi linolenik asit miktaridir. Kullanilan yaga bagh olan bu
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parametre, biyodizelin soguk akis 6zellikleri iizerinde son derece etkilidir. Buna karsin,
reaksiyon kosullar1 da, biyodizelin depolama karakteri {izerinde belirgin bir etkiye
sahiptir. Depolama karakteri; sadece biyodizel tireticisinin deposunda kaldig: siireci
degil tiiketicinin yakit deposunda kalan siireci de kapsadigi i¢in biyodizel treticisi
iiretim aninda kullandigi yagin ozelliklerine bagl olarak reaksiyon kosullarim
segmelidir. Yagin igerdigi dogal antioksidan igerigi kayboldugu ol¢lide hangi yag
kullanilirsa kullanilsin iiretilen biyodizel numuneleri oksidasyon stabiliteleri konusunda
standartlar1 yakalayamayacak ve diretici antioksidan kullanarak bunu telafi etmeye

calisacaktir.
1.5. ENZIMLER

Enzimler, hiicrelerde biyokimyasal reaksiyonlar1 kataliz eden proteinden
yapilmis molekiillerdir (Wiseman 1987). Kelime anlami itibariyle enzim
‘maya=ferment’ anlamina gelmektedir. Insanoglu ¢ok eski zamanlardan beri enzimatik
reaksiyonlardan yararlanmislardir. Yogurt, ekmek, sirke, boza ve peynir yapimi bunlara
ornek verilebilir. Hiicrelerde organik maddelerin yapilmasi ve yikilmasi, sindirim, kas
kasilmasi, hiicre solunumu gibi Onemli fizyolojik faaliyetler ¢esitli enzimlerin
metabolizma reaksiyonlart sonucudur ve biitiin bu reaksiyonlar enzimlerin katalitik

etkisiyle miimkiin olmaktadir.
1.5.1. Enzimlerin Yapisi

Enzimlerin bir boliimii yalmz proteinden olusurken digerleri apoenzim ve
koenzim denilen iki kisimdan meydana gelmektedir. Enzimlerin etkileyerek degisiklige
ugrattigt molekiile ise substrat adi verilir. Enzimler biyokimyasal reaksiyonlarda
substrati degistirip tirtine doniistiiriirken kendileri hi¢ degisiklige ugramazlar. Enzimler
canli hiicreler tarafindan biyolojik kosullarda sentezlenirken, aktivite gostermeleri i¢in
hiicre iginde bulunmalar1 gerekmemektedir. Enzimlerin aktivite gostermeleri igin
gerekli olan ve protein yapisinda olmayan genellikle metal iyonlarindan meydana
gelmis olan yan gruplarina kofaktor adi verilmektedir. Enzimlerin ¢ogu kofaktor olarak

Cu*?, Fe*?, Zn** ve Mg"™ gibi iyonlara gereksinim duyar. Enzimlerin aktivite
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gostermeleri i¢in ihtiya¢ duyduklari organik molekiillere ise koenzim ad1 verilmektedir.
Organik molekiil enzimin protein kismi ile olduk¢a siki birlesmis ve dissosiye
olmuyorsa prostetik grup adinmi almaktadir. Koenzimler enzimlerin kopardigi yada
ekledigi kimyasal gruplarin tastyicisi olan organik molekiillerdir. Koenzimlerin onciil
molekiilleri vitaminlerdir. Vitaminler viicutta ufak degisikliklerle koenzimleri meydana
getirirler. Eger enzim koenzimi yada kofaktorii ile birlikte ve katalitik durum
bakimindan tamamen aktif durumda ise enzimin bu haline holoenzim adi verilmektedir.
Eger koenzim ve kofaktér enzimden ayrilacak olursa ve enzimde inaktif hale gelirse
enzimin bu haline ise apoenzim adi verilmektedir. Enzimdeki protein kisim (apoenzim
kismi) enzimin hangi maddeye etki edecegini belirler. Enzimin koenzim kismi ise

enzimde islev géren ve esas is yapan kisimdir (Tekman ve Oner 1998).

1.5.2. Enzimlerin Simiflandirilmasi

Uluslararast Biyokimya Birligi Enzim Komisyonu enzimleri kataliz ettikleri
genel reaksiyon tipinin sonuna “-az” eki getirmek suretiyle; oksidorediiktazlar,
transferazlar, hidrolazlar, liyazlar, izomerazlar ve ligazlar olmak iizere alti sinifa
ayirmistir.

Oksidorediiktazlar redoks tepkimelerini katalizleyen enzim smifidir. Ornek
olarak Laktat, dehidrojenaz ve katalaz enzimleri verilebilir. Bu enzimler kendi i¢inde
bese ayrilirlar.

a) Dehidrogenazlar: elektron kazandirici tepkimeleri etkilerler.

b) Oksidazlar: Elektron kaybeden tepkimeleri etkilerler.

c¢) Rediiktazlar: Substrati bir rediiktor aracihgiyla indirgeyen enzimlere denir. drnegin
asetaldehit rediiktaz, asetaldehiti alkole rediikler.

d) Transhidrogenazlar: Bir molekiilden digerine hidrojen tasiyarak onu rediiklerler.
e)Hidroksilazlar: Substratlarina bir hidroksil ya da su molekiilii katan enzimlere denir,
ornegin, fenilalanin hidroksilaz bir hidroksil grubunu fenilalanine ekleyerek onu
tirozine doniistiiriir.

Transferaz enzimleri hidrojenin disinda bir atomun veya atom grubunun (metil,

karboksil, glikozil, amino, fosfat gruplar) bir molekiillden digerine aktarilmasini

saglayan enzimlerdir. Aspartat transaminaz, alanin transaminaz, heksokinaz ve kreatin
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kinaz ornek verilebilir. Bu grup i¢indeki Dekarboksilazlar Karboksilik asitlerden CO,
molekiiliiniin ¢ikmasini saglarlar.

Hidrolaz enzimleri bir molekiill su sokmak suretiyle ya da su molekiilii
araciligiyla molekiillerin yikilmasimi saglayan enzimlerdir. Ester, peptit, asitanhidrit ve
glikozidik baglarma etki ederler. Lipaz, a-amilaz tripsin, kolesterol esteraz v alkalen
fosfataz 6rnek enzimlerdir. Bu grup i¢inde;

a) Esterazlar: Ester bagini yikan enzimler olarak bilinirler. Bunun iginde lipaz,
riboniikleaz, fosfataz, pirofosfataz ve glikozidaz bulunur.

b) Proteazlar: Peptit bagimi yikan ezimlerdir (proteinaz).

Liyazlar su molekiilii ¢ikarmadan molekiilleri yikan enzimlerdir, 6rnegin C-C
bagi, aldolaz ve dekarboksilazla yikilir. Keza C-0 ve C-N bagint yikan liyazlar da
vardir. Piirivat dekarboksilaz, sitrat sentaz ve adenilat siklaz 6rnek verilebilir.

[zomeraz enzimleri molekiil i¢inde degisiklik yaparak onun uzayda dizilisini
degistiren enzimlerdir. Ornegin rasemaz, epimeraz.

Ligazlar (Sentetazlar) ise enerji kullanarak substrat molekiillerinin birbirine

baglanmasinm saglarlar. Amino asitlerin ve yag asitlerinin aktiflesmesi 6rnek verilebilir.

1.5.3. Enzimlerin Calismasina Etki Eden Faktorler

1.5.3.1. Sicakhik

Enzim reaksiyonlarmin iz sicaklik artisiyla artar. Sicakhigin 10 °C
yiikselmesiyle tepkime hizi ortalama iki misli artar. Boylece tepkime hizinin
yiikselmesi, sicaklikla dogru orantilidir. Fakat belirli bir noktadan itibaren reaksiyon
hiz1 diismeye baslar ve tamamen durur. Enzimin en iyi ¢alisabilecegi sicakliga optimum
sicaklik denir. Yiiksek sicakliklarda enzimler etkisizdirler (genellikle 55-60 °C' de).
Bazi 1licalarda yosunlar 80 °C'de yasabilirler; fakat bunun iizerindeki sicakliklarda
enzimleri tamamen koagiile olur ve bir daha etkili hale ge¢emez. Optimum noktanin
biraz lizerinde enzimler etkisiz olmasina karsin, sicaklik diisiince tekrar etkili hale
gegebilirler. Fakat bu sicakligin devami ya da sicakligin biraz daha yiikselmesi

enzimlerin etkinligini tamamen ortadan kaldirir. Enzimlerin etkisiz hale gegmeleri ile
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proteinlerin koagiile olmasi arasinda biiyilk bir iliskinin olmasi, onlarm biiyiik bir
kisminin proteinlerden yapildigini1 kanitlamaktadir. Dogal olarak enzimler, proteinlerin
bir kismi gibi tigiinciil yapiya sahiptir veya en azindan molekiillerinin bir kismt bu
yapidadir. Fakat yiiksek sicakliklarda bu helozonik ya da {igiinciil yap1 par¢alandigindan
ya da birbiri tizerine yigildigindan, protein koagiile olur ve enzim etkisiz hale gecer.
Ornegin siitiin kaynatilmasinda, bakteri enzimlerinin etkisiz hale gegmesi ile eksime
Onlenir. Diusiik sicakliklar enzimin etkinligini azaltir. 0°C' de enzim ya hi¢ etki
gostermez ya da c¢ok az islev gosterir. Fakat sogugun enzimin yapisini bozdugu
goriilmemigtir. Ortamin sicakligi eski hale dondiigiinde etkinlik yine baslar. Dondurmak
suretiyle besin maddelerinin saklanmas1 enzimlerin etkisiz hale gegirilmesiyle saglanir
ve bu olaya &rnek olarak verilebilir. Insan viicudunda enzimler ¢ogunlukla 37°C' de
optimum etkindirler. Daha yiiksek sicakliklarda (¢cocuklarda 42°C, yetiskinlerde 41°C)

enzimler etkisizlesirler ve genelliklede koagiile olurlar.

1.5.3.2. pH

Enzimler pH degisimine karsi ¢ok duyarhdirlar. Genellikle ¢cok fazla asidik ve
alkalik ortamda etkisizdirler. Baz1 hallerde enzimler en yiiksek etkinligi belirli bir pH
derecesinde gosterirler. Bu pH derecesine "Optimum pH" denir. Ornegin, proteini
parcalayan pepsin, midenin pH= 2'deki asidik ortaminda maksimum calisir; buna zit
olarak pankreastan salgilanan ve yine protein sindiriminde rol alan tripsin, ancak pH’nin
8.5 oldugu ortamda optimum olarak c¢alisabilir. Enzimlerin reaksiyon etkinliginin pH ile
ilgili olmasinin nedeni, yapilarmda proteinleri tasimalarindandir. pH'a bagli olarak
protein molekiilii iizerinde cesitli elektrik yiiklenmeleri ve buna bagh olarak dis yiiz
sekli (liciinciil yap1) meydana gelmekte ve substratla-enzim uyusmasim saglamaktadir.
Belki de bu elektrik yiiklenmesi enzim-substrat arasindaki ¢ekiciligi artirmaktadir.

Ortamm kuvvetli asidik yada kuvvetli bazik olmasiyla enzimler koagiile olurlar.

1.5.3.3. Enzim/Substrat Derisimi

Enzim reaksiyonunun hizi genel olarak enzim konsantrasyonu ile orantihidir.

Eger pH ve sicaklik sabit tutulursa, enzim/substrat derisimi arasindaki orana bagh



40

olarak tepkime hizi gozlenebilir. Substratin ya da enzimin fazla olmasi bu hiz1 degisik
sekillerde etkileyebilir. Bol substrat bulunan bir ortama eklenecek enzim, son iiriiniin
miktarim artiracaktir. Sabit enzim konsantrasyonunda enzim reaksiyonunun hizi belirli
bir noktaya kadar substrat konsantrasyonu ile artmaktadir. Bundan sonra ise substrat

konsantrasyonunun artmasi reaksiyon hizini degistirmemektedir.

1.5.3.4. Su Etkisi

Enzimlerin biiyiik bir kism1 islevlerini su igerisinde gosterdiklerinden, suyun
miktari da enzim islevinde 6nemli bir parametredir. Genellikle %15'in altinda su iceren
ortamlarda, enzimler islev gostermezler. Recel ve pekmez yapiminda bu faktor
onemlidir. Sulandirilan regelin, balin ya da pekmezin mayalanmasi ve eksimesi

enzimlerin aktif hale gegmesinden dolayidir.

1.5.3.5. inhibitor (Onleyici) Etkisi

Enzim reaksiyonlarin1 yavaslatan veya engelleyen maddelere inhibitorler denir.
Substratlara ¢ok benzeyen bu maddeler enzimlerle birleserek, enzimi etkisiz hale
getirmektedirler. Bazi inhibitorler ise, enzimlerle birlesip enzimin par¢alanmasina neden
olmaktadirlar. Antibiyotiklerin viicuttaki etki mekanizmasi bu sisteme gore isler. Bazi
maddeler ise, enzimin substratini veya aktif maddesini bozarak reaksiyonu
engellemektedir. Bunlara 6rnek olarak bazi ilaglar1 (antibiyotikler), bazi zehirleri (yilan,
akrep, ar1 zehiri, siyaniir, arsenik), zirai ilaclar ve agir metalleri (kursun, bakir ve civa)

verebiliriz.
1.5.3.6. Aktivator (Aktiflestirici) Etkisi

Enzim reaksiyonlarim hizlandiran maddelere “aktivator” denir. Ozellikle
mangan, nikel, klor ve magnezyum iyonlar1 enzimlerin etkinligini artiran iyonlardir.
Bazi aktivatorler, enzimin substrati ile birlesmesini kolaylastirirken, bazilar1 enzimin
aktif yiizeyini daha da aktif hale getirerek reaksiyon hizini artirmaktadir. Ornek olarak
panzehirler, enzime baglanmis olan zehiri kendine baglayarak enzimin serbest kalmasini

ve enzimatik reaksiyonlarin normal seyrinde devam etmesini saglarlar. Ozetle
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aktivatdrler enzim aktivitesini artiran H,S, KCN ve sistein gibi inorganik veya organik

maddelerdir.

1.5.4. Enzim Reaksiyonlarinin Kinetigi

Enzim tepkimesinin hizi, enzim etkisiyle birim zamanda ortaya ¢ikan {iriiniin ya
da kaybolan substratin miktariyla 6lgiilerek hesaplanabilmektedir. Bir enzimin
molekiilsel etkinligi optimum kosullarda bir enzim molekiilii tarafindan bir dakikada
dontistiiriilen substrat molekiillerinin sayisidir. Aslinda etkinlik ¢ogu zaman 6zgiil
etkinlik biciminde yani miligram protein basina enzim birimi sayis1 ile ifade
edilmektedir. Bir enzim birimi bir dakikada ve optimum kosullarda bir mikro mol
substrati {irline doniistiiren enzim miktar1 olarak tanimlanmaktadir.

Enzim reaksiyonlarmin kinetigini agiklamak igin genel olarak kabul edilen teori
Michaelis-Menten teorisidir. Bu teoriye gore enzim (E)’in substrat (S) iizerine etkisi iki
sathada meydana gelmektedir. Birinci sathada apoenzim, kofaktor etkilesimiyle
substratla birlesir ve ara iiriin olan “enzim-substrat kompleksi” (ES) meydana gelir.
Buna Michaelis kompleksi adi verilir. Michaelis kompleksi tesekkiil ettikten sonra
substrattaki bag kopmak iizere aktive olur. Ikinci sathada ise aktive edilmis
kompleksten enzim ve enzimatik reaksiyon iiriinleri (P) serbest hale gecer. Bu durum

1.5.4.1. ve 1.5.4.2. denklemlerinde gosterilmistir.

E+S—4 SES 1.5.4.1.
ES—5 SE+P 1.5.42.

Her iki reaksiyon da tersinir olarak kabul edilir. ki, k3 ve k4 ait olduklari reaksiyonlarin
hiz sabitleridir. Ikinci reaksiyonun, enzim reaksiyonunun ¢ok erken safhalarda yani ¢cok
kisa zaman incelendigi varsayilirsa reaksiyon iriiniiniin konsantrasyonu cok diisiik

olacak ve bunun sonucu olarak enzim substrat kompleksinin (esitlik 1.5.4.3.)
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E+P—% SES 1.5.4.3.

reaksiyonu ile son derece az olacagindan bu reaksiyon ihmal edilebilir. Reaksiyonun

tamam daha basit bir sekilde esitlik 1.5.4.4.’teki gibi yazilabilir.

E+S—5 sES— &5 sE+P 1.5.4.4,

1.5.5. Enzim Aktivite Ol¢iim Yontemleri

Enzim aktivite tayininde cesitli yontemler kullanilmaktadir. Aktivite tayinlerinde
genellikle ya kaybolan substrat miktar1 yada meydana gelen iiriin miktar1 tayin edilerek
enzimlerin aktiviteleri Sl¢iiliir. Cogunlukla hiicredeki enzim proteinini tayin etmek ¢ok
zordur. Bunun yerine kaybolan substrat veya olusan iiriinii Slgerek enzim hakkinda bir
fikir sahibi olabiliriz. Enzim aktivite tayininde yontem secerken metodun pratik olusuna
ve kisa siirede yapilisina, ayrica hassas olusuna da 6zen gostermek gerekir. Asagida
aktivite tayininde kullanilan bazi terimler ve ne anlama geldigi belirtilmistir.

Unite: Bir mikromol substrati bir dakikada ve optimal kosullarda iiriine geviren
enzim miktar1 bir {inite olarak kabul edilmektedir. Enzim iiniteleri Ul seklinde
gosterilmektedir.

Spesifik Aktivite: Bir miligram proteinde bulunan enzim {inite sayisi spesifik
aktivite olarak kabul edilir. Spesifik aktivite iinite/mg protein olarak kabul edilmektedir.
Enzim aktivite tayininde kullanilan yontemleri yedi baslik altinda toplayabiliriz. Bu
yontemler Spektrofotometrik yontem, Monometrik yontem, Thunberg yontemi, Elektrot
yontemi, Polimerik yontem, Kromatografik yontem ve Kimyasal tayin yontemi olarak

siralanir.
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1.5.5.1. Spektrofotometrik Yontem

Pekcok enzim substrati, iirtinii veya koenzimi, goriilen 1sikta veya ultraviyole
1sikta bir tepe degeri gostererek, absorbans vermektedir. Bu takdirde ya substratin
kaybolmasi  yada {iriiniin  meydana gelisi gibi koenzimdeki degisiklik
spektrofotometreden tayin edilir. Spektrofotometrik yontem kolayhgi, basitligi ve
hassas olusu nedeniyle diger yontemlere gore daha ¢ok tercih edilmektedir. Bu
yontemde optik dansite degisimi, belirli miktardaki enzim {initesini verir. Bir¢ok

enzimin aktivite tayini bu yontem ile yapilmaktadir.

1.5.5.2. Manometrik Yontem

Bir komponenti gaz olan enzimlerin aktivitesini &lgmek igin kullanilan
yontemdir. Ornegin oksidazlarla oksijen alinimi ve dekarboksilazlarla karbon dioksit

salinimi1 bu ydntemle olgiiliir.

1.5.5.3. Thunberg Yontemi

Cok sayida dehidrogenaz enziminin aktivitesi bu yontem kullanilarak ol¢iiliir.
Metilen mavisi elektron akseptoriidiir. Bu bilesigin yiikseltgenmis durumu renkli,
indirgenmis durumu ise renksizdir. Enzim aktivite tayin ortamina belirli miktarda
metilen mavisi ilave edilir. G6z ile renk kaybolmasindaki gecen zaman saptanir. Deney
havanin oksijeninden korunmak icin 6zel bir tiipte yapilir. Bu 6zel tiipe "Thunberg

tiipii" denir ve yontemde adini bu tiipten almigtir.

1.5.5.4. Elektrot Yontemi

Yontem cam elektrotlarla reaksiyon ortaminda olusan iriinlerin Olgtilmesi
esasina dayanmaktadir. Yontemde amperometrik enzim elektrotlar1 kullanilmaktadir.
Metotta enzim stokiyometrik iliski icerisinde hedef molekiilii veya substrati ile

karsilastiginda bir elektroaktif maddeyi iiretir veya tiiketir. Amperometrik ¢evirici ise bu
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elektroaktif maddenin elektrot yiizeylerinde reaksiyon vermesine neden olur. Bu sirada

elektrotlar arasinda gegen akim 6lgiiliir.

1.5.5.5. Polimerik Tayin Yontemi

Pekgok enzimin substrati optikge aktiftir. Eger {irlinde optik aktivite degismesi
goriilecek olursa bu yontem kullanmlmaktadir. Substratin inaktif ve {iriiniin optik¢e aktif
oldugu durumlarda yine bu yontem uygulanmaktadir. Eger substrat ve iiriiniin ikiside

optik¢e inaktif ise, o zaman bu yontemin kullanilmasi miimkiin degildir.

1.5.5.6. Kromatografik Yontem

Diger yontemlerle bir dlgme yapilamadiginda bu yonteme basvurulur. Enzim
substrat karisgtmlarindan belli zaman araliklarinda 6rnekler alinir. Kromatografik
yontemde, substrat ve tiriin kromatografi kagidinda veya ince tabaka kromatografisiyle
birbirinden ayirt edilir. Baz1 hallerde radyoaktif substrat kullanildig1 ig¢in ayirimdan
sonra leke, ya ince tabaka kromatografisinde oldugu gibi kazinacak, yada kagit
kromatografisinde oldugu gibi kesilerek sayim siselerine koyulacaktir. Radyoaktivite
miktar1 sayacta sayilir ve tayini yapilir. Baz1 enzim aktivitelerinde iriiniin meydana

getirdigi lekenin biiylimesi ile enzim faaliyeti hakkinda bilgi edinilir.

1.5.5.7. Kimyasal Tayin Yontemi

Birgok enzim reaksiyon bagladiktan sonra belirli zaman araliklarinda karisimdan
ornek ahp, substrat ve iirtiniin kimyasal yontem ile miktar1 tayin edilir. FISKE ve
SUBBAROW kolorimetrik yontemi olarak inorganik fosfat tayinini gerceklestirmistir.
Fosforilaz, fosfataz, niikleotidaz enzimlerinin aktivite tayinleri aynmi yolla yapilir.
Pirofosfat (Ppi) bagi, 1 N HCI ve 100 °C 10 dakika kaynatilmakla kirilmakta ve
inorganik fosfat meydana gelmektedir. Inorganik fosfatin miktar1 ise, kolorimetrik
yontem ile tayin edilmektedir. Bu yontem ATP ve ADP'nin karistii bazi kinaz ve

sentetaz reaksiyonlarinda enzim aktivitesi bu yontem ile tayin edilir.
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1.5.6. Lipaz Enzimleri

Lipazlar, yag ve yag asitlerinin esterlerini hidroliz ederler. Lipazlar suda
coziinebilen enzimlerdir ve emiilsiyonun su-yag gecis fazinda Kkatalizi
gerceklestirmektedir. Enzim reaksiyonunun hizi olusan yiizey alanma bagimlidir.
Lipazlar yag asitlerinin zincir uzunlugu, doyma derecesi, yag asidinin pozisyonu ve
substratin fiziksel durumuna uygun spesifiklik gosterirler. 4-10 C atomlu yag asitleri
daha uzun C zincirli yag asitlerinden daha hizli sekilde hidroliz olarak yagm yapisidan
ayrilir ve serbest hale gecerler (Abbas ve ark. 2002).

Giintimiizde lipazlar hem sulu hem de susuz ortamda yapilmasi gii¢ reaksiyonlari
basaran en 6nemli biyokatalizorler arasinda yer almaktadir. Bu 6zellik onlarin genis bir
substrat spektrumunu kullanabilme, asir1 sicakliklara, pH ve organik ¢&ziiciilere karsi
kararlilik gosterebilme yetenekleri sayesinde olmaktadir. Kisa bir zaman 6nce lipazlarin
ii¢c boyutlu yapilariin belirlenmesiyle essiz yapi-fonksiyon iliskileri aydinlatilmistir.

Bitki, hayvan ve mikrobiyal lipazlarin arasinda ¢ok genis uygulama alani bulan
lipazlar, mikrobiyal lipazlardir. Bunun sebebi, mikroplarin kolay yetistirilebilmeleri ve
lipazlarinin birgok reaksiyonu katalizleyebilmeleridir. Lipazlar, gida ve siit iiriinleri
(peynir olgunlastirma, aroma gelistirme), deterjan, ilag sanayii, tarimla ilgili kimyasal
madde ( insektisit, pestisit), ve oleokimyasal (kati-sivi yag hidrolizleri, biyolojik yiizey
aktif madde sentezleri) endistrileri gibi ¢esitli  biyoteknolojik alanlarda
kullanilmaktadir. Lipazlar, potansiyel biyokatalizor olarak kullanildiklari daha bir¢ok
yeni alanda basariyla gérev almaktadirlar.

Endiistriyel enzimler c¢ok c¢esitli proseslerde uygulanabilmelerinden dolay:
ozellikle mikrobiyal kokenli olanlar icin talep siirekli artmaktadir. Enzim ortamh
reaksiyonlar, alternatifleri olan yorucu ve pahali kimyasal reaksiyonlardan daha caziptir.
Enzimler, gida, siit tiriinleri, ilag sanayisi , deterjan, tekstil ve kozmetik endiistrileri gibi
bir¢ok alanda kullanilmaktadir. Bununla birlikte, son on yilda mikrobiyal lipazlarin sulu
ve susuz ortamda biyokatalitik potansiyellerinin anlagilmasiyla endiistride son derece
onemli hale gelmislerdir.

Son on yilda lipazlar &zellikle organik sentez alaninda, yag modifikasyonu,
bitkisel yag yerine kullanilan maddelerin sentezi, biyolojik yakitlarin sentezi, kisisel

bakim iiriinlerinin sentezi ve aroma artiricilarin sentezi gibi alanlarda kullanilmiglardir.
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Bu nedenle lipazlar, giiniimiizde, organik kimyacilarin, eczacilarin, biyofizikg¢ilerin,
biyokimya ve proses miihendislerinin, biyoteknologlarin, mikrobiyolog ve
biyokimyacilarin ilgi alanma girmektedir.

Lipazlar (triagilgliserol, agilhidrolazlar ) serin hidrolazlar1 smifi i¢inde yer alirlar
ve bu nedenle hicbir kofaktore ihtiyag duymazlar. Lipazlarin dogal substratlar olan
triagilgliseroller, suda ¢ok diisiik ¢oziiniirliige sahiptir. Dogal sartlar altinda lipazlar,
¢bzlinmeyen bir substrath faz ile enzimin erimedigi sivi faz arasindaki arabirimde
bulunan ester baglarinin hidrolizini katalizlemektedirler.

Lipazlar, trigliseridlerin digliseridlere, monogliseridlere, gliserol ve yag asitlerine
hidrolizlerini katalizler ve belirli sartlar altinda ters reaksiyonla gliserol ve yag
asitlerinden gliseridlerin olusumu ile esterifikasyonu yonetirler. Yaglardan biyodizel
sentezi sirasinda reaksiyon ortaminda serbest yag asitlerinin yada suyun varliginin lipaz
mekanizmasma olumsuz etkisinin olmamasi ve reaksiyonun diisiik sicakliklarinda
gerceklesmesi yontemin avantajlar1 arasindadir. Lipazlar ester baglarina etki ettigi igin,
yaglarin ayristirilmasinda, interesterifikasyonda (transesterifikasyon) peynirde farkl
aromalarin gelistirilmesi gibi daha birgok farkli alanda kullanilmaktadirlar.

Ticari uygulamalarda bitki, hayvan ve mikrobiyal lipazlarin bilhassa bakteriyel ve
fungal lipazlarin iizerinde durulmaktadir. Her ne kadar pankreatik lipazlar cesitli
maksatlar icin kullanilsa da mikrobiyal lipazlarin ¢ok yonlii Gzellikleri, kolay nesil
vermeleri gibi etkenlerden dolay: ticari uygulamalarda tercih edildikleri bilinmektedir.
Endiistriyel olarak en yaygin kullanilan lipaz {ireticisi mikroorganizmalar Candida sp.,

Pseudomonas sp. ve Rhizopus sp’ dir.

1.5.7. Lipaz Enzimlerinin Ozellikleri

Yapilan incelemelerde lipazlar pH 4’e kadar asidik ve pH 8’e kadar bazik
ortamlarda dayanikhidirlar. Bununla birlikte en fazla stabiliteyi pH 6,0-7,5 arasinda
gostermektedirler. Ornegin; A. niger, Chromobacterium viscosum ve Rhizopus
tiirlerinin hiicre dis1 lipazlar1 asidik pH’da aktifken P. nitroreducens’ten izole edilen
lipaz ise pH 11,0’de aktivite gostermektedir.

Lipazlarin ¢alisma ortaminin sicakligi ve termal dengesi verimlilik agisindan

onemlidir. Pankreatik lipazlar stok halindeyken 40 °C sicakligin iizerinde diisiik aktivite
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gosterirler, fakat bazi mikrobiyal lipazlar sicaklik inaktivasyonuna daha dayanikhdirlar.
Ornegin; A.niger, R. japonicus ve C. viscosum lipazlar1 50 °C’de dayanikli oldugu
halde, H. lanuginosa ve P. sp. lipazlar ise sirasiyla 60 °C ve 70 °C sicakliga
dayaniklidirlar.

Lipaz enzimleri aktivasyonu katalizledigi reaksiyon agisindan oldukg¢a
onemlidir. Bilinen lipaz aktivitesi ger¢eklesmesi icin kofaktorlere gerek yoktur. Ca gibi
iki degerlikli iyonlar genellikle aktiviteyi uyarmaktadir. Lipaz aktivitesi, Co, Ni, Hg ve
Sn tarafindan kuvvetli bir sekilde; Zn, Mg, EDTA tarafindan zayif bir sekilde inhibe
edilmektedir (Saxena ve ark. 1999).

Lipazlarin spesifitesi, enzimin molekiiler 6zellikleriyle, substratin yapisiyla ve
enzim-substrat baglantisini etkileyen faktorlerle kontrol edilmektedir. Trigliseridlerden
enzimatik katalizle yag asidi metil esteri (YAME) tiretim mekanizmasi Sekil 1.5.7.1.de
verilmistir. Lipazlarin substrat spesifitesi, onlarin analitik ve endiistriyel amaglar i¢in
kullanilabilirlikleri bakimindan olduk¢a 6nemlidir. Spesifite, substratlariin hem yagh
acil ve hem de alkol gruplariyla olan iligkileriyle gosterilmektedir. Birgok mikrop farklh
yag asidi spesifiteleriyle iki veya daha fazla hiicre disi lipaz iiretmektedir. Ornegin;
Tribiitirin bazi mikroplar tarafindan yavas hidroliz edilmektedir. Bunun aksine M.
miehei lipaz1 diisiik pH’da 6zellikle siit yagindan biitirik asiti ayristirmayi tercih eder.
Geotrichum candidum, uzun zincirli yag asitlerine 6zgli esterlerin hidrolizi igin
bahsedilen spesifiteyi gosteren bir lipaz iiretmektedir (Jacobsen ve ark. 1990). Lipazlar,
substratlarinin alkol kisimlariyla ilgili hem rejiyo (bdlge) hem de streospesifite
gostermektedir. Lipazlar, acilgliseroller substratlari meydana getiren rejiyospesifiteleri
baz alinarak iki gruba aynlabilir. Birinci grup lipazlar, reaksiyonda di-
monoagilgliserollerin aracilifiyla triacilgliserollerin, gliserol ve yag asitlerine tamamen
yikilmasini  katalizler. Bu aracilar, triagilgliserollerden daha c¢abuk hidroliz
edilebildikleri i¢in birikmezler. Birinci grup lipazlara C. cylindracea lipaz1 6rnek olarak
verilebilir. Tkinci grup lipazlar, agilgliserollerin daha dis kisimlarinda 1 ve 3.
pozisyonlarindan rejiyospesifik olarak yag asitlerini serbest birakir. Bu lipazlar, serbest
yag asitlerini, 1,2-diacilgliserolleri ve 2-monoagilgliserolleri vermesi i¢in hidroliz
ederler. A. niger ve R. arrhizus’tan elde edilen lipazlar gibi hiicre dis1 bir¢ok mikrobiyal
lipaz 1,3-(rejiyo)-spesifite gostermektedir. Yine R. japonicus, M. miehei, H. lanuginosa,

C. viscosum ve P. flourescens tarafindan disari atilan lipazlar da 1,3 rejiyo spesifiktirler.
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Acillenmis enziin-alkol kompleksi (E-AcA)

Yag asidi metil esteri (Bd)

(E-AcB)

Sekil 1.5.7.1. Trigliseridlerden enzimatik katalizle yag asidi metil esteri (YAME)
iretim mekanizmasi

KAYNAK: Al-Zuhair ve ark. 2007. Proposed kinetic mechanism of the production of biodiesel from
palm oil using lipase. Process Biochemistry, Vol.42, (6) p. 951-960.
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Giintimiizde lipazlar yaglarin islenmesi, deterjan endiistrisi, gida islenmesi,

eczacilik,

kagit

yapiminda ve

kozmetiklerin

tiretimi  gibi  birgok alanda

kullanilmaktadirlar. Cizelge 1.5.8.1.°de lipazlarm kullamim alanlari g&sterilmistir.

Endiistride lipazlarin spesifitelerine bagh olarak hem sulu hem de organik sistemlerde

cesitli reaksiyonlardaki gereksinimleri dolayisiyla potansiyel gii¢leri anlagiimistir.

Cizelge 1.5.8.1. Lipazlarin kullanim alanlar

Kullanildig:
Endiistri

Nerede Kullanildig1

Ne i¢cin Kullanildig1

Deterjan endiistrisi

Yaglarin hidrolizinde

Kumaslardan
amacityla

boyalarin  giderilmesi

yagl

Siit ve siit driinleri
endiistrisi

Siit yaginin hidrolizinde, peynir
tiretiminde

Siitte, peynirde ve tereyaginda lezzet arttiric
ajanlarin gelistirilmesi amaciyla

Firincilik endiistrisi

Pastane ve firin {iriinlerinde

Raf dmriiniin uzatilmasi amaciyla

Icecek endiistrisi Igeceklerde Aroma gelistirilmesi amaciyla
Sos iiretimi Mayonez, sos ve krema | Kalite arttirilmasi amaciyla

yapiminda
Dogal gidalarin | Transesterifikasyon Saglikli, dogal gidalarin tiretilmesi amaciyla
tiretimi reaksiyonlarinda
Et ve balik | Lezzet arttirilmasinda Et ve balik driinlerinde yagin giderilmesi
endiistrisi amacityla
Sivi ve kati yag | Transesterifikasyon ve hidroliz | Kakao yagi, margarin, yag asitleri, gliserol,
endiistrisi reaksiyonlarinda mono ve digliserollerin tiretilmesi amaciyla

Kimya endiistrisi

Enantiosegicilik  ve  sentez

reaksiyonlarinda

Kiral yapilarin ve g¢esitli kimyasallarin elde
edilmesi amactyla

Ecza endiistrisi Transesterifikasyon ve hidroliz | Sindirime yardimci ajanlarin  gelistirilmesi
reaksiyonlarinda amactyla

Kozmetik Sentez reaksiyonlarinda Cilt nemlendiricilerin ve emiilsifiyerlerinin

endiistrisi hazirlanmasi amaciyla

Deri endiistrisi

Hidroliz reaksiyonlarinda

Deri iiretimi amaciyla

Kagit endiistrisi

Hidroliz reaksiyonlarinda

Kagitlarin kalitesinin arttirilmast amaciyla

Temizlik endiistrisi

Hidroliz reaksiyonlarinda

Yaglarin giderilmesi amaciyla

KAYNAK: DIZGE, N. 2005. Bitkisel yag ve atiklarindan yeni mikro poroz polimerik enzim reaktorleri
ile biyodizel tiretimi. 171 s.
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1.5.8.1. Siit Uriinleri Endiistrisinde Lipazlar

Lipazlar siit yaginin hidrolizi igin siit rtinleri endiistrisinde genis surette
kullanilmaktadir. Giiniimiiz uygulamalari, peynir aromasinin artirilmasi, peynir
olgunlasmasinin hizlandirilmasi, peynir benzeri iiriinlerin imalatt ve kaymak hidrolizi
islemlerini icermektedir. Oysa, lipazlarin ilavesi Oncelikle kisa zincirli ( C4 ve Cg ) yag
asitlerinin uzaklastiriimasiyla keskin ve hos aromanin gelismesine yol acar; orta zincirli
( Cy2 ve Cy4 ) yag asitlerinin uzaklastirilmasi ise iirlinde sabunumsu bir tat olusumuna
yol agmaktadir. Katkr igeriginde, serbest yag asitleri, aseto asetat, 3-keto asitleri, metil
ketonlari, aroma asitleri ve laktonlar gibi diger aroma iceriklerinin sentezini baslatan
basit kimyasal reaksiyonlarin yerini almaktadir. Mucor miehei, Aspergillus niger ve A.
oryzae gibi tamamen bir dizi mikrobiyal lipazlardan hazirlanmis preparatlar peynir
imalat1 endiistrisi i¢in gelistirilmektedir. Endiistride iyi kalite peynir sadece mikrobiyal
lipazlarin veya ¢esitli preparatlarinin karisimlarmin kullanimiyla tiretilmistir. Koyun
veya ke¢i siitinden yapilan peynirlerin taklidi i¢in genis Olgiide lipazlar
kullanilmaktadir. Inek siitiine lipaz ilavesi, koyun veya keci siitinden elde edilen
aromaya benzer bir aroma iiretir. Bu; peynir iiretimi i¢in kullanilmaktadir ve bdylece
enzimle modifiye edilmis peynir (EMP) olarak adlandirilmaktadir. EMP; soslar,
corbalar ve gerezler gibi diger iiriinlerde bir katki maddesi olarak kullanilmak iizere
konsantre aroma {iretiminde yiikseltilmis sicakliklarda enzim varliginda inkiibe edilen

bir peynirdir (Dizge 2005).

1.5.8.2. Deterjanlarda Lipazlar

Yikama tozlarinda enzimlerin kullanimi hala endiistriyel enzimler i¢in tek biiyiik
pazar olmayi stirdiirmektedir. Diinya ¢apinda, evlerde kullanilan deterjan formulasyonu
icin daha diistik camagir yikama sicakliklarina yonelme, taleplerin oldukga artmasina
sebep olmustur. Lipazlar yag lekelerini ¢ikarmada etkilidir (Hiol ve ark. 2000). Yakin
zamanda Novo Nordisk firmasinin lipolazi1 (Aspergillus oryzae’de tanimlanan Humicola
lipaz1) gibi genetik manipiilasyonlarin yer aldigi ¢esitli preparasyonlar yogun koruma

programlarinda tanitim imkani bulmustur.



51

1.5.8.3. Oleokimyasal Endiistrisinde Lipazlar

Enerji biriktirdigi ve hidroliz, gliseroliz ve alkoliz reaksiyonlar sirasinda
sicaklik derecelerini en aza indirdigi igin, lipazlarm oleokimyasal endiistrisinde
uygulama sahasi ¢ok biiyiiktiir. Japon Miyoshi Yag sirketi, sabun iiretiminde Candida
cylindracea lipazinin ticari bir sekilde kullamildigmi bildirmistir. Yeni nesil ucuz ve
sicakhga daha dayamikli enzimlerin tanmtimi, ekonomik dengeyi lipaz kullaniminm
lehine degistirebilir.

Oleokimyasal endiistrisinde bugiinkii ~ egilim, organik ¢oziiciiler ve
emiilsifiyerlerin kullanimindan uzaklasma yoniindedir. Hidroliz, alkoliz ve gliseroliz
reaksiyonlarini igeren gesitli reaksiyonlar, dogrudan karisik substratlar iizerinde bir dizi
immobilize olmus lipazlarin kullanimiyla gergeklestirilmektedir. Bunun sonucu olarak
da proses siirekli isledigi i¢in yiiksek verim elde edilmektedir. Enzimatik hidrolizler,
fazla miktarda termal enerji masrafi gibi pahali ekipmanla yapilan biiyiik yatirimlar
olmaksizin, yag ayristirma islemlerinde basarili olacagi seklinde en biiyiik umudu vaat

etmektedir (http:/www.biyotek.com.tr/2008).

1.5.8.4. Trigliseridlerin Sentezinde Lipazlar

Yaglarin ticari degeri, yapilarindaki yag asitlerinin diizenlenisine baghdir.
Bitkisel yag, ¢ok kiymetli asimetrik trigliserid karigimina tipik bir 6rnektir. Unilever ve
Fuji Yag Sirketleri, bitkisel yag yerine kullanilan maddelerin imalati igin 1,3-
rejiyospesifik lipazlarin potansiyellerini acik¢a belirtmistir. Uriin  diizenlenisinin
analizinin de yer aldigi bu teknoloji lizerinde kapsamh goriisler mevcuttur. Esas
itibariyle, insan siitii yag1 gibi degerli diyetik veya besleyici 6zelliklere sahip olan farkh
yapida diger bir ¢ok trigliseridlerin sentezi i¢in de ayn1 yaklasim uygulanabilmektedir.
Bu trigliseridler ve fonksiyonel olarak benzer yaglar, 2-palmitol gliserid ile doymamis
yag asitlerince zengin olan palmiye yagi fraksiyonlarinin asidolizi ile kolaylikla elde
edilmektedir. 1,3-spesifik lipazlar tarafindan katalizlenen asidoliz reaksiyonlari,
genellikle orta zincirli yag asitlerini igeren besleyici yonden ©Onemli ({riinlerin
hazirlanmasinda kullanilmaktadir. Arasidonik asit, eikosapentaenoik asit ve

dokohekzaenoik asitler gibi olduk¢a degerli ¢oklu doymamis yag asitleri bakimmdan
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zengin olan yaglarin modifikasyonu hususunda lipazlar genis surette incelenmektedir.
Monogliserid fraksiyonlarmi igeren ¢oklu doymamis yag asitlerindeki mevcut zenginlik,

lipazlarin katalizledigi alkoliz veya hidroliz islemleriyle basarilmaktadir (Dizge 2005).

1.5.8.5. Yiizey Aktif Maddelerin Sentezinde Lipazlar

Poligliserol ve karbohidrat yag asitleri esterleri, endiistriyel deterjanlarda ve ¢ok
cesitli gida formulasyonlarinda emiilsifiye edici maddeler olarak genis &lgiide
kullanilmaktadir. Fonksiyonel olarak yiizey aktif maddelere benzeyen enzimatik
sentezler, miikemmel rejiyoselektivite ile 1lik  sicakliklarda (60-80 °C)
gerceklestirilmektedir. Ornegin, erimis yag asitleri ve immobilize Candida artarctica
lipaz1 kullanarak basit alkil-glikozidlerin esterfikasyonu gergeklestirilmektedir. Ayrica
baslangi¢ materyali olarak seker asetallerinin kullanimiyla monosakkaritlerin mono- ve
diesterlerinden yiiksek kazang elde edilmistir (Fregapane ve ark. 1994). A. terreus
lipazi, dogal yaglarla seker alkolleri arasinda gergeklestirdigi transesterifikasyon
reaksiyonuyla biyolojik bir yiizey aktif madde sentezlemektedir. Lipazlar ayrica
lizofosfolipidlerin iiretiminde fosfolipazlarm yerine gecebilirler. Mucor miehei lipazi bir
dizi birincil ve ikincil alkollerin icerisinde fosfolipidin transesterifikasyonu ig¢in
kullanilmaktadir. Lipazlar ayrica, amino asit bazli esterler ve amidler olarak adlandirilan
biitiin bir dizi biyolojik parcalama yapan amfoterik yiizey aktif maddelerin sentezinde

de kullamlmaktadir.

1.5.8.6. Kisisel bakim iiriinleri icerigini olusturan maddelerin sentezinde lipazlar

Yakin zamanda Unichem Uluslararas1 Sirketi cilt ve giines yanig1 kremleri ve
banyo losyonlar1 gibi kisisel bakim firiinlerinden emollient olarak kullanmak ig¢in
isopropil miristat, isopropil palmitat ve 2-etilhekzil palmitat iiretimine baslamistir.
Balmumu esterleri de kisisel bakim {iriinlerinde benzer uygulamaya sahiptir ve kesikli
bir biyoreaktdr igerisinde C. cylindracea lipazmin kullanimiyla enzimatik yolla imal
edilmektedir. Ayrica cilt kozmetiginde kullanilmak iizere gliserin karisimlarinin

iretiminde lipazlar kullanilmaktadir (Dizge 2005).
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1.5.8.7. Tla¢ Sanayisinde ve Tarim Kimyasallarinda (Agrokimyasallar) Lipazlar

Siral ilaglarin hazirlanmasinda lipazlarin faydasi oldukga iyi bilinmektedir ve
belgelendirilmistir. Fenoksipropiyonat herbisitlerin sentezi i¢in baslangic materyalleri
olan 2-halopropiyonik asitlerin c¢oziimlenmesi (S) izomer lerinin biitanolle, porsin
pankreatik lipazinin anhidr6z hekzan icerisinde katalizlenen selektif esterifikasyonuna
dayah bir islemdir. Lipazlarin rasemik karigimlarin igerisinde ¢oziinmelerinde ticari
uygulamasinin etkileyici diger bir Ornegi de epoksi ester alkollerinin hidrolizidir.
Reaksiyon iiriinleri, (R)-glisidil esterleri ve (R)-glisidol, optik bakimdan aktif B
blokcularin ve genis bir dizi diger iiriinlerin hazirlanmasi icin daha cazip aracilar olan
(R)- ve (S)- glisidiltosilatlara kolaylikla doniistiiriilmektedir. benzer bir teknoloji,
optikce saf kardiyovaskiiler ilaci olan Diltiazem’in imalatinda anahtar araci olan 2(R),
3(S)-metilmetoksifenil glisidatin ticari iretiminde kullanilmaktadir.

Lipazlar, baz1 prostaglandinlerin, steroidlerin ve karboksilik niikleosit
analoglarinin hazirlanmasinda rasemik alkollerin ¢dziimlenmesi igin endiistriyel
katalizorler olarak uygulamalara sahiptir. Cok fonksiyonlu organik bilesiklerin
rejiyoselektif modifikasyonu, 6zellikle AIDS tedavisi alaninda, lipaz uygulamasinin
yine siiratle genisleyen diger bir alamidir. A. carneus ve A. terreus lipazlan ilag
sanayisinde onemli olan polifenolik bilesiklerin perasetatlarinin hidrolizinde kemo- ve
rejiyospesifite gostermektedir. lipazlar ayrica okta-asetil sukrozun rejiyoselektif
hidrolizi ile yapay tatlandirici olan sukralozun sentezinde de kullanilmaktadir

(http:/www.biyotek.com.tr/2008).

1.5.8.8. Polimer Sentezlerinde Lipazlar

Optikge aktif polimerlerin sentezi igin lipazlarin stereoselektivitesi
kullanilmaktadir. Bu polimerler asimetrik ayiraglardir ve emiciler olarak
kullanilmaktadir. Sivi kristallerin ¢alisma sahasinda ¢oziilerek rasemik alkollere eslik
edebilen alkollerin lipazlar tarafindan katalizlenen transesterifikasyonu ile uygun
monomerler hazirlanabilir. Ayrica ferroelektrik sivi kristallerin hazirlanmasi igin siral
glisidil tosilatlarin kullanildig1 bildirilmistir. Bu yiizden, bu enzim hem &l¢tim hem de

proses donemlerinde ¢esitli ticari kullanimlara sahiptir. Lipazlar, iyi kimyasallarm ve
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farmasdtiklerin yilksek teknolojik tiretimlerinde oldugu kadar gida endiistrisinde de
basarili bir sekilde gorev almaktadir. Ustelik, bu enzimin daha yeni alanlarda
potansiyelleri mevcuttur, Ormegin kagit imalatinda lipazlar basarili bir sekilde
kullanilmaktadir; goriiniise gore, kagit hamurunun lipaz ile muamele edilmesi daha
yilksek kalitede iiriin olusumuna ve azaltilmis temizleme ihtiyacina yol acar. Benzer bir
sekilde, enzim, bir dondurma tesisinden yagca zengin akintt haldeki maddelerin
islenmesi i¢in mikrobiyal bir kokteyl ile toplanmalarinda kullanilmaktadir. Bu, ayrica
bir ¢ok gida endiistrisinin atik maddelerinin islenmesinde de kullanilabilir

(http:/www.biyotek.com.tr/2008).

1.5.9. Lipaz Enzimiyle Transesterifikasyon Reaksiyon Uygulamalar

Son dénemde transesterlesme metodunun lipaz enzimi gibi biyokatalizorlerle
yapilmasi 6nemli hale gelmistir. Biyodizel iiretiminde biyokatalizor kullanilmasi
endiistride yaygin olarak kullanilan alkali katalizor prosesinden gelen dezavantajlar
elimine ederek yiiksek saflikta {iriin elde edilmesini saglamistir (Fukuda ve ark. 2001).
Enzimatik biyodizel iiretiminde hem hiicre dis1 (extracellular) hem de hiicre igi
(intracellular) lipazlarin kullanilmas1 mimkiindiir. Extracellular lipaz enzimleri
kullanilarak yapilan transesterifikasyon c¢alismalarinda reaksiyon ortaminda Mucor
miehei, Rhizopus oryzae, Candida antarctica ve Pseudomonas cepacia gibi
mikroorganizmalardan sentezlenen enzimler bulunmaktadir. Ozellikle son yillarda daha
ekonomik olmasi nedeniyle lipaz enzimlerini ihtiva eden mikroorganizmalarin direkt
kullanildigi metot ise intracellular enzimatik yontem ile biyodizel sentezlenmesi olarak
adlandirilmaktadir (Marchetti ve ark. 2007, Ranganathan ve ark. 2008). Her iki
yontemde de enzimler uygun bir destek maddesine tutturularak defalarca
kullanilabilmektedir.

Enzimatik transesterlesme metodunda simdiye kadar bir ¢ok alkol
kullanilmasina ragmen en yaygin olani diisitk maliyeti nedeniyle metanoldiir. Yontemin
en 6nemli avantaji katalizor olarak kullanilan enzimin uygun bir destek maddesi {izerine
baglanarak herhangi bir ayirma gerektirmeden defalarca kullanilabilmesidir. Ayni
zamanda diger yontemlere gore calisma sicaklig1 oldukea diisiik olup gliserin ayrilmasi

kolaydir. Reaksiyon sonunda yiiksek saflikta ester elde edilebilmektedir. Yakin
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gelecekte enzimatik biyodizel iiretilmesinin endiistriyel boyutlarda uygulanmasi
amaclanmaktadir. Fakat iiretim maliyetinin yiiksek olmasi yontemin en Onemli
dezavantajidir. Arastirmacilar yontemdeki problemlerin ¢oziilmesi amaciyla ¢esitli
calismalar yapmis ve literatiire sunmuslardir.

Mitellbach (1990) yaptig1 arastirmada, aygicek yagimin metanol, etanol ve
butanol gibi birincil alkoller beraberinde M. miehei ve C. Antarctica enzimlerini
kullanarak ¢6ziicli ortaminda yada ¢o6ziiclisliz ortamda ester doniislimiinii incelemis
uzun zincirli alkollerin kisa zincirli olanlara gére daha yiiksek ester olusturdugunu
bildirmistir.

Nelson ve arkadaslar1 yaptiklan calismada izopropanol ve 2-butanol gibi
sekonder alkollerin C. Antarctica enzimi ile yiiksek ester doniisiimii (%80) verirken, M.
miehei enziminin ise metanol, etanol, propanol ve butanol gibi kisa zincirli birincil
alkoller ile hekzan ortaminda %95 ester doniisiimil sagladigin1 gostermistir. Ayrica
¢oziicil yoklugunda metanoliin yalnizca %14.4 doniisiim sagladigini ve bunun alkoliin
immobilize lipaz1 inhibe etmesine baglamistir. (Nelson ve ark. 1996).

Benzer ¢aligmalarda Abigor ve ark. (2000) palm g¢ekirdek yagi ile metanol ve
etanol beraberinde sirasiyla %15 ve %72 ester doniisiimii elde ederken Noureddini ve
ark. (2001) soya yagmdan immobilize Pseudomonas flourescens enzimi ile metanol ve
etanol beraberinde sirasiyla %67 ve %65 doniisiim rapor etmistir.

Linko ve ark. (1998) kolza yag kullanarak Pseudomonas flourescens
immobilize enzimi ile 2-etil-1-hekzanol beraberinde %97 ester doniisiimiiniin miimkiin
oldugunu gostermistir.

Iso ve arkadaslar1 yaptiklart ¢alismada P. fluorescens enzimi ile butanoliin agil
akseptor olarak kullamildigi transesterlesme reaksiyonunda bitkisel yagdan %90°nm
izerinde ester doniistimii elde ettiklerini bildirmistir (Iso ve ark. 2001).

Baska bir g¢alismada belirlenen optimum reaksiyon kosullarinda %0,3 su
ortaminda 60°C’ de propan-2-ol beraberinde Jatropha, Karanj ve aygicek yagindan
strastyla %92,8, %91,7 ve %93,4 ester doniisiimii saglanmistir. Ayni zamanda enzimin
tekrar kullanilmasiyla ilgili yapilan deneylerde propan-2-ol ile dnemli bir ester kaybi
olmadan 12 kez tekrar kullanim rapor edilmistir (Modi ve ark. 2006).

Reaksiyon ortamindaki metanoliin yagda ¢oziiniir olmadigi ve bu nedenle enzimi

inhibe ettigi bu etkinin minimize edilmesi amaciyla transesterifikasyon reaksiyonunun
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1,4-dioksan ortaminda yapildig1 ve oldukga yiiksek ester doniisiimii (%92) elde edildigi
bildirilmistir (Iso ve ark. 2001).

Benzer bir ¢alismada Royon ve ark. (2007) pamuk yagindan optimum reaksiyon
kosullarinda Novozyme 435 enzimi ile tersiyer butanoliin solvent olarak kullanildigi
reaksiyon kosullarinda 55°C” de 24 saat siire sonunda %97 gibi yiiksek ester doniistimii
elde etmislerdir. Aym c¢alismada reaksiyon siirekli akis sistemli reaktor beraberinde
optimum reaksiyon kosullarinda tersiyer butanol beraberinde %95 ester doniistimii rapor
edilmistir.

Du ve ark. (2004) yaptiklar1 ¢alismada Novozym 435 enzimi ile soya yagini
transesterlestirmek icin metil asetat kullanmis ve 1:1 alkol-yag molar oraninda enzimin
alkol tarafindan inaktive edildigini fakat 12:1 molar oraninda enzim {izerinde 6nemli bir
negatif etki g6zlenmedigini 100 tekrar kullanim sonunda dahi aktivitenin degismedigini
ve %92 ester doniistimii elde ettiklerini bildirmislerdir.

Reaksiyon ortaminda bulunan alkoliin enzim iizerindeki olumsuz etkisinin
giderilmesi amaciyla onerilen bir bagka yontemde metanol reaksiyon ortamina adim
adim eklenmis ve 50-100 tekrar sonunda dahi sirastyla %95, %90 ve %97 ester
doniistimii rapor edilmistir (Shimada ve ark. 1999, Watanabe ve ark. 2000, Samukawa
ve ark. 2000).

Du ve ark. (2003) ¢oziiciisiiz reaksiyon ortaminda Lipozyme TL IM enzimini
kullanarak soya yaginin biyodizel yakita doniistimiinii calismislardir. Calismada lipazin
metanoliin 1.5 molardan fazla ilave edilmesiyle inaktive oldugu bildirilmistir.
Optimizasyon c¢alismalarinda yagm metil esterlerine tamamiyle doniistimii 40°C
sicaklik, 150 rpm hiz, yagin agirhiginin %10’u enzim ve metanoliin toplam ii¢ adimda
birer molar eklenmesiyle gerceklestirilmistir. Maksimum metil ester verimi 12 saat
reaksiyondan sonra %98 olarak Ol¢iilmiistiir. Yan {irlin olarak olusan gliseroliin
enzimatik aktivite iizerinde negatif etkiye sahip oldugu ve gliserol giderimi i¢in izo-
propanoliin etkili oldugu rapor edilmistir. Calisma sonucunda lipazin 15 tekrar
kullanimindan sonra dahi %94°ten fazla metil ester verimine sahip oldugu belirtilmistir.

Bako ve ark. (2002) yaptiklar1 ¢alismada gliseroliin enzim tizerindeki inhibe
etkisini engellemek amaciyla reaksiyon ortamindan gliserolii diyaliz ile kaldirmig 50°C*
de ii¢ adim metanol ekleme yontemi ile reaksiyonu gergeklestirerek %97 gibi yiiksek bir

ester doniisiimii elde etmislerdir.
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Intracellular lipaz enzimleri kullanilarak yapilan c¢alismada R. oryzae
mikroorganizmalar1 kullanilarak ii¢ adim metanol ilavesiyle 37°C’ de gerceklestirilen
reaksiyonda 165 saat sonunda agirlikca %71 ester doniisimii elde edilmistir
(Matsumoto ve ark. 2001).

Ban ve ark. (2001) yaptiklari c¢alismada bitkisel yagin R. oryzae
mikroorganizmalar1 ile transesterlesmesini incelemistir. Reaksiyon ortaminda su
bulunmast durumunda immobilize hiicrelerin aktivitesinin daha yiiksek oldugu
belirterek %15 su varhginda %90 iizerinde ester doniisiimii elde edildigini bildirmistir.

Yapilan bir diger benzer c¢alismada R. oryzae mikroorganizmalarinin
kararliligimin artirilmas1 amaciyla hiicreler destek maddesine %0,1 glutaraldehit ile
capraz baglanmis ve adim adim metanol eklenerek 6 tekrar sonrasinda %72-83 oraninda
ester doniisiimii gbzlenmistir (Ban ve ark. 2001).

Buthe ve ark. (2005)’min yapmis olduklar1 ¢alismada 12 farkli mikrobiyal
kokenli lipazin atik yaglarda uygunlugu arastirilmistir. Alkol olarak metanol, 3-metil-1-
biitanol ve 2-etil-1-hekzan gibi dallanmig alkoller kullanilmistir. Lipazlar 50 mM
kizartma yag1 ve sirastyla 150 mM metanol, 3-metil-1-biitanol ve 2-etil-1-hekzanol ile
muamele edilmistir. Enzimlerin aktivitesi olusan iiriiniin gaz kromatografisi analizi ile
hesaplanmistir. En yiiksek aktiviteye sahip olan Alcaligenes sp. lipazi secilmis ve sol-
jel, silikon ve phyllosilikate immobilize edilmistir. Kullanilmis kizartma yaginin yag
asiti kompozisyonu miristik asit (%1.15), palmitik asit (%51.65), stearik asit (%5.98),
oleik asit (%34.81) ve linoleik asit (%5.26) olarak bulunmustur. Doymus yag asit
oraninin yiiksek olmasinin biyodizelin sogukta akigskan 6zelligini negatif etkiledigini
belirtmislerdir.

Arastirmacilar biyodizel {iretilmesinde kullanilan enzimatik transesterlesme
reaksiyonunun optimum deneysel kosullarda yapilmasi ile ilgili cesitli istatistik
yontemleri kullanarak bir ¢ok ¢alisma yapmislardir.

Shieh ve ark. (2003) yaptiklar1 optimizasyon ¢alismasinda soya yagindan
metanol beraberinde Rhizomucor miehei enzimi ile transesterlesme yontemiyle
biyodizel sentez kosullarinda 6nemli parametreler olarak belirlenen reaksiyon siiresi,
sicaklik, enzim miktari, alkol-yag molar orani ve ortama eklenen su miktar1 degerlerini

optimize etmislerdir. Calisma sonunda optimum reaksiyon kosullarinda (reaksiyon
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siiresi: 6,3 saat; sicaklik: 36,5 °C; enzim miktari: 0,9 nova birimi; alkol-yag molar orani:
3,4:1 ve ortama eklenen su miktari: %5,8) %92,2 ester dontisiimii rapor edilmistir.

Chang ve ark. (2005) yaptiklar1 calismada Candida antarctica enzimi ile metanol
beraberinde kanola yagmdan transesterlesme yontemiyle ester sentezi reaksiyon
kosullarin yiizey analizi ve merkezi kompozit dizayn yontemlerini kullanarak optimize
etmiglerdir. Calisma sonunda bulunan optimum reaksiyon kosullari; reaksiyon siiresi:
12,4 saat, sicaklik: 38°C, enzim miktari; %42,3; alkol-yag molar orani: 3,5:1 ve eklenen
su miktari: %7,2 olarak belirlenmis ve bu kosullarda %97,9 ester doniisiimii elde
edildigi bildirilmistir.

Bir baska calismada Xu ve ark. (2006) tung yagmin metanol ile nova 435
enzimiyle transesterlesme reaksiyonunda optimum reaksiyon kosullarini yiizey analizi
metoduyla belirlemislerdir. Yaptiklar1 ¢alisma sonunda bulunan optimum kosullar;
karigtirma hizi: 200 r/dk., metanol-yag molar orani: 2,2:1, reaksiyon sicakligi: 38°C ve
katalizor miktari: %14 olarak bulunmustur. Optimum deneysel kosullarda yapilan
transesterlesme reaksiyonu ile %67,5 ester doniistimii elde edilmistir.

Jeong ve Park (2006) yaptiklar1 enzimatik transesterlesme c¢alismasinda yiizey
analizi istatistik yontemiyle optimum deneysel kosullarini belirlemislerdir. Yapilan
calismada optimum deneysel kosullarda (reaksiyon siiresi:164,25 dk.; metanol-yag
molar orani: 3,98:1, reaksiyon sicakligi: 43,06°C ve katalizor miktari: %7,47) %98,7
ester doniisiimii elde edilmistir.

Benzer bir ¢alismada Li ve ark. (2007) R. Oryzae enzimi ile soya yagmin
metanol ile tersiyer butanol ortaminda esterlestirilmesi reaksiyonunda optimum
reaksiyon kosullarinda (ter-butanol-yag orani: 1:6; alkol-yag molar oran: 5:2; su orani:
%3,1 ve enzim miktari: %12) %72 ester doniistimii saglamiglardir.

Baska bir ¢alismada Giiveng ve ark. (2007) Candida antarctica (Novozym 435)
enzimi ile katalizlenen transesterlesme reaksiyon kosullarini optimize etmislerdir.
Yapilan ¢alisma sonunda optimum reaksiyon kosullart; sicaklik: 30°C, alkol-yag molar
orani: 0,8; reaksiyon siiresi: 8 saat ve katalizor orani: %12 olarak belirlenmistir.
Belirlenen optimum reaksiyon kosullarinda %80 ester doniisiimii elde edilmistir.

Bouaid ve ark. (2007) yaptiklar1 ¢alismada faktoriyel dizayn ve yiizey analizi
yontemlerini kullanarak ester sentezinde onemli parametrelerden sicaklik, alkol-yag

molar orani ve katalizOr oranini optimize etmislerdir. Arastirma sonunda aygigek
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yagindan alkali kataliz6r beraberinde etil ester sentezinde optimum reaksiyon kosullart;
sicaklik: 32°C, alkol-yag molar orani: 5:1 ve katalizor orant: %1.5 olarak belirlenmistir.
Belirlenen optimum kosullarda %95,57 ester doniisiimii elde edilmistir.

Transesterlesme yontemiyle biyodizel sentez reaksiyonlarinda kullanilan lipaz
enzimlerinin celite ve silika jel gibi farkli destek maddelerine adsorbsiyon ve kovalent
baglama gibi farkli immobilizasyon metotlariyla tutturularak kullamildigi calismalar
ozellikle ekonomik nedenlerle dikkat cekmektedir.

Soumanou ve Bornscheuer (2003) yaptiklart immobilizasyon calismasinda
Pseudomonas fluorescens enzimini polipropilen EP 100 destek maddesi iizerine
adsorbsiyon immobilizasyon metoduyla baglamis ve hazirlanan immobilize enzim ile
metanol beraberinde palm ve aygigek yagini enzimatik transesterlesme yontemiyle
sirasiyla %82 ve %75 doniistimle esterlestirmistir.

Shah ve ark. (2004) tarafindan yapilan ¢alismada Chromobacterium viscosum,
Candida rugosa ve Porcine pancreas lipaz enzimleri Celite 545 destek maddesi iizerine
absorbsiyon metoduyla immobilize edilerek transesterlesme reaksiyonu ile sirasiyla %
71, %1 ve %]l,1 oranlarinda ester doniistimii rapor edilmistir.

Palomo ve ark. (2004) yaptiklari calismada Pseudomonas fluorescens,
Rhizomucor miehei ve H. lanuginose enzimleri glioksi-agaros destek maddesi iizerine
Triton X-100 varliginda kovalent olarak immobilize edilmistir. Immobilizasyon sonucu
Pseudomonas fluorescens lipaz enzimi %75, Rhizomucor miehei lipaz enzimi %89 ve
H. lanuginose lipaz enzimi ise %71 verimle destek tizerine tutturulmustur.

Bayramoglu ve ark. (2005) yaptiklari immobilizasyon calismasinda glutarik
dialdehit ile aktive ettikleri epoxy grubu iceren poly(GMA-HEMA-EGDMA) destek
maddesine Candida rugosa enzimini %48 verimle kovalent olarak immobilize
etmislerdir.

Orcaire ve ark. (2006) tarafindan yapilan ¢alismada Burkholderia cepacia ve
Candida antartica lipaz enzimleri aero silika jel destek maddesi tizerine adsorblanarak
transesterlesme yontemiyle aygigek yagindan %356 doniisiimle metil ester elde
edilmistir.

Shah ve Gupta (2007) yaptiklar1 benzer bir ¢aligmada Pseudomonas cepacia
enzimini Celite 545 iizerine adsorbsiyon metodu ile immobilize ederek transesterlesme

yontemiyle etanol beraberinde %92 doniisiimle ester elde etmislerdir.
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Baska bir ¢alismada Chang ve ark. (2007) Candida rugosa lipaz enzimini Celite
destek maddesine adsorpsiyon yontemiyle immobilize etmistir. Yapilan &lgiimlerde
immobilize lipazin 18,16 U/mg protein spesifik aktivite gosterdigi belirlenmistir.
Calismada immobilizasyon kosullar1 optimize edilmistir. Optimum ¢alisma kosullari;
immobilizasyon siiresi: 59,1 dk.; immobilizasyon sicakligi: 10,7°C; enzim-destek orani:
0,5 olarak belirlenmistir.

Benzer bir calismada Hung ve ark. (2003) chitosan destek maddesine Candida
rugosa lipaz enzimini glutaraldehit beraberinde kimyasal bag ile baglayarak 13,8 U/g-
destek degerinde enzim aktivitesi belirlemislerdir.

Oliveria ve ark. (2000) tarafindan yapilan baska bir ¢alismada Candida rugosa lipaz
enzimi stiren-divinilbenzen (STR-DVB) kopolimerine fiziksel adsorpsiyon metodu ile
baglanmistir. Calisma sonunda 65 U/g-destek enzim aktivitesi Olgiilmiis esterlesme
reaksiyonunda immobilize enzimin 12 tekrar sonunda aktivitesinin %77’ ini korudugu

hesaplanmastir.

1.6. ENZiM iMMOBILiZASYONU

Enzimlerin cesitli metotlarla kati bir destek maddesine tutturularak immobilize
edilmesi ©nemli arastirma alanlarindan birini olusturmaktadir. Enzimlerin tekrar
kullanimina ve elde edilen {irlintin ortamdan kolayca ayrilmasina imkan sagladigindan
ucuz ve kullanima uygun immobilizasyon tekniklerinin gelistirilmesi &zellikle
endiistriyel kullanim agisindan biiyilk 6nem tagimaktadir. Katalitik proseslerde enzim
molekiillerinin katalitik aktifligini koruyarak tekrar ve siirekli kullanimi saglamak
amaciyla bir destek maddesine fiziksel veya kimyasal tutturulmasina enzim
immobilizasyonu denir. Boylece enzimlerin tek kullanim yerine defalarca
kullanilmasina olanak saglanarak ekonomik agidan biiyiik avantaj elde edilmis olur.
(Oztiirk, 2001). Enzimlerin immobilize edilerek cesitli destek maddelerine tutturulmasi
ile saglanan avantajlar Cizelge 1.6.1.°de &zetlenmistir. Bunun yaninda enzimlerin
immobilize edilmesi ile enzimin aktifliginde azalma, enzim kararliliginin sinirlanmasi
ve destek maddesinden kaynaklanan maliyet artis1 gibi bazi dezavantajlarda
olusabilmektedir. Enzim immobilizasyonunda segilen yontem ve kullanilan destek

maddesi ¢ok ©nemlidir. Immobilize enzimlerin 6zellikleri hem enzim hem de
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immobilizasyon matriksinin 6zelliklerine baghdir. Bu iki 6zellik ile immobilize enzim

yeni kimyasal, biyokimyasal, mekanik ve kinetik 6zellikler kazanmaktadir.

Cizelge 1.6.1. Enzimlerin immobilize edilerek ¢esitli destek maddelerine tutturulmast
ile saglanan avantajla

NO | IMMOBILIZASYONUN SAGLADIGI AVANTAJ

1 | immobilize edilen enzim tekrar tekrar kullanilabilir

2 | Enzimin katalitik giicii 6nemli olgiide stabilize edilmis olur

3 | Enzimin ¢evre sartlarina (pH, sicaklik, organik reaktifler vb.) kars1 dayaniklig1 artar

4 | Uriinler kolaylikla saf olarak elde edilebilir

5 | Siirekli proseslere uygulanabilirler

6 | Segici olarak bazi maddelerin sentezi miimkiin olur

7 | Enzimler reaksiyon ortamindan basit yontemlerle ayrilabilir

8 | Reaksiyon iiretim maliyeti diiser

9 | Uriin olusumu kontrol altinda tutularak iiriin inhibisyonu &nlenebilir

10 | Immobilize enzim serbest enzime gére daha kararl hale gelir

11 | Bazi durumlarda serbest enzimden daha yiiksek bir aktivite gosterebilirler

12 | Birbirini takip eden ¢ok adimli reaksiyonlar i¢in uygulanabilir

KAYNAK: OZTURK, B. Immobilization of Lipase from Candida rugosa on Hydrophobic and
Hydrophilic Supports. Master of Science, Izmir Institute of Technology, izmir, 2001,

1.6.1. immobilizasyonda Kullanilan Destek Maddeleri

Immobilize enzim sistemlerinin yiiksek performans saglamasi i¢in destek
maddesi secimi ¢ok Onemlidir. Secilen destek maddesinin kararliligi, maliyeti ve
dayanikliligr gibi 6nemli 6zelliklere sahip olmasi gerekmektedir. Bir enzim tasiyicisimi
ve immobilizasyon yontemini segerken dikkat edilmesi gereken temel hususlar Cizelge
1.6.1.1.°de gosterilmistir.

Immobilizasyon sirasinda enzim molekiilii konformasyonel degisiklige
ugrayabilmektedir. Immobilize enzimin kazandig1 &zellikler immobilizasyonda
kullanilan kimyasallarin tipi, destek maddesiyle enzimin etkilesimi, aktiflestirici veya
capraz baglayici kimyasallar ile enzim etkilesimi gibi faktorlere baglidir. Enzimin kati

destek iizerine baglanmasi enzimde bazi degisiklikler olusturabilmektedir. Reaksiyon



62

ortaminda ¢&ziinen madde ile polimerik destek maddesi arasinda hidrofobik etkilesimler
olabilmekte, destek maddesinin gozenek c¢api substrat molekiiliinden Kkiigiik ise
substratin destek icine difiizlenmesi ve enzim ile temasa ge¢mesi engellenerek
reaksiyon olusmamakta, enzim molekiilii immobilizasyon sirasinda destek tizerine ¢ok
noktadan baglanarak aktifliginde azalma olabilmekte, immobilize enzimin aktif uglar

substrat molekiiltintin yaklasmasma engel olabilmektedir (Gloger ve Tischer 1981).

Cizelge 1.6.1.1. immobilizasyon yontemi ve matriks se¢imindeki dikkat edilecek

noktalar

Ozellik Uygulamada dikkat edilecek hususlar

Dayaniklilik, sikistirilmamis tanecikler, genis ytizey alani, sekil/form, gozenek hacmi,

Fiziksel gozenek derecesi, suda ¢oziinmezlik ve yogunluk.
. Hidrofiliklik (matrikse su baglanmast), enzime karsi inertlik, modifikasyon igin
Kimyasal .
fonksiyonel gruplar
Kararlilik Depolama, enzim aktivitesi, destek materyalinin mekaniksel kararliligi ve enzim

aktivitesini siirdiirmesi

Dayaniklilik | Bakteriyel atak, kimyasal, pH, sicaklik, organik solvent, enzim ve proteazlara

Biyouyusum, bilesen reaktiflerin toksinligi, yontemle ¢alisanlarin ve son tiriinii
Giivenlik | kullananlarin saghgi-gtivenligi ve gida, ila¢ ve medikal kullanimlar i¢in
immobilizasyon prosesinin sartnamesi

Matriks, kimyasallar, 6zel cihazlar, reaktifler ve gerekli teknik becerilerin kolay eldesi

Ekonomik ve maliyeti, gevresel etki, endiistriyel 6l¢tide hazirlanabilirlik,

Reaksiyon kinetikleri, yan reaksiyonlar, ¢oklu enzim sistemleri ve kofaktor substrat ve

Reaksiyon tirtin kiitle transferlerinde difiizyon limitasyonlari

KAYNAK: OZTURK, B. Immobilization of Lipase from Candida rugosa on Hydrophobic and
Hydrophilic Supports. Master of Science, [zmir Institute of Technology, [zmir, 2001.

Enzim immobilizasyonunda kullanilan ¢esitli destek maddeleri Cizelge 1.6.1.2.

de gosterilmistir.
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Cizelge 1.6.1.2. Enzim immobilizasyonunda kullanilan cesitli destek maddeleri

Destek maddesinin grubu Destek maddesi

Aktif karbon
Slika jel
Alumina
Cam
Nisasta
Dogal matriks Kil
Seramik
Agaroz
Seliiloz
Dekstran
Kollajen

Akrilamit esasli polimer
Dakron

Naylon

Polipeptit

Stiren esasli polimer
Akrilat esaslt polimer

Sentetik matriks

Concanavalin A
Sepharose

Modifiye matriks Tannin
Aminohekzil seliiloz
Fenoksiasetil seliiloz

CM-selliiloz
Katyon degistirici Dowex 50
Amberlite CG-50

DEAE-selliiloz
Anyon degistirici DEAE-sephadex
Amberlite

KAYNAK: BAILEY, J.E., D.F. OLLIS 1997. Biochemical Engineering Fundamentals. Second Edition,
McGraw-Hill International Editions.

1.6.2. Enzim immobilizasyon Yontemleri

Enzim immobilizasyonu i¢in kullanilan yontemler fiziksel ve kimyasal metotlar
olmak {iizere ikiye ayrilir. Fiziksel immobilizasyon yonteminde enzimle destek maddesi
arasinda kovalent bag olusmadan fiziksel etkilesimlerle tutunma gergeklesirken
kimyasal immobilizasyon yonteminde enzimle destek maddesi arasinda kovalent bag
olusumu meydana gelmektedir (Zaborsky, 1973).

Immobilizasyon yOntemini segerken enzimin reaksiyonun yiiriitiilecegi
kosullarda kararli olmasma, capraz baglayici reaktiflerin enzimin aktif uglari ile
reaksiyona girmemesine, yikama islemi sirasinda enzimin zarar gérmemesine ve destek
maddelerinin mekanik kararliligina dikkat edilmelidir (Taylor, 1991). Enzim

immobilizasyon yontemlerinin karsilastirilmasi Cizelge 1.6.2.1.’de verilmistir.
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Cizelge 1.6.2.1. Enzim immobilizasyon yontemlerinin karsilastirilmasi

Ozellik Fiziksel Metotlar Kimyasal Metotlar
. iyonik Kovalent Capraz
Adsorpsiyon Hapsetme Baglama Baglama Baglama
Hazirlanmasi Kolay Zor Kolay Zor Zor
Enzim aktivitesi Orta Yiiksek Yiiksek Yiiksek Orta
Substrat seciciligi Degisemez Degisemez Degisemez Degisemez Degisemez
Baglama giicii Zayif Giiclu Orta Giiclu Giiclu
Tekrar iiretme Miimkiin Mun}l'cun Miimkiin Mun}l‘(un Mun}l.iun
degil degil degil
Genel uygulamalar Diisiik Yiiksek Orta Orta Diisiik
Iyi .
Hidrolik ézellikler (gozenekli Orta Idealden iyi Kotii
tastyicilara diisiik
bagli)

- .. Lo Degisken Yiiksek 1sisal | Yiiksek 1sisal
Saglamhk Degisken (pH) Uzun siireli (pH) kararlilik Kararliik
Immobilizasyon Dilsik Disik Disik Yiksek Orta
maliyeti

KAYNAK: HUANFEI J. 2002. Pretreatment of wastewater containing fats and oils using an
immobilized enzyme. Department of Chemical Engineering. Curtin University of Technology.
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1.6.3. Fiziksel Metotlar

Fiziksel metotlar enzimle destek maddesi arasinda kovalent bag olusumuna bagh
olmadan enzimin belirli bir yere tutturulmasini igerir. Enzimlerin immobilizasyonu
elektrostatik ¢ekim, protein-protein etkilesimi ve iyonik bag olusumu gibi baz1 fiziksel
kuvvetlerin etkilesmesiyle destek maddesindeki mikro bdlmeler icerisinde veya
gozenekli mebranlarda tutuklanmasiyla saglamir. Fiziksel immobilizasyon yontemleri
tersinirdir. Fiziksel immobilizasyon metodu adsorpsiyon ve hapsetme olmak iizere ikiye

ayrilir (Christensen ve ark. 2003).

1.6.4. Adsorpsiyon ile Immobilizasyon

Adsorpsiyon metodu bilinen en eski ve basit immobilizasyon metodudur.
Adsorpsiyon ile immobilizasyon metodu suda ¢dziinmeyen tasiyicit matriksin enzimlerle
veya mikroorganizmalarla fiziksel etkilesimler sonucu biraraya gelmesi ile
saglanmaktadir. Fiziksel adsorpsiyonda immobilizasyondan sorumlu kuvvetler hidrojen
baglar, van der waals kuvvetleri ve hidrofobik etkilesmelerdir. Iyonik baglanma ile
immobilizasyon proteinin yiiklii gruplart ile destek materyalinin karsit yiikleri
arasindaki ¢ekim kuvvetlerine dayanir. Bu yontemin en 6nemli avantaji enzimin ii¢
boyutlu yapisinda veya aktif merkezinde degisime neden olmamasidir. Boylece
enzimler oldukga serbest hareket ederek aktiviteleri yiiksek olmaktadir. Bunun yaninda
enzim ile destek maddesi arasindaki zayif baglardan dolayr adsorplanan enzim kullanim
sirasinda tasiyicidan uzaklasabilir. Bu durum yontemin 6nemli bir dezavantajidir. Sekil

1.6.4.1.°de adsorpsiyon ile immobizasyon gosterilmistir.

Kat
MIatiks

Sekil 1.6.4.1. Adsorpsiyon ile immobizasyon
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Enzimin suda ¢oziinmeyen materyallerde adsorpsiyonu, pH, ¢oziicii karakteri,
iyonik kuvvet, protein ile adsorbanin derisimi ve sicaklik gibi deney kosullarina
baghdir. Adsorpsiyonla immobilizasyon metodu basit oldugu, cesitli yiiklii tasiyicilar
secilebildigi ve tasiyicilar farkli fiziksel sekillerde kullanilabildigi i¢in avantajhidir.
Adsorpsiyon ile immobilizasyon enzim c¢ozeltisiyle destek maddesinin
karistirilmasindan ibaret oldugu igin basit ve ucuz bir yontemdir. (Oztiirk 2001, Taylor

1991).

1.6.5. Hapsetme ile immobilizasyon

Hapsetme ile immobilizasyon enzimlerin kati destek maddesinin gozenekleri
veya lifleri arasma hapsedilmesi temeline dayanir. Yontemde kullanilan kati destek
maddeleri Ca-alginate, hollow fiberler, hidrofilik veya hidrofobik membranlar, N-N’
metilen bisakrilamid ve ¢apraz baglanmis poliakrilamidler gibi gézenekli yapiya sahip
materyallerdir. Yontemde enzim sulu monomer veya polimer cozeltisinde coziiliir.
Polimer olusumu veya ¢apraz baglanma isiyla, gama radyasyonu veya UV isinlariyla
baglatilir ve olusan hidrofilik polimer i¢inde enzim hapsedilir. Polimer matriks yapisinin
substrat ve lriiniin difiizyonuna izin verirken proteinin difiizyonunu engellemesi icin
yeteri derecede siki olmasi gerekir. Hapsetme metodu kafes tipi ve mikrokapsiil olmak

tizere iki gruba ayrilir (Christensen ve ark. 2003).

1.6.5.1. Kafes Tipi Hapsetme Metodu

Kafes tipi hapsetme metodu, suda ¢dziinmeyen capraz bagli polimerin bosluklari
icinde enzimin tutulmasi esasma dayanir. Bu metot da enzim iceren monomer veya
polimer sebekesi olusturulur. Enzim molekiilleri fiziksel olarak polimer kafes icerisinde
tutulur ve jel matriksin disina ¢ikamaz. Fakat substrat ve {irlin bu sebeke icerisine
siirekli olarak girip ¢ikabilir. Enzim kimyasal modifikasyona ugramaz ve enzimin
ozelliklerinde herhangi bir degisme gozlenmez. Bu yontem farkli fiziksel formlarda
suda ¢oziinmeyen enzim tiirevlerinin hazirlanmasina olanak verir. Enzim tiirevlerinin

jelatinimsi dogasi immobilize bir enzimin hem diizenli hem de diizensiz yiizeyler
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izerinde kolayca depolanmasini saglamaktadir (Christensen ve ark. 2003). Sekil

1.6.5.1.1.” de kafes tipi hapsetme metodu gosterilmistir.

Sekil 1.6.5.1.1. Kafes Tipi Hapsetme Metodu

1.6.5.2. Mikrokapsiil ile Hapsetme Metodu

Mikrokapsiil ile hapsetme metodu, 10-1000 pm c¢aph kiiciik yari gecirgen
mebranlar i¢inde enzim molekiillerinin hapsedilmesini icerir. Yar1 gecirgen mebran,
biiylik protein veya enzimlerin mikrokapsiil disina ¢ikmasina engel olurken, kiiciik
substrat ve iriinlerin  serbest¢ce girip c¢ikmasina izin  verir. Enzimlerin
mikrokapsiillenmesi i¢in basit iki metot vardir. Bunlar faz ayrimi ve ara yiizey
polimerizasyondur. Faz ayrimi metodunda enzim ve mikrokapsiilii olusturan ¢&zelti
damlalar halinde ¢oktiiriiciiye ilave edilir. ikinci metotta enzimin sulu ¢dzeltisi suyla
karismayan organik ¢&zelti igerisinde emiilsiye edilir. Ortama eklene polimer ¢ozeltisi
enzim mikro damlalarinin etrafinda mebran olusturur. Bdylece enzim polimerik mebran
tarafindan sarilarak mikrokapsiillenmis olur. Bu yontem ile biiyiik yiizey-hacim oranina
ulagilabilir. Yiizey-hacim oranimn biiyiik olmasi mikrokapstil icerisinde olusan enzim
substrat reaksiyonunu artirir (Taylor 1991, Christensen ve ark. 2003). Sekil 1.6.5.2.1.”

de mikrokapsiil ile hapsetme metodu gosterilmistir.



68

Tangegirzn Smvi Membran
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Mi krokaps nlde

Sekil 1.6.5.2.1. Mikrokapsiil ile hapsetme metodu

1.6.6. Kimyasal Metotlar

Kimyasal immobilizasyon yonteminde enzimle destek maddesi arasinda
kovalent bag olusumu meydana gelmektedir. Kimyasal tutunma ¢ogunlukla
tersinmezdir ve serbest enzimi yeniden geri kazanmak miimkiin degildir. Kimyasal
baglanma ile immobilizasyon metotlarmin immobilize enzimin ¢ok kararli olmasi,
destek maddesinin dayanikli olmasi gibi 6nemli avantajlar1 vardir. Bunun yaninda
immobilizasyon veriminin smirli olmasi, reaksiyon sartlarinin 6zel olmasi, kimyasal
olarak inert olan destek maddelerine uygulanamamasi gibi bazi dezavantajlara da
sahiptir. Kimyasal metotlar iyonik, kovalent ve ¢apraz baglama olmak iizere tige ayrilir

(Zaborsky, 1973).

1.6.6.1. fyonik Baglama

Iyonik baglanma metodu iyon-degistirici kalintilar igeren suda ¢6ziinmeyen
destek maddesine enzimin iyonik baglanmasina dayanir. Iyon-degistirici merkeze sahip
polisakkarit ve sentetik polimerler genellikle tagiyici olarak kullanilirlar. Dietilaminoetil
seliloz (DEAE-seliilloz) veya Sephadex gibi anyon degistiriciler ve karboksimetil
seliilloz gibi katyon degistiriciler destek materyali olarak enzimlerin adsorpsiyonu igin
endiistride kullanilmaktadirlar. Bu metodun avantaji tasiyiciya enzimin baglanmasi
kovalent baglanma metodu i¢in gereken sartlardan daha 1limh sartlarda ve daha kolay
gergeklesmesidir.  Iyonik baglanma metodu enzimin aktif merkezinde ve

konformasyonunda ¢nemli degisiklikler olusturmadigindan enzim immobilizasyonu
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yiiksek verimle gergeklestirilebilmektedir (Taylor 1991). Sekil 1.6.6.1.1.°de iyonik

baglama ile immobilizasyon metodu gosterilmistir.

Sekil 1.6.6.1.1. iyonik baglama ile immobilizasyon metodu

1.6.6.2. Kovalent Baglama

Immobilizasyon teknikleri icerisinde en uygun olanidir ve bu teknikte destek
maddesi ile enzim arasinda kovalent bag olusur. Bu teknik enzim tiirevlerinin kararli
olmasini saglar ve enzimin ¢6zeltiye ge¢mesini engeller. Kovalent baglanma genellikle
enzimin yapisimin ve fonksiyonel gruplarinin bilindigi durumlarda kullamlir. Kovalent
baglanma ile immobilizasyon iki basamakta gergeklestirilir. Birincisi destek maddesinin
aktiflestirilmesi, ikincisi ise enzimin aktive olan destek maddesine kovalent baglanmasi
seklindedir (Dizge ve ark. 2008, Taylor 1991).

Sekil 1.6.6.2.1.°de kovalent baglama ile immobilizasyon metodu g&sterilmistir.
Kovalent baglanma metodu enzim ve suda-¢6ziinmeyen tastyicinin kovalent bag ile
baglanmas1 esasina dayanmaktadir. Bu baglanma i¢in kullanilan fonksiyonel gruplar;
amino, karboksil, stilfidril, hidroksil, imidazol, fenolik, tiyol, treonin ve indol gruplari

olarak siralanmaktadir. Kovalent baglanma yontemleri Cizelge 1.6.6.2.1.°de verilmistir.
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Sekil 1.6.6.2.1. Kovalent baglama ile immobilizasyon metodu

Cizelge 1.6.6.2.1. Kovalent baglanma yontemleri

Kovalent baglanma yontemi Destek maddesine baglanma

Diazotlama Reaksiyonu DESTEK — N =N - Enzim

Amid Bagi Olusumu DESTEK - CO — NH - Enzim

Alkilleme Reaksiyonu DESTEK - CH, - NH — Enzim

Schiff Bazi Olusumu DESTEK - CH = N - Enzim

Amidinasyon reaksiyonu DESTEK — CNH - NH - Enzim

Tiyol-Disiilflir degisimi DESTEK - S — S — Enzim

Bifonksiyonel kimyasallarla DESTEK — O(CH,)N = CH(CH,);CH = N — Enzim
destege baglanma

KAYNAK: DiZGE, N. 2005. Bitkisel yag ve atiklarindan yeni mikro poroz polimerik enzim reaktorleri
ile biyodizel iiretimi. 171 s.

Tasiyict ve enzim arasindaki baglanmanin giicii kuvvetli oldugundan yiiksek iyonik
siddete sahip substrat ¢ozeltilerinin varliginda bile enzim kagisi meydana gelmez.
Ancak kovalent baglanma diger immobilizasyon yontemlerine gore daha pahali ve
karmasik olup enzimin aktif merkezi ve konformasyonunda degisiklikler meydana

getirebilmekte, boylece aktivite kaybina neden olabilmektedir (Taylor 1991).
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1.6.6.3. Capraz Baglama

Enzim molekiilleri baska bir destek maddesi olmadan da kendi aralarinda
molekiil i¢i veya molekiiller aras1 ¢apraz baglanarak immobilize olabilirler. Bu metot ti¢
boyutlu ag orgiilii ¢apraz baglanmis enzim olusumu esasina dayanmaktadir. Capraz
baglanma ile enzim immobilizasyonu ¢ok basit olmasina ragmen enzimlerdeki &zel
fonksiyonel gruplarin ¢apraz baglayict olarak kullanilabilmesi i¢cin gereken sartlarm
secimi ve kurulumu zordur. Bu metodun en 6nemli avantaji tek bir islemde enzimleri
immobilize etmek icin iki yada daha ¢ok fonksiyonlu maddelerin kullanilabilmesidir
(Taylor 1991).

Enzimlerin giiglii baglanmalarindan dolay1 desorpsiyonlari ¢ok azdir. Enzimlerin
immobilizasyonu proteinin molekiiler i¢i, diger protein molekiilleriyle ya da suda
coziinmeyen bir kati destek tizerindeki fonksiyonel gruplarla ¢apraz baglanmasiyla
gerceklestirilmektedir. Bir enzimin kendisiyle ¢apraz baglanmasit hem pahali hem de
proteinlerin bir kismi destek maddesi olarak kullanilacagindan etkisiz ve bagil olarak
duisiik aktiviteye sahip metot olmaktadir. Bu nedenle genellikle ¢apraz baglama diger bir
metodla beraber kullanildiginda ¢ok elverislidir. Sekil 1.6.6.3.1.’de capraz baglama ile

immobilizasyon yontemi gosterilmistir.

Sekil 1.6.6.3.1. Capraz baglama ile immobilizasyon metodu
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1.6.7. Destek Maddesi Aktivasyon Yontemleri
1.6.7.1. Siyanojen Bromiir

Ilk olarak Axen ve grubu tarafindan kullamilan CNBr metodu ile siyanojen
bromiir (CNBr) ile ¢esitli polisakkaritlerin hidroksil gruplari aktive edilerek enzimlerin
amino gruplariyla kovalent bag olusturmalari saglanir. CNBr ile polisakkarit tasiyici
materyallerinin aktivasyonu recinenin niikleofilligini arttirmak icin kuvvetli bazik
ortamda gergeklestirilir. Sekil 1.6.7.1.1.°de reaksiyon semasi gosterilmistir. Fakat
kuvvetli bazik ortam CNBr hidrolizine ve tasiyici destege baglanabilen reaktif siyanat
esterlerin olusumuna neden olur boylece yiiksek oranda toksik belirte¢ miktarinin fazla
olmasina ve reaksiyonun diisiik aktivasyon verimiyle sonuglanmasina neden olur (Dizge

2005).

CNBr aktif grup
]
’ |
— OH ] C==n ] C MH
’ _b_
— (OH — (OH — OH
mert karbamat
aktif
itrddo-karbamit
—10
HzM ——Enzim HC:NH H, N —— Enzim
_Oﬂ-""f
iH ]
[ |
M Enzim 8] C M Enmim
— (OH — OH
I- stibstitie
karbarmit

Sekil 1.6.7.1.1. Siyanojen bromiir ile destek aktivasyon semasi
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1.6.7.2. Karbodiimid Aktivasyonu

Destek maddelerinin karboksil gruplar1 karbodiimid’ler (RNCNR,) ile aktive
edilerek enzimlerin immobilizasyonunda kullanilirlar. Bu reaktif kararh amid bag:
vermek icin baslica aminlerle kondanse olabilen ¢ok reaktif O-agilizolire olusumu i¢in
asidik pH degerlerinde (pH=4.75-5) tastyicinin karboksil gruplariyla reaksiyona girer.
Reaksiyon semasit Sekil 1.6.7.2.1.°de gosterilmistir. Yaygin olarak kullamlan suda
¢oziinebilen karbodiimid 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid (EDC)’dir (Dizge
2005).

karbodimin
RI—N:C:N—R2 Hylf — enzm
+ M
| o
O NH | H .
o —> I | C— N—oenzm
I C—ao—2=cC
I
o B mert
‘ 0] Rl' o
matriks O- acil izoiire Ry l|:! | ll;l i
—N—C— N—R,

Sekil 1.6.7.2.1. Karbodiimid ile destek aktivasyon semasi
1.6.7.3. Diazotlama

Aromatik primer amin grubu tasiyan polimerik tasiyicilar diazonyum tuzu
olusturarak protein molekiillerini fenolik, imidazol ve serbest NH, gruplar {izerinden

baglayabilmektedir (Taylor 1991).

1.6.7.4. Alkilleme ve Arilleme

Destek maddelerinde bulunan fenolik, siilfidril veya serbest amino gruplari
alkillenerek destek maddeleri aktif duruma getirilirler. Ozellikle halojen substitiie
aromatik halkalar enzim molekiiliinii serbest amin gruplari {izerinden baglarlar. Serbest
hidroksil grubu tasiyan dogal veya sentetik polimerler s-triklortriazin ile aktive

edilebilmektedirler. Arilleme ve alkilleme reaksiyonu agillemeden daha yavastir ve
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protonlanmamis niikleofillere gereksinim duyar. Dolayisiyla pH’ya ¢ok bagimlhidirlar.

(Taylor 1991).

1.6.7.5. Aldehit Kondenzasyonu

Amino gruplari igeren destek maddeleri monomerik ya da polimerik glutaraldehit
ile aktive edilerek enzimlerin destege kovalent olarak baglanmasi saglanir. Ticari olarak
kullanilan aldehit tiirevi ¢apraz baglayici reaktifler arasinda, hizli ve etkili bir protein
baglayici oldugu icin glutaraldehit en ¢ok tercih edilen reaktiftir. Sekil 1.6.7.5.1.’de

enzim molekiillerinin glutaraldehit ile ¢capraz baglama semasi1 gosterilmistir.

E-NH, + OCH (CH,); CHO +E'-NH,

l

E-N=HC (CH,); CH=N-E'
Sekil 1.6.7.5.1. Enzim molekiillerinin glutaraldehit ile capraz baglanmasi
1.6.8. Destek Maddesine Enzim immobilizasyonu

Enzimlerin destek maddelerine 1limli reaksiyon kosullarinda saglam bir sekilde
baglanabilmesi icin enzimdeki proteinin igerdigi fonksiyonel grup destek maddesinin
ylizey yapisina uygun olmalidir. Cizelge 1.6.8.1.°de proteinlerin icerdikleri fonksiyonel
gruplar gosterilmistir. Ayni zamanda protein immobilizasyonu i¢in destek maddesi
uygun bir fonksiyonel grupla kaplanarak daha sonra enzim 1limli reaksiyon kosullarinda
destek maddesindeki fonksiyonel gruplar iizerinden baglanabilir. Cizelge 1.6.8.2.’de
protein immobilizasyonu i¢in destek maddesinin fonksiyonel grupla kaplanmasi

goriilmektedir.



Cizelge 1.6.8.1. Proteinlerin igerdikleri fonksiyonel gruplar
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Kimyasal yap1 Fonksiyonel grup Aminoasit
-NH, amin alkalin amino asitler
-SH stilfidril sistein
-COOH karboksil asidik amino asitler
S
—u_'. ‘;'— OH fenolik tirosin
A
CRIL
cy A
-l e guanidin arginin
MNH A
N
Y o .
-~ imidazolil histidin
|
H
—-S-S— disiilfiir sistein
Qlt T I+ indole triptofan
—S—CH3 tioeter metionin
—-CH,0OH metil serin, treonin

KAYNAK: NOROUZIAN, D., 2003. Enzyme immobilization: the state of art in biotechnology. Iranian

Journal of Biotechnology, Vol. 1, No. 4, 197-206.
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Cizelge 1.6.8.2. Protein immobilizasyonu i¢in destek maddesinin fonksiyonel grupla

kaplanmasi

Destektelki niikleofilik grup Aktivasyon islemi Alkiif yiizey

8]
0H “
CME >=HNH
LOH [ /}-

{0
OH o,
Cl02CaHs CH~
FOH /-

|4 H D{>=D |_U—E j
CH .

t 104 — Ol

OH CoH

|.NH2 ClCS ‘—NC&

D S e

|-CONHNH2 MaMO; |_¢0N1
- ReM4C+M-F H

|-'~'3'0H |-eoon

. —COoN

|-|:I:-I:|H CHaOH, MHaMHg, HNGO, | 3

OO 0

KAYNAK: NOROUZIAN, D., 2003. Enzyme immobilization: the state of art in biotechnology. Iranian
Journal of Biotechnology, Vol. 1, No. 4, 197-206.
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Enzim immobilizasyon yontemleri icinde 6zellikle kovalent baglama
yonteminde proteinin icerdigi fonksiyonel grup daha da ©nemli hale gelmektedir.
Cizelge 1.6.8.3.’de proteinlerin destek maddesi tizerine kovalent bag ile baglanmasi

gosterilmistir.

Cizelge 1.6.8.3. Proteinlerin destek maddesi iizerine kovalent bag ile baglanmasi

Baglama reaksiyonu Proteindeki reakiif grup Desiege haglanma yiniemi
N,
-0-CH4-CH5-50,-CH+CH, -SH Konjugasyon
-OH
O
l
—Cs Peptid bag ol
/,O -NH; eptid bag olugumu
_E
-CHO -NH; Schiff bam
Aldehid
N Rl
-NH=C
. R2 -CH:H Ugi reaksiyonu
Irninium -NH;
i
- C -OC5Hs -MH5 Amidinasyon
Imidoester
.8.5 @ -5H Tiyodisilfiv ip defigimi
N=
Disulfid formasyroma
- ;'?—\B_ HgCl -SH Civa-enzim reaksiyonu
h—/

KAYNAK: NOROUZIAN, D., 2003. Enzyme immobilization: the state of art in biotechnology. Iranian
Journal of Biotechnology, Vol. 1, No. 4, 197-206.
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1.7. BiYODIZEL

Aygigek, soya, kolza ( kanola), aspir gibi yagh tohum bitkilerinden elde edilen
yaglarin veya hayvansal yaglarin asidik, bazik veya enzimatik bir katalizér esliginde
metanol gibi kisa zincirli bir alkol ile reaksiyonu sonucu agia c¢ikan yag asidi metil
esterleri biyodizel olarak adlandirilirlar (Ranganathan ve ark. 2008, Fukuda ve ark.
2001). Evsel kizartma yaglar1 ve hayvansal yaglar da biyodizel hammaddesi olarak
kullanilabilir. Enzimatik ve siiper kritik yontemle de biyodizel elde etmek miimkiin
olmasina ragmen biyodizel tiretiminde kullanilan en yaygin yontem transesterifikasyon
yontemidir. Transesterifikasyon reaksiyonunda yag, monohidrik bir alkolle (etanol,
metanol), katalizor (asidik, bazik katalizorler ile enzimler) varliginda ana {iriin olarak
yag asidi esterleri ve gliserin vererek esterlesir (Ma ve Hanna 1999).

Stokiyometrik transesterifikasyon yonteminde bir mol yag i¢in {ic mol mono
alkol kullamlir. Uriinler ise ii¢ mol yag asidi mono alkil esteri (biyodizel) ve yan firiin
olan bir mol gliserindir. Sekil 1.7.1.’de reaksiyon semasi goriilmektedir. Metanol, gibi
alkoller transesterifikasyon yonteminde kullanilabilir ve elde edilen iiriin sirasiyla metil
ester adini alir. Ayrica esterlesme reaksiyonunda yan tirlin olarak di ve monogliseridler,
reaktan fazlasi ve serbest yag asitleri olusur. Sekil 1.7.2.”de baz katalizli transesterlesme
reaksiyon mekanizmasi verilmistir. Reaksiyonu hizlandirmak i¢in baz (NaOH, KOH),
asit (H,SO4, HCI) veya enzim (biyolojik katalizér) kullanilabilir. Asit ve enzim

katalizorler, baz katalizérlere oranla ¢ok daha yavastirlar.

C|)H2—O—CO—R1 CH,—OH R1— COOR

CH—0—CO—R2 4 3ROH — 2 _cy—oH 4 R2—COOR

(|3H2—O—CO—R3 CH,—OH R3— COOR
Trigliserid Alkol Gliserin Biyodizel

Sekil 1.7.1. Stokiyometrik transesterifikasyon reaksiyon semasi
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(IZHQOCOR MO (%HZOH (%HQOCOR
a
(IZHOCOR + CHOH —— (%HOCOR (leOH + RCOQCH,
CH,OCOR CH,OCOR  CH,OCOR
Trigliserid (T3 Metanol (M) Diglisenid (D) Digliserid ~ Biyodizel (IME)
(%HQOH (|:H20H (%HQOH
(%HOCOR + CH,OH (l:HOCOR (l:HOH + RCOOCH,
CH,OCOR CH,OH CH,OCOR
Diglisend Iletanol Mlonogliserid (MG&)  Monoglisend EBiyodizel
(IZHQOH HaOH (IzHQOH
a
CHOCOR +CH.OH ——= (HOH  + RCOOCH,
CH,OH CH,OH
Monoghsend Idetanol Gliserol (G Bivodizel

Sekil 1.7.2. Baz katalizli transesterlesme reaksiyon mekanizmasi verilmistir.

Biyodizel (Yag Asitleri Metil Esteri) saf olarak kullanilabilecegi gibi petrolden
elde edilen dizel yakitla belirli oranlarda karistirilarak da kullanilabilir. Biyodizelin
hammadde kaynaklari, bitkisel ve hayvansal yaglar ile bunlarin kullanilmis atiklaridir.

Diinyada toplam 108 milyon ton bitkisel yag tiretilmekte olup bunun 6 milyon
tonu biyodizel iiretiminde kullanilmaktadir. Esasen Diinyada iiretilen tiim bitkisel
yaglarin tamami biyodizele cevrilse diinya dizel yakit ihtiyacinin ancak %7’ sini

kargilayabilmektedir (http://www.albiyobir.org.tr/biyodizel.htm, 2008).

1.7.1. Biyodizel Ozellikleri

Biyodizel yakit dizel motorlarda herhangi bir degisiklik yapilmadan
kullanilabilmektedir. Biyodizelin herhangi bir problemle karsilasmadan etkin bir sekilde
kullanilabilmesi i¢in belirlenmis uluslar arasi1 standartlara uymasi gerekmektedir. Enerji
piyasasi diizenleme kurumu tarafindan yayinlanan ve 01.01.2006 tarihinde yiriirliige
giren teblige gore otomotiv yakitlart icin TS EN 14214 otomotiv yakitlar1 yag asidi
metil esterleri (YAME) dizel motorlar i¢in belirlenen ozellikler ve deney yontemleri
standartlar1 Cizelge 1.7.1.1.°de yakit olarak kullanilan biyodizel igin ise TS EN 14213
1sitma yakitlart yag asidi metil esterleri (YAME) standartlari Cizelge 1.7.1.2.°de

gosterilmistir.
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Cizelge 1.7.1.1. TS EN 14214 otomotiv yakitlar1 yag asidi metil esterleri (YAME) dizel

motorlar i¢in belirlenen standart 6zellikler

En Az En Cok
Analiz Ad1 Birim Deney Yontemi
(min.) (max.)

[Ester muhtevasi % (m/m) 96,5 - EN 14103

EN ISO 3675
Yogunluk , 15°C'ta kg/m3 860 900

EN ISO 12185
Viskozite , 40°C'ta mm?/s 3,5 5 IEN ISO 3104
[Parlama noktasi °C 120 - EN ISO 3679

EN ISO 20846
[Kiikiirt muhtevasi mg/kg - 10

EN ISO 20884
Karbon kalitisi (%10 damitma kalintisinda) % (m/m) - 0,3 EN ISO 10370
Setan sayisi 51 EN ISO 5165
Siilfatlanmis kiil muhtevasi % (m/m) - 0,02 ISO 3987
Su muhtevasi mg/kg - 500 EN ISO 12937
[Toplam kirlililk mg/kg - 24 EN 12662
Bakir serit korozyonu (50°C'ta 3 saat) derece 1 - EN ISO 2160
Oksidasyon kararliligi, 110°C'ta h 6 - EN 14112
Asit sayisi mg KOH/g - 0,5 EN 14104
iyot sayisi giyot/100 g - 120 EN 14111
Linolenik asit metil esteri % (m/m) - 12 EN 14103
[Metanol muhtevasi % (m/m) - 0,2 EN 14110
Monogliserit muhtevasi % (m/m) - 0,8 EN 14105
Digliserit muhtevasi % (m/m) - 0,2 EN 14105
Trigliserit muhtevasi % (m/m) - 0,2 EN 14105

EN 14105
Serbest gliserol % (m/m) - 0,02

EN 14106
[Toplam gliserol % (m/m) - 0,25 EN 14105
Grup I metaller (Na+K) mg/kg - 5 EN 14108

EN 14109
Grup II metaller (Ca+Mg) mg/kg - 5 prEN 14538
Fosfor muhtevasi mg/kg - 10 EN 14107
Soguk Filtre Tikanma Noktast (CFPP) - -10 EN 116

KAYNAK: Tiirk Standartlari Enstitiisti (TSE)




81

Cizelge 1.7.1.2. TS EN 14213 1sitma yakitlar yag asidi metil esterleri (YAME)

standartlari
En Az En Cok
Analiz Ad1 Birim Deney Yontemi
(min.) (max.)

[Ester muhtevasi % (m/m) 96,5 - EN 14103

EN ISO 3675
Yogunluk , 15°C'ta kg/m3 860 900

EN ISO 12185

EN ISO 3104
Viskozite , 40°C'ta mm?/s 3,5 5

ISO 3105
[Parlama noktasi °C 120 - EN ISO 3679

EN ISO 20846
[Kiikiirt muhtevasi mg/kg - 10

EN ISO 20884
Karbon kalitisi (%10 damitma kalintisinda) % (m/m) - 0,3 EN ISO 10370
Siilfatlanmis kiil muhtevasi % (m/m) - 0,02 ISO 3987
Su muhtevasi mg/kg - 500 EN ISO 12937
Toplam kirlililk mg/kg - 24 EN 12662
(Oksidasyon kararliligr , 110°C'ta h 4 - EN 14112
Asit sayisi mg KOH/g - 0,5 EN 14104
[yot sayist giyot/100 g - 130 EN 14111
[Monogliserit muhtevasi % (m/m) - 0,8 EN 14105
Digliserit muhtevasi % (m/m) - 0,2 EN 14105
Trigliserit muhtevast % (m/m) - 0,2 EN 14105

EN 14105 EN
Serbest gliserol % (m/m) - 0,02

14106
Soguk filtre ttkanma noktast (SFTN) °C * EN 116
Akma noktasi °C 0 ISO 3016

DIN 51900-1
[Net yanma 1s1s1 (hesaplanmig) MlJ/kg 35 - DIN 51900-2

IDIN 51900-3

*01.04-30.09 (% 15 giin) min. +5°C/ 01.10.31.03 (£ 15 giin) max.-10° C
KAYNAK: Tiirk Standartlari Enstitiisti (TSE)

Cevresel, ekonomik ve teknik ozellikler diisiintildiigtinde biyodizel yakitlarin
sahip oldugu o&zellikler Cizelge 1.7.1.3.°de Ozetlenmistir. Dizel yakit ile biyodizel
yakitin  ozellikleri karsilastimldiginda aralarinda ¢ok biiyiik farklar olmadigi
goriilmektedir. Dizel yakit ile biyodizel yakit 6zelliklerinin karsilastirilmasii igeren

tablo Cizelge 1.7.1.4.”de goriilmektedir.



82

Cizelge 1.7.1.3. Biyodizel yakitin 6zellikleri

Biyodizel Yakitin Ozellikleri

Cevre dostu bir yakittir

Yenilenebilir hammaddelerden elde edilebilmektedir

Atik bitkisel ve hayvansal yaglardan tretilebilir

Anti-toksik etkiye sahiptir

Biyolojik olarak hizli ve kolay bozunabilmektedir

Kanserojenik madde ve kiikiirt icermemektedir

Yiiksek alevlenme noktasi ile kolay depolanabilir, taginabilir ve kullanilabilirler

Yaglayicilik 6zelligi miikemmeldir

Motor dmriinii uzatir

Motor karakteristik degerlerinde iyilesme saglar

Kara ve deniz tasimaciliginda kullanilabillir

Isitma sistemleri ve jenerattrlerde kullanima uygundur

Stratejik ozelliklere sahiptir

Mevcut dizel motorlarinda hicbir tasarim degisikligi gerektirmeden kullanilabilir

Ticari basariy1 yakalamig bir yesil yakittir

Petrol dizelin depolanma kosullarinda depolanabilir

Kiigiik isletmelerde lokal olarak iiretimi miimkiindiir

Petrol dizeline oranla daha iyi bir yaglayict oldugundan motorun dmriinii uzatir

Tasinmasi ve depolanmast giivenli bir yakittir. Ayrica yiiksek alevlenme noktasina (149 °C) sahiptir. Bu

diger petrol dizeli igin 125 °C*dir

Uretimin tamamiyla yerli olabilmesi sebebiyle ithal bagimliligin ortadan kaldirir

Amerika’da, Cevre Koruma Ajansi (EPA) Temiz Hava Kanunlari (Clean Air Act) tarafindan, ¢evre ve

insan sagligina diger yakitlara kiyasla daha az zarar verdigi kabul edilmistir

Yerli tiretim bitkisel yaglardan (aygigek yagi, soya yagi, kolza yagt ) kolaylikla elde edilebilirler. Ayrica

kullanilmig ve gevre igin zararli olan kizartma atik yaglarindan da biyodizel {iretilebilmektedir

KAYNAK: (http://www.eie.gov.tr/biyodizel/bd_teknikoz.html, 2008)
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Cizelge 1.7.1.4. Dizel yakit ile biyodizel yakit 6zelliklerinin karsilastirilmast

Yakit Ozellikleri Motorin Biyodizel
'Yakit Standardi ASTM D975 ASTM D6751-02
[s1] deger, Btu/gal 131.295 117.093
Kin. Viskozite, 40 ° C'de 1.9-41 1.9-6.0
'Yogunluk, Ib/gal, 15 ° C'de 7.079 7.323
Su, % hacim 0.05 0.05
Karbon, % agirlik 87 Tl
Hidrojen, % agirlik 13 12
Oksijen, % agirlik 0 11
Kukiirt, % agirlik 0.05 0.05
IAlevlenme noktasi, ° C 60 - 80 100 - 170
IBulutlanma noktasi, © C -15-5 -3-12
IAkma noktasi, ° C -35--15 -15-6
Setan sayisi 40 - 55 48 — 60

KAYNAK: (http://www.eie.gov.tr/biyodizel/bd_teknikoz.html, 2008)

1.7.2. Biyodizel Uretim Yontemleri

Bitkisel yaglardan biyodizel yakit iiretilmesinde piroliz, mikroemiilsiyon ve
transesterifikasyon olmak iizere baglica ti¢ yontem kullanilmaktadir (Ma ve Hanna
1999).

Kraking olarakta bilinen piroliz 1s1 etkisiyle kompleks yapilarin basit bilesenlere
doniismesi olayidir. Yontemde bitkisel yag, vizkozitesinin diismesi ve setan sayisinin
artmasi icin yiiksek 1sida parcalanmaktadir. Parcalanan iiriin alkan, alken ve karboksilik
asitlerin karistmim icerir. Soya yagi, pamuk yagi ve kolza yag ile diger yaglar uygun

katalizor beraberinde biyodizel olarak kullanilmak amaciyla pargalanmiglardir (Ma ve
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Hanna 1999). Piroliz metodu yakitin akis Ozellikleri ve vizkozitesindeki azalma
nedeniyle avantajlh fakat yiiksek maliyet, ayrintili fraksiyonlama basamaklar1 ve yakitin
stilfiir icermesi nedeniyle dezavantajlhidir (Ranganathan ve ark. 2008).

Mikroemiilsiyon bir diger biyodizel yakit firetim teknigidir. Bu ydntemde
biyodizel mikroemiilsiyonu uygun oranlarda bitkisel yag, dizel yakit, alkol, surfaktan ve
setan sayisini artirict madde igerir. Yontemde metanol, etanol ve propanol gibi alkoller
vizkozite diisiiriicti olarak, daha yiiksek alkoller ise surfaktan olarak kullanilamaktadir.
Ayrica alkil nitratlar setan sayisimin artmas1 amaciyla karigima eklenir. Mikroemiilsiyon
metodunda diisitk vizkozite, yiiksek setan sayisi ve iyi sprey Ozellikleri yontemin
olumlu ydnlerini olustururken 6zellikle uzun siireli kullanimlarda enjektérde meydana
gelen atesleme problemleri, karbon birikimi ve tamamlanmamis yanma y&ntemin
olumsuz yonlerini olusturmaktadir (Ma ve Hanna 1999).

Biyodizel iiretiminde en populer yontem ise bitkisel yaglarin
transesterlestirilmesidir. Bu yontemde biyodizel yakit yiiksek yag asitlerinin mono alkil
ester karigimini igerir. Reaksiyonda yiiksek vizkoziteye sahip gliserol ayrilarak diisiik
vizkoziteye sahip fosil yakita benzer yakit elde edilir. Transesterlesme metodu alkali
katalizor, asit katalizor, biyokatalizor, heterojen katalizor yada siiperkritik alkol gibi
cesitli katalizorler kullanilarak yapilabilmektedir (Ma ve Hanna 1999, Fukuda ve ark.
2001). Genel reaksiyon bitkisel yag ve alkoliin katalizér beraberinde yag asidi alkil
esterleri ve gliserin olusturmasidir. Sekil 1.7.2.1.°de transesterlesme y&ntemiyle

biyodizel iiretim semasi goriilmektedir.

BITKISEL YAG

L A

TRANSESTERLESME METANOL

|
! v

BIYODIZEL GLISERIN

Sekil 1.7.2.1. Transesterlesme yontemiyle biyodizel iiretim semasi
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Alkali katalizor metodunda sodyum hidroksit (NaOH) yada potasyum hidroksit
(KOH) metanol yada etanol beraberinde katalizér olarak kullanilarak bitkisel yagin
biyodizel ve gliserole doniismesi saglanir. Reaksiyon sonunda gliserol yogunlugunun
fazla olmasi nedeniyle dipte toplanir. Sekil 1.7.2.2.°de alkali katalizor yontemiyle
biyodizel iiretim semasi goriilmektedir. Yontem yiiksek ester doniistimii, diisiik
sicaklikta (60°C) gerceklesmesi, iiretim maliyetinin diisiik olmasi ve kisa stirede
sonlanmasi gibi avantajlarmin yaninda gliseroltin ayrilmasindaki gii¢liikler, reaksiyon
ortaminin serbest asit yada su icermesi durumunda sabunlasma goriilmesi ve iiriin
saflastirilmasinin zorlasmasi gibi dezavantajlara sahiptir. (Ma ve Hanna 1999, Fukuda

ve ark. 2001, Barnwal ve Sharma 2005).

YA *  TRANSESTERLESME ¥ AYIRMA
ALKALL
VE M{ALKOL BUHARLASTIRMA
ALKOL fisT
FAZ
ATIE ¢—|
5U :
L
ALT
FAZ
BIiVODIiZEL [
JALKOL BUHARLASTIRM.Y 4
b
SAFLASTIRMA
SABUNLASMA
URUNLERT
CLISERIN *

Sekil 1.7.2.2. Alkali katalizér yontemiyle biyodizel {iretim semasi
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Transesterlesme metodu ile biyodizel iiretilmesinde kullanilan bir baska yontem
ise asit katalizor kullanilmasidir. Yontemde herhangi bir mineral asidi
kullanilabilmektedir. Siilfuirik ve siilfonik asit metotta siklikla kullanilan asitlerdir.
Yontem yiiksek oranda ester olusturmasina ragmen asitlerin korozyon etkileri, motor
parcalarinin zarar gérme ihtimali, ortamda bulunmas1 muhtemel suyun girisim etkisi ve
gliseroliin ayrilmasindaki giicliikler gibi dezavantajlara sahiptir (Freedman ve ark.
1984).

Biyodizel iiretiminde amorf zirkon, titanyum, aliiminyum ve potasyum dolgulu
zirkonlar gibi heterojen katalizorlerin kullanildig1 transesterlesme metoduda oldukga
popliler olmustur. Arastirmalar halen ilerleme asamasinda olup yontemde karsilasilan
katalizoriin tiikkenmesi ve yiiksek ester doniistimii saglanmasi gibi problemlerin
¢oziilmesine ¢alisgilmaktadir (Furuta ve ark. 2006).

Transesterlesme prosesi katalizor kullanmadan da yapilabilmektedir. Yontemde
oldukga yiiksek reaksiyon sicakliga ihtiya¢ duyulmaktadir. 350°C nin altindaki
sicakliklarda oldukg¢a diisiik ester dontisiimii gozlenmektedir. Fakat 400°C nin
tizerindeki sicakliklarda esterlerde 1sisal bozulmalar goézlendigi rapor edilmistir
(Demirbas 2006).

Son dénemde transesterlesme metodunun lipaz enzimi gibi biyokatalizorlerle
yapilmasi onemli hale gelmistir. Biyodizel tretiminde biyokatalizér kullanilmasi
endiistride yaygin olarak kullanilan alkali katalizor prosesinden gelen dezavantajlar
elimine ederek yiiksek saflikta {iriin elde edilmesini saglamistir (Fukuda ve ark. 2001).
Enzimatik biyodizel tretiminde hem hiicre disi (extracellular) hem de hiicre ici
(intracellular) lipazlarin kullanilmas1 mumkiindiir. Extracellular lipaz enzimleri
kullanilarak yapilan transesterifikasyon calismalarinda reaksiyon ortaminda Mucor
miehei, Rhizopus oryzae, Candida antarctica ve Pseudomonas cepacia gibi
mikroorganizmalardan sentezlenen enzimler bulunmaktadir. Ozellikle son yillarda daha
ekonomik olmasi nedeniyle lipaz enzimlerini ihtiva eden mikroorganizmalarin direkt
kullanildigi metot ise intracellular enzimatik yontem ile biyodizel sentezlenmesi olarak
adlandirilmaktadir (Marchetti ve ark. 2007, Ranganathan ve ark. 2008). Her iki
yontemde de enzimler uygun bir destetk maddesine tutturularak defalarca
kullanilabilmektedir (Dizge ve Keskinler 2008). Enzimatik transesterlesme metodunda

simdiye kadar bir ¢ok alkol kullanilmasina ragmen en yaygin olam diisiik maliyeti
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nedeniyle metanoldiir. Yontemin en 6nemli avantaji katalizor olarak kullanilan enzimin
uygun bir destek maddesi lizerine baglanarak herhangi bir ayirma gerektirmeden
defalarca kullanilabilmesidir. Aym1 zamanda diger yontemlere gére calisma sicakligi
oldukga diisiik olup gliseroliin ayrilmasi kolaydir. Reaksiyon sonunda yiiksek saflikta
ester elde edilebilmektedir. Sekil 1.7.2.3.°de enzimatik biyodizel iretim semasi

goriilmektedir.

Sekil 1.7.2.3. Enzimatik biyodizel {iretim semasi

YAG
ALKOL TRANSESTERLESME
. L J
ENZIM AYIRMA
UST ALT
FAZ FAZ
BIYODIZEL GLISERIN

Yakin gelecekte enzimatik biyodizel {iretilmesinin endiistriyel boyutlarda
uygulanmas1 amaglanmaktadir. Fakat tiretim maliyetinin yliksek olmasi yontemin en
onemli dezavantajidir. Arastirmacilar yontemdeki problemlerin ¢oziilmesi amaciyla
calismalarimi siirdiirmektedirler. Cizelge 1.7.2.1.°de biyodizel iiretim yOntemlerinin

karsilastiriimasi goriilmektedir.
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Cizelge 1.7.2.1. Biyodizel iiretim yontemlerinin karsilagtirilmasi

Ozellik Bazik kataliz | Enzimatik kataliz | Siiperkritik alkol | Asidik kataliz
Reaksiyon sicakhg (°C) 60-70 30-40 239-385 55-80
Ham madde icinddeki Sabunlagma
) Metil esterler Esterler Esterler
serbest yag asidi iirtinleri
Reaksiyona Reaksiyona
Ham madde icindeki su Etki etmez -
girisim etkisi girisim etkisi
Metil ester doniisiimii Normal Yiiksek lyi Normal
Gliserin geri kazanim Zor Kolay - Zor
Tekrarh Tekrarh
Metil esterin saflastirilmasi Yok -
ytkama ytkama
Uretim maliyeti Ucuz Cok pahali Orta Ucuz

KAYNAK: MARCHETTI, J.M., V.U. MIiGUEL, A.F. ERRAZU. 2007. Possible methods for
biodiesel production. Renewable sustainable energy reviews, 11:1300-1311.

1.7.3. Tiirkiye de Biyodizel

Petrol ihtiyacinin % 90°min ithalat yoluyla karsilandigi iilkemizde biyodizel
yakitlara ilgi giderek artmaktadir. Tiirkiye’de biyodizel ile ilgili ilk cahsmalar Avrupa
Birliginden once 1934 yilinda Atatiirk Orman Ciftliginde yapilan “Bitkisel Yaglarin
Tarim Traktorlerinde Kullanim1” adh toplantiyla baslamistir
(http://www.albiyobir.org.tr/biyodizel.htm, 2008).

Tiirkiye’de biyodizel konusu diinyadaki gelismelerin paralelinde 2000°1i y1llarin
basinda giindeme gelmis ve iiniversitelerdeki ¢calismalar hizla gelismistir. 2001 yilinda
Sanayi ve Ticaret Bakanhginda “Biyodizel Calisma Grubu” olusturulmustur. ilk kez
biyodizel ve ismi 4.12.2003 tarihinde 5015 Sayili Petrol Piyasasi Kanunu’nda
harmanlanan tiriinler arasinda yer almistir. Bu tarihten sonra biyodizel yakitlara yonelik
yatirimlar diinyaya paralel bigimde hizla artmistir. 10.09.2004 tarihli ve 25579 sayih
resmi gazetede “Petrol Piyasasinda Uygulanacak Teknik Kriterler Hakkinda Y netmelik
ve 17/06/2004 tarihli Petrol Piyasasi Lisans Yonetmeligi ile biyodizel akaryakit olarak
kabul edilmis ve ithalati, dagitimi, taginmasi ve son kullaniciya satis1 lisans kapsamina

alinmaistir.
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Elektrik Isleri Etiid idaresi Genel Miidiirliigii tarafinda 2003 yilinda teklif edilen
Biyodizel Standartlar1 (TSEN 14214 ve TSEN 14213) 2005 Eyliil ve Ekim ayinda TSE
tarafindan AB standartlarinin aymi olarak TSE Standardi olarak yaymlanmistir. EPDK
05.01.2006 tarihli tebligleri ile Motorin Tiirlerinin Uretimi, Yurtdisi ve Yurtici
Kaynaklardan Temini ve Piyasaya Arzina Iliskin Teknik Diizenleme Tebligi
kapsaminda biyodizelin % 5’¢ (% v/v) kadar motorin ile harmanlama yapilmasina
imkan tanmmistir. Ayrica Otobiyodizel’in iiretimi, Yurtdisi ve Yurti¢i Kaynaklardan
Temini ve Piyasaya Arzina iliskin Teknik Diizenleme Tebligi ile Otobiyodizelde TS EN
14214 standartlar1 aynen kabul edilmistir. Yakitbiyodizel’in iiretimi, Yurtdist ve Yurtigi
Kaynaklardan Temini ve Piyasaya Arzina Iliskin Teknik Diizenleme Tebligi ile de TS
EN 14213 standardi kabul etmistir. Bu teblig ile yakit biyodizelin kirmiziyla
isaretlenerek piyasaya sunulmasi kararlastirilmistir. Bunun yaninda 05/01/2006 tarih ve
630/26 sayili Kurul Karar1 ile biyodizel tireticileri biyodizel isleme lisansi1 kapsamina
alinmistir (http://www.albiyobir.org.tr/biyodizel.html, 2008).

Ulkemizde petrol piyasasinda faaliyet gosteren rafinerici ve dagiticilar, tamamen
yerli tarim tirtinlerini kullanarak tiretim yapan biyodizel iireticilerinden temin edecekleri
biyodizeli akaryakit ile en az yiizde iki oraninda harmanlayabilmektedirler.
Harmanlama oranlari ile ilgili denetimler EPDK tarafindan yapilmaktadir. Atik bitkisel
yaglardan biyodizel iiretimi EPDK’dan alinacak Biyodizel isleme Lisansi disinda T.C.
Cevre ve Orman Bakanhgi'nin Bitkisel Atik yaglarin Kontrolii Yo6netmeligi'ne uygun
olarak E.I.E ve Tiibitak’tan alinacak Teknik Uygunluk raporlarinin EPDK’ya islenmesi
sonucunda da yapilabilmektedir.

Bugiin Tiirkiye’de 1,5 milyon ton kurulu biyodizel kapasitesi bulunmaktadir. Bu
verilerle iilkemiz kurulu biyodizel iiretim kapasitesi itibart ile Almanya’dan sonra
Diinyada ikincisi sirada yer almaktadir. Tiirkiye’de 150° ye yakin biyodizel iireten firma
olmasina karsin T.C. Enerji Piyasasi Diizenleme Kurulu verilerine gore iilkemizde
lisans almis 55 biyodizel {ireticisi mevcuttur (http://www.epdk.gov.tr/lisans.html, 2008).

Bu tesisler iilkemizin dort bir yanina dagilmistir. Bolgesel yayginhigi “Enerjinin
Verimliligi” agisindan son derece yararli oldugu diisiiniilebilecek biyodizel yatirimi
yapan firmalarimizin % 65’1 tarimdan gelmis ve bunlarm % 50°si yag sikma

fabrikalaridir. Bu doniisiimiin ana sebebi atil kapasitelerinin degerlendirilerek, siirekli
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istihdam saglayabilmektir. Tarimsal Uretici Birliklerimizde biyodizel konusuna ilgi

duymakta ve girisimde bulunmaktadirlar.

1.7.4. Diinya da Biyodizel

Rudolf Diesel (1858-1913), 1893’te bitkisel yaglara gére tasarladigi motorunun
denemesini gerceklestirmis ve 1900 yilinda Paris Diinya Fuari’nda yakit olarak yer
fistigimin yagimi kullanan motorunu sergilemistir. R. Diesel 1911°de “Bitkisel yaglarm
motor yakiti olarak kullaniminin tarimin gelisiminin ciddi bir katkis1 olacagmi™ ifade
etmis ve 1912°de “Bitkisel yaglarm motorlarda kullanimi giinimtizde Onemsiz
goriinebilir, ancak bitkisel yaglar zamanla petrol ve komiir katrani kadar Onem
kazanacak” demistir. Bitkisel yaglarin dogrudan yakit olarak kullanimindaki zorluklara,
petrol iiriinlerinin kullaniminin yayginlasmasi eklenenince konu giindemden diismiistiir.

Ancak, Biyolojik yaglarin yakit olarak kullanilabilmesi igin biinyesindeki
gliserinin uzaklastirllmas1 alanindaki akademik calismalar yinede devam etmis ve
bugiin “BIYODIZEL” olarak adlandirilan yakit igin ilk patent Belgika’daki Briiksel
Universitesinden G.Chavanne tarafindan 31 Agustos 1937 tarihinde alinmustir.

1994’11 yillarda yasanan petrol krizleri alternatif enerji arayislarini hizlandirmis
ve “BIYODIZEL” tekrar giindeme tasmmistir. Biyodizelin 6n plana ¢ikmasiyla bu
alandaki yatirmmlar hizlanmistir.

Diinyada Biyodizelin Siiratle Yiikselmesinin Sebepleri;

-Fosil yakitlarin tiikeniyor olmasi ve bu nedenle petrol fiyatlarinin giderek yiikselmesi
-Fosil yakitlarin kullanimindan dogan biilytik ¢evre zararlari ve bunlarin telafisi icin
yapilan biiyiik harcamalar

-Ulkelerin enerji kaynaklarmi cesitlendirme ve enerjide disa bagimliliktan kurtulabilme
strateji ve ¢abalari

-Savas ve zorunlu hallerde stratejik yakit olma 6zelligi

-Tarim firiinlerinin sanayiye entegrasyonunu saglayarak iilkelerin tarimsal kalkinmasmi
carpan etkisiyle hizlandirmasi

-Motorlar iizerinde sagladigi avantajlar; setan sayisinin petrol dizeline gore yiiksek
olusu, yaglayicilik 6zelligi nedeniyle motorlara yanma ve kullanim agisindan sagladigi

faydalar
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-Insan saghig1 ve gevreye zararli bitkisel atik yaglar1 geri kazanarak katma deger
yaratmasi

-Tasima ve depolanmasi itibariyla diinya standartlarinda “Tehlikeli Madde™ kapsaminda
yer almamasi, giivenli yakit kabul edilmesi olarak ifade edilmesi

olarak siralanabilir.

AB’de 2003 yilindan bu yana biyoyakitlar ve biyodizel icin pek ¢ok 6zendirici
ve tesvik edici ¢calismalar yapilmaktadir. AB Komisyonu Subat 2006’da Biyoyakitlarla
ilgili 3 ana amaci ifade eden bir stratejiyi hayata gecirmistir. Bu amaglar;

-AB’de ve gelismekte olan iilkelerde biyoyakitlarin daha fazla tesvik edilmesi, pozitif
cevresel etkinin temin edilmesi

-Hammadde maliyetinin rekabet edilebilir bir seviyeye getirilmesi, 2. kusak
biyoyakitlarin AR-GE ¢alismalari ve pazara girmelerinin desteklenmesi

-Biyoyakit hammaddesi ve biyoyakitlarla ilgili gelismekte olan iilkelerdeki firsatlarin
arastirilmasi

seklinde siralanmaktadir.

AB biyodizel stratejisi 7 politika ekseni {izerine oturtulmustur. Bunlar;

1. Biyoyakit iiretim tesvikleri: Biyoyakit Direktifinin 2006 revizyonu, biyoyakitlarla
ilgili vergi tesviki, biyoyakitlar icin ulusal hedeflerin belirlenmesi (zorunluluk),
siirdiiriilebilir tiretimin temini, kamu alimlarinda temiz ve verimli tagitlarin alimmasinm
tesvik edilmesi

2. Cevresel faydalarin yakalanmasi :Biyoyakitlarin CO, emisyon azaltim hesabindaki
yerinin test edilmesi, Benzin ve motorindeki biyoetanol/biyodizel limitlerinin
emisyonlarinin test edilmesi

3. Biyoyakitlarin tiretim ve dagitiminin gelistirilmesi: Biyoyakitlara dayah kirsal
gelisim politikalar1 ve uyumluluk konusunda iiye iilkelerin cesaretlendirilmeleri

4. Hammadde {ireticilerinin yayginlastirilmasi,enerji tarimmin gelistirilmesi

5. Ticaret imkanlarinin artiritlmast

6. Gelismekte olan iilkelerin desteklenmesi: Tutarli bir Biyoyakit Yardim Paketinin
gelistirilmesi. Ulusal biyoyakit platformlarinin ve bolgesel biyoyakit hareket planlarinin

gelistirilmesine yardimci olunmasi
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7. Arastirma Gelistirme ¢alismalarinin desteklenmesi. Cergeve Programi kapsaminda
biyoyakitlarin desteklenmesi, biyoyakit teknoloji platformlarininin bir endiistri dah
olarak gelistirilmesinin cesaretlendirilmesi.

Bu c¢ercevede biyoyakitlar1 ve biyodizel siirekli desteklenmis kapali su
havzalarinda, orman arazilerinde, gida isletmelerinde, maden ocaklarinda, karbondioksit
emisyonlar yiiksek kentlerde toplu tasimacihkta zorunlu kullamimlar getirilmistir. Uye
ilkelerden ilerleme raporlarinda ulusal hedefleri belirlemeleri istenmistir. AB’de
biyoyakitlar enerji giivenligi, tarimsal kalkinma ve kiiresel 1sinmayla miicadele
acisindan biiyilk 6nem tasimaktadir. Enerji politikalarinda vergilendirmede “kirleten
Oder” kriterini kullanmaktadirlar. AB Biyoyakit kullanim hedefleri 2007 yilinda %S5,
2010 yilinda %7,75, 2020 yilinda %20 ve 2030 yilinda ise %30 olarak belirlenmistir.

Almanya AB’de ve diinyada biyoyakitlar ve biyodizel konusunda oncii bir
iilkedir. Almanya’da biyoyakitlar ve biyodizel “ Yenilenebilir Enerji Kaynaklarina
Oncelik Tanima Yasas” kapsami iginde degerlendirilmektedir. 2007°den itibaren
biyoyakitlara kademeli vergi uygulamasina baslamis ancak biyodizelin ¢iftgi yakiti
olarak kullaniminda vergi istisnasi getirerek enerji tarimini desteklemistir. Almanya’nin
milyon tonluk biyodizel {iretimini her gecen yil artirmaktadir. Avrupa Birliginde
biyoyakitlarin dnciisii olan Almanya 01.01.2007°den gecerli olmak iizere Enerji Vergisi
Kanunu ile biyoyakitlara mecburi kota getirmistir. Buna gore motorinde %4,4 (Enerji
Degeri = %5 Hacim), Benzinde %1,2 (2007), %2 (2008), 2,8 (2009), %3,6 (2010) dan
itibaren zorunlu karisim getirilmistir. 01.01.2007°den itibaren biyodizelde % 5 karigim
zorunlu kilmmistir.

Fransa’da yillik iiretim 450000 ton olup, vergiden muaf %35 harmanlamayla
kullanilmaktadir. Peugeot, Citroen, Renault gibi otomobil firmalar1 yani sira TOTAL
gibi petrol sirketlerinin destekledigi projelerle iiretimi artirmaya yonelik calismalar
yapilmaktadir.

Avusturya’da biyodizel alaninda bilingli arastirmalar yapilarak hammadde
organizasyonu saglanmistir. Ulkede yillik 100000 ton olan biyodizel iiretimi program
cercevesinde her yil artirmakta ve Almanya’ya ihracat yapmaktadir.

Italya 100000°den fazla niifuslu yerlesim alanlarinda belediye araglarinda
biyodizel kullanimim tesvik ederek baslattigi projeyi basariyla devam ettirmekte ve

ozellikle biyodizeli konut 1sinmasi amaciyla desteklemektedir.
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Ispanya vergi tesviki yami sira ozellikle aycigedi yagi kullanimmi tesvik igin
biyodizeli AB standardi disina ¢ikarmistir. Tiim itirazlara ragmen iyot sayisini 140
degerinde tutarak kendi standardini uygulamaya devam etmektedir.

Ingiltere bolgesel uygulama yapmakta, iilkenin bazi bolgelerinde biyodizel
kullantmini vergiden muaf tutmaktadir.

Amerika Birlesik Devletleri biyodizeli "Enerji Arzinda Giivenligi Ulusal
Giivenligin Unsuru" olarak géren ve "25x25" sloganiyla 2025 yilinda toplam enerji
tiketiminin % 25’ini yenilebilir enerjilerden karsilamayi1 hedefleyen ve bu y&nde
projeler gelistiren bir iilke olarak biyodizel konusunda kendi milli sistemini kurmustur.
Oncelikle, milli bitkisel yagi olan, soya yagma gore uygulanabilir ASTM-6751
standardint belirlemistir. AB standardina gore daha basit ve piyasada uygulanabilir olan
standartlarinda sadece; biyodizelin yakit 6zelliklerini almistir. Ancak, bu standartlarin
yayginlasmasi, biyodizel iireticilerinin adaptasyonu ig¢in 10 yillik bir geg¢is siireci
koymus olup, halen standart uygulamasi zorunlu degildir. Bunda gerekce; hem
biyodizel iireticisinin piyasa kosullarinda marka yapma gayretini tesvik etmek, hem de
titkketiciyi bilinglendirerek piyasanin kendi oto kontrol sistemini kurmasini saglamaktir.
ABD’de %5 biyodizel harmanlanmis B5 sekli istasyonlarda yaygin olarak satilirken,
ozellikle ciftcilere boyanmak suretiyle verilen ve vergiden muaf tutulan %100 biyodizel
kullanimini tesvik edilmektedir.

Malezya Diinyanin en biiyilk palm yag ihracatcisi oldugu gibi, 6nemli petrol
rezervlerine sahip bir iilkedir. Malezya iilke ¢apinda palm dikimine ciddi tesvikler
getirmis ayrica biyodizel yatirimi ig¢in 73 firmaya yatirim lisans1 vermistir.

Brezilya biyoetanol de %80’lere varan kullanim oraniyla biiyiik bir basariya
imza atmigs aym zamanda biyodizel konusunda ciddi yatirnmlar yapmistir. Biiyiik
ihracatcist oldugu soya ve soya yagi kullanimim biyodizele kaydirmistir. Ayrica palm

agaci dikimini de tesvik ederek planli gelisimini siirdiirmektedir.
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1.8. DENEYSEL DiZAYN

Diinyada ve iilkemizde modern analitik tekniklerin degisik arastirma alanlarinda
kullanimi hizla artmaktadir. Gelisen teknolojiye paralel olarak analitik cihazlardan elde
edilen verilerin degerlendirilmesi ve yorumlanmasi deneysel ¢alismalar1 yapmak kadar
biiyiik 6nem tasimaktadir. Uretilen veriler ¢ok degiskene bagli olarak elde ediliyorsa
uygun veri degerlendirme metotlarinin kullanilmasi zorunlu olmaktadir. Bu metotlar
arasinda 1970’1i yillardan sonra arastirma ve endiistriyel alanlarda kullanilmakta olan
kemometrik yontemler buyiik yer isgal etmektedir. Kemometri; bilgisayar, istatistik ve
matematiksel yontemlerin kimyasal verilere uygulanmasi olarak tamimlanmaktadir. Ne
var ki, tiim bu metotlarin limitleri ve varsayimlari tam olarak anlasilmadan kimyasal
problemlerin  ¢oziimiine yonelik istatistiksel metotlarin  kullanilmast  uygun
olmamaktadir. Kimyasal veriler tek degiskenli olabildigi gibi ¢ogu zaman bir ¢ok
degiskene bagl olabilmektedir. Bu degiskenlerin her birinin analiz baglangicinda esit
oneme sahip oldugu 6nemle dusiiniilen bir noktadir. Cok degiskenli verilerin analizinde
¢cogu zaman kemometrik metotlar kullanilmaktadir (Demir 1997).

Deneysel parametrelerin klasik yontemlerle optimizasyonunda degiskenlerden
biri sabit tutulurken diger degiskenler farkli oranlarda alinarak bu degiskenlerin etkileri
incelenir. Bu islem her bir degisken icin tekrarlanir. Fakat klasik yontemlerde
parametreler arasinda da etkilesim olabilecegi ve eger etkilesim oluyorsa bu iki
parametre arasindaki etkilesimin digerlerini etkileyebilecegi hesaplanamamaktadir. Bu
nedenle bu yontem yeterli olmamaktadir. Kemometrik tekniklerde ise; hangi
parametreler etkilidir, bu parametrelerin etkisi ne kadardir ve bu parametrelerin
etkilesim miktarlari ne 6l¢ilidedir gibi sorulara yanit aranmaktadir. Bu amaca yonelik bir
cok kemometrik optimizasyon teknigi gelistirilmistir. Kemometrik optimizasyon
tekniklerinde optimum kosullarin saglanabilmesi i¢in deneysel dizaynlar olusturulur. Bu
dizaynlar deneysel calismanin planh bir sekilde, zaman kaybi1 olmadan ve yeterli sayida
yapilmasini saglar. Degisik amacglara yonelik cesitli deneysel dizayn y&ntemleri

gelistirilmistir.
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1.8.1. Merkezi kompozit Dizayn

Merkezi kompozit dizaynlar fraksiyonel faktoriyel dizayn, ful faktoriyel dizayn,
star dizayn ve merkezi tekrar dizayn bilesiminden olusmaktadir. Faktoriyel dizaynlar
her bir faktoriin etkilerini genel olarak inceleyen yontemlerdir. Her bir faktoriin
optimum kosullarmin bulunmas1 merkezi kompozit dizayn yontemi ile yapilir.

(Brereton, 1990). Yapilacak deney sayisi 1.8.1.1.”deki formiile gére belirlenir.

Deney sayisi=2" + 2k +1 (k: faktor sayis1) 1.8.1.1.
Formiildeki 2* full faktoriyel veya fraksiyonlu faktoriyel dizayndaki deney sayilarini, 2k
star dizayn deney sayisini ve 1 ise orta seviyedeki deney sayisini gosterir. 2° daki
seviyeler (-1) ve (+1), 2k’dakiler o, 1°deki ise (0) dir. o degeri dairesel ve ortagonal
dizayna gore farkli seviyeler alir. Sekil 1.8.1.1.°de deneysel dizayn noktalari

gosterilmistir.

Dairesel dizaynda o 1.8.1.2.”deki formiile gore hesaplanir.

o =F42" 1.8.1.2.

Ortagonal dizaynda ise o 1.8.1.3.’deki formiile gore hesaplanir.

a=Fk 1.8.1.3.

Py

o

E—
Fraksiyonel Ful Merkezi
Falctiriyel Falkitoriyel Star Tekrar Kompozit

Sekil 1.8.1.1. Merkezi kompozit dizayn noktalar1 (Her eksen bir faktore karsilik
gelmektedir)
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Yukarida belirtilen noktalar ile olusturulan merkezi kompozit dizayn modeli Sekil

1.8.1.2.°de gosterilmistir.

Frahsiyonel fakitriyel
| | 1
| —1 —1
-1 -1 1
-1 1 —1
Ful fakibriyel
| | 1
1 1 —1
1 -1 1
i _i _i Merkezi kompozit dizayn
S T
- - 1 I - I
- - - I I -
-1 | |
Star 1 1 -1
0 0 —1 -1 -1 1
0 0 | -1 -1 -1
0 | 0 0 0 -1
0 —1 0 0 0 1
| 0 0 0 1 0
-1 0 0 0 1 0
0 0 0 1 0 0
-1 0 0
Tekrar deneyleri 0 0 0
0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0

Sekil 1.8.1.2. Merkezi kompozit dizayn semasi

Yapilan deneydeki parametrelerin etkisini belirlemek amaciyla asagida verilen dogrusal
denklemdeki b katsayilar1 hesaplanir.

y:b X 1.8.1.4.
Bu denklemden b katsayisi;

b=(X"X)"'X’y 1.8.1.5.
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formiiliinden hesaplanir. b katsayilar1 dogru denkleminde yerine konuldugunda

asagidaki model denklemi elde edilir.

y=by+bx, +byx, +bx; +b,x, X, +b3x,X; +byyx, x5 + by X, X, X, 1.8.1.6.

Elde edilen model denkleminin kismi tiirevi alinarak deneyin optimum kosular

belirlenir.

1.8.2. Karisim Dizayn

Karisim dizayn metodu uygulamalarinda bir karisim s6z konusudur. Bu karigim
ikili, tiglii yada daha ¢ok olabilir. Bahsedilen bu karigimlar daha ¢ok ilag sanayii, tekstil
endiistrisi ve sivi kromatografi tekniklerinde sikg¢a kullanilmaktadir. Burada dikkat
edilmesi gereken nokta kullanilan bu karisimlarin oranlarmin hangi miktarlarda
olacagidir. Bu oranlarin bulunmasinda karisim dizayn metodu kullanihr. Karigim
dizayinda bilesenlerin toplami belli bir rakama normalize olmak zorundadir. Yani N
bilesen toplami 100% yada 1 olmalidir (Brereton, 1990). Sekil 1.8.2.1.°de ii¢ bilesenli

karigim dizayn semasi goriilmektedir.

w5100 Falotor 2
B
0% 100% C A
Faldor 1 %100 Falctor 3 %100 Falaor 1

Sekil 1.8.2.1. Ug bilesenli karisim dizayn semasi goriilmektedir.

Karisim dizayni1 Simplex Centroid ve Simplex Lattice (Orgii) dizayn olmak iizere ikiye

ayrilir.
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1.8.2.1. Simplex Centroid Dizayn
Her bir bilesen bir faktor olarak alinir. Faktor sayisi k olmak tizere (2k—1) adet
deney yapilir. Ornegin ti¢ farkli bilesen igeren karisim icin faktdr sayist k = 3’tiir.

Boylece yapilmasi gereken deney sayisi (2°-1= 7) olmalidir.

Ug bilesenli karisima ait simplex centroid karisim dizaym asagidaki gibi uygulanabilir.

Model semasi Sekil 1.8.2.1.1.°de gosterilmistir.
Faktor sayisi (k) =3
Deney sayis1 = 2%1=7

Faktorler = 1, 2, 1/3, 0

Bilegen 1

Bilegen 2 Bilegen 3

Sekil 1.8.2.1.1. Ug bilesenli simplex centroid dizayn semasi
Ucg bilesenli karisima ait olusturulan model denklemi asagidaki gibi olusturulur.
y=Cop + C1X1 + C2Xp + C3X3 + 011X12 + 022X22 + C33X32 + C12X1X2 + C13X1X3 + Cz3X2X31.8.2.1.1.

Elde edilen {i¢ bilesenli simplex centroid dizayn1 Sekil 1.8.2.1.2.°deki gibi olusturulur.
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Deneyler Bilegen 1 Bilegen 2 Bilegen 3

1 1 0 0

j} Tekhilezen 0 | 0

3 0 0 l

4 142 172 0

5} 151 142 0 12

6 0 172 172

7 ek 1/3 173 173
Sekil 1.8.2.1.2. Ug bilesenli simplex centroid dizayni

1.8.2.2. Simplex Lattice (Orgii) Dizayn

Bu dizayn yonteminde k faktor sayisini, m kombinasyon sayisini belirtmek iizere

deney sayis1 N asagidaki gibi hesaplanir.

C(k+m—1)!
~ (k=D!m!

1.8.2.2.1.

Uc bilesenli karisim igin faktor sayist k = 3, m = 3 icin, 10 adet deney yapilmasi
gerekir.

—1)
_G43-D1_

= 1.8.2.2.2.
(3-1)!3!

Bilesen 1, bilesen 2 ve bilesen 3’ten olusan karisim igin Simplex Lattice (Orgii) Dizayni

asagidaki gibi uygulanabilir.
Faktor sayist (k) =3,
Kombinasyon sayisi (m) =3,
Faktorler = 1, 1/3, 2/3, (3/3=1), 0

-1)!
Deney sayist = N :M:IO
B-n'3
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10 deney igin olusturulan model semas1 Sekil 1.8.2.2.1.’de gosterilmistir.

Bilegen 2 Bilegen 3

Sekil 1.8.2.2.1. Ug bilesenli simplex lattice (6rgii) dizayn semasi

Elde edilen {i¢ bilesenli simplex centroid dizayn1 Sekil 1.8.2.2.2.°deki gibi olusturulur.

Deneyler Bilesen 1 Bilegen 1 Bilegen 3
| l 0 0

2 Tekhilegen 0 | 0

3 0 0 |

4 213 1/3 0

5 173 213 0

6l . 213 0 1/3

7 Delt 1/3 0 21

b 0 213 173

9 0 1/3 213
10 } ki 1/3 1/3 [/3

Sekil 1.8.2.2.2. Ug bilesenli simplex lattice (6rgii) dizayni

Karigim dizaynda olusturulan deneysel dizayn tablosu miimkiin oldugu kadar kare
matrikse doniistiiriilmesi uygundur. Bdylece bilesenlerin birbirleri arasindaki

etkilesimler de hesaplanmis olur.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Calismada Kullanilan Maddeler

2.1.1.1. Kimyasallar

Calismada kullanilan enzimler ve 6zellikleri Cizelge 2.1.1.1.1."de gosterilmistir.

Cizelge 2.1.1.1.1. Calismada kullanilan enzimler ve 6zellikleri

Enzim Enzim simifi | Katalog no Aktivite Uretildigi organizma
Lipozyme TL 100L Lipaz LAP40012 | 100000 IU/g Aspergillus oryzae
Novozyme 388 Lipaz LUNO00250 | 20000 IU/g Aspergillus oryzae
Novozym 435 Lipaz LC200207 3000 IU/g Candida Antarctica
Lipozyme TL-IM Lipaz LA350012 1000 IU/g Thermomyces lanuginosus
Lipozyme RM-IM Lipaz LUX00205 | 4000 IU/g Rhizomucor miehei

Calismada kullanilan yag asidi metil esteri karisimi standartlar1 Cizelge 2.1.1.1.2.°de

kimyasal maddeler ise Cizelge 2.1.1.1.3.’de verilmistir.




102

Cizelge 2.1.1.1.2. Calismada kullanilan yag asidi metil esteri karigim1 standartlari

Yag asidi metil esteri

Agirhik¢a %

Uretici firma

Katalog (lot) no

Miristoleik asit metil esteri (Cy4.1) 1.966 Supelco LB06978
Palmitoleik asit metil esteri (Cyg.1) 6.406 Supelco LB16170
Eriisik asit metil esteri (Cyy.1 no) 1.903 Supelco LA59119
Metil oktanoat (Cyg.q) 1.898 Supelco LB10691
Metil dekanoat (C.) 3.201 Supelco LB09544
Metil laurat (C;5.) 6.381 Supelco LA39880
Metil tridecanoat (C3.0) 3.195 Supelco LB16654
Metil miristat (C;4.0) 3.268 Supelco LB20367
Metil pentadekanoat (C;s.g) 1.893 Supelco LB19252
Metil palmitat (Cg.) 12.972 Supelco LB22304
Metil heptadekanoat (C,7.9) 3.205 Supelco LB18901
Metil stearat (Cg.) 6.491 Supelco LB20333
Metil behenat (C,s.) 1.900 Supelco LB09123
Cis-9-oleik metil ester (Cg.n0¢) 19.534 Supelco LB10389
Metil lineloat (C;s.) 12.991 Supelco LB16171
Metil arasidat (Ca.) 1.901 Supelco LA86718
Trans-9-elaidik metil ester (Cig.1n9¢) 2.599 Supelco LA60932
Metil linoleat (Cs.3) 6.383 Supelco LB17201
Metil eikosenoat (Cy.;) 1.914 Supelco LB19001




103

Cizelge 2.1.1.1.3. Calismada kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal ad1 Uretici firma Katalog no
Stiren ACROS 22053
Divinil Benzen MERCK 803598
Potasyum Persiilfat FLUKA 60487
4- Aminoantipirin MERCK 107293
Glutaraldehit %25 MERCK 820603
Potasyum Dihidrojen Fosfat MERCK 104873
Dipotasyum Hidrojen Fosfat MERCK 105104
Coomassie Brillant Blue G 250 MERCK 115444
Bovine Serum Albumine SIGMA A7906
Span 80 FLUKA 85548
Gum Arabic SIGMA G9752
Triton X-100 SIGMA T9284
4-Nitrofenol SIGMA 1048
4- Nitrofenilpalmitat FLUKA 76166
Metanol MERCK 106007
Etanol SIGMA-ALDRICH 32221
1-propanol MERCK 100996
1-butanol MERCK 101990
2-propanol MERCK 109634
t-Butanol MERCK 822264
Ham kanola yagi AYT -
Celite 545 FLUKA 22140
Silika jel MERCK 8634
1,2,3 tricaprolgliserin FLUKA 91022
Metil heptadekanoat (%99) FLUKA 51635
Kalsiyum asetat MERCK 102052
1,2,4-butantriol FLUKA 19045
1,4 Butandiol (%99) FLUKA 18960
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Cizelge 2.1.1.1.3. (Devam) Calismada kullanilan kimyasal maddeler
Kimyasal adi Uretici firma Katalog no
Wijs reagenti FLUKA 35071
Heptan SIGMA-ALDRICH 15677
Hekzan MERCK 104368
N-methyl-N-trimethylsilitriflorasetamid (MSTFA) MERCK 841102
Sodyum Hidroksit SIGMA-ALDRICH 41320
K5 TLC plak WHATMAN 4850-820
Dietileter MERCK 822270
Asetik asit (%98) MERCK 100056
o-naftol SIGMA N-1000
H,SO, MERCK 100753
H;PO, (%85) MERCK 100557
HCI MERCK 100314
HNO; MERCK 100443
Metil oleat FLUKA 75163
Gliserin (%99) SIGMA G-9012

2.1.1.2. Cozeltiler

a) IM 100 mL Na,HPO4.12H,0 c¢ozeltisi: 35,814 g Na,HPO4.12H,O tartildi ve saf su
ile 100 ml’ ye seyreltildi.

b) IM 100 mL NaH,P0O4.2H,0 c¢ozeltisi: 15,601 g NaH,PO4.2H,O0 tartild1 ve saf su ile
100 ml’ ye seyreltildi.

¢) 0,1 M fosfat tamponu (pH: 7): 5,77 mL 1M 100 mL Na,HPO,4.12H,0 c¢ozeltisi ile
4,23 mL 1M 100 mL NaH,PO4.2H,0 ¢o6zeltisi karistirildi ve ¢ozelti saf su ile 100 mL’
ye seyreltildi.

d) 0,1 M 100 mL KOH ¢ozeltisi: 0,561 g KOH tartildi ve etil alkol ile 100 ml’ ye
seyreltildi.

e) 10 mg/mL metil heptadekanoat ¢ozeltisi: 500 mg metil heptadekanoat tartildi heptan
ile 50 mL’ ye seyreltildi.

f) 1M 100 mL Ca(Ac), (pH: 6) tampon ¢ozeltisi: 15,8 g Ca(Ac), tartild1 ve saf su ile
100 mI’ ye seyreltildi. Asetik asit ile pH degeri 6 yapildi.
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g) %10’ luk enzim ¢ozeltisi: 3 ml enzim balonjojeye alindi. 27 ml Ca(Ac), pH: 6
tampon ¢ozeltisi ile 30 mL’ye seyreltildi.

h) Poliglutaraldehit ¢6zeltisi: 10 mL % 25°lik glutaraldehit alindi. Saf su ile 50 mL’ye
tamamlandi. pH’s1 3 M NaOH ile 10,5’a ayarlandi ve 30dk karistirildi.

1) 25 mM 50 mL paranitrofenilpalmitat (pNPP) ¢ozeltisi: 0,4719 g pNPP tartildi ve 2-
propanol ile 50 mL’ye seyreltildi.

i) 2M 10 mL 4-aminoantipirin: 4,065 g 4-aminoantipirin tartildi ve metanol ile 10

mL’ye seyreltildi.

2.1.2. Calismada Kullanilan Aletler

Calismada kullanilan ara¢ ve geregler Cizelge 2.1.2.1°de g6sterilmistir.

Cizelge 2.1.2.1. Calismada kullanilan arag ve geregler

Arac-Gereg Marka Model
GC-MS Shimadzu QP5000
uv Shimadzu UVv-2100
Elektron mikroskobu Carl Zeiss EVO 40
Fourier transform infrared spektrometresi (FTIR) Thermo Nicolet 6700
pH-metre Sartorius PP-15
Manyetik karistiric Chiltern HS-31
Isitict Chiltern HS-31
Peristaltik pompa Watson-Marlow 3235/D
Hassas terazi Gec Avery VA304
Mikrosiringa (5 pL) Hamilton 7105
Otomatik pipet (1000 uL) Eppendorf 100-1000
Otomatik pipet (200 uL) Eppendorf 500-5000
Polipropilen saklama kabi PE-LD 303-100
Santrifij Niive NF-615
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2.1.3. Deney Diizenegi

Enzimatik yontemle biyodizel {iretiminde kullanilan deney diizenegi semasi ve
deney diizenegi resmi sirasiyla Sekil 2.1.3.1. ve Sekil 2.1.3.2.°de gosterilmistir. Deney
diizeneginde 10 cm uzunlugunda 2,3 cm i¢ cap, 2.8 cm dis cap ve 6 cm kapak capi
Olclilerine sahip celik reaktdr kullanilmistir. Reaktodriin hacmi 41,5 mL dir. Deney
diizeneginde 250 mlL kapasiteli bir besleme tanki ve gliserol toplama tanki
kullanilmigtir. Sivi sirkiilasyonu bir peristaltik pompa yardimiyla 5 mL/dk akis hiziyla

saglanmigtir.

Peristaltik Pompa

Reaktir

Gliserol
toplama tanlka

Besleme Tanka . -
| ® o n |
*

Isitica

Isitica

Sekil 2.1.3.1. Biyodizel iiretiminde kullanilan deney diizenegi semasi
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Gliserol
toplama tanka

2 Besleme ~

S E Lot

Sekil 2.1.3.2. Biyodizel iiretiminde kullanilan deney diizenegi resmi

2.2. Yontem

2.2.1. Polimer Destek Maddesinin Hazirlanmasi

Deneysel c¢aligmada polimer destek maddesi olarak Stiren-divinilbenzen-
poliglutaraldehit polimeri kullanilmistir. Polimer destek maddesi %90 su faz1 ve %10
organik faz olmak iizere iki fazdan olugsmaktadir. Toplam 50 mL’lik hacmin 45 mL’sini
su fazi, 5 mL’sini de organik faz olusturmaktadir. Yilksek poroziteye sahip polimer
sentezi iki basamakta gerceklestirilmistir. Birinci basamak poliglutaraldehit sentezidir.

Bu amagla dis hacmi 50 mL olan polimer blogunun dretimi igin %25°lik
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glutaraldehitten 5 mL alinarak 50 mL’ye seyreltilerek ortama 5 mL, 0.1 M NaOH ilave
edilmis ve 30 dak. 600 rpm’de manyetik karistiricida karistirilarak Aldol kondenzasyon
polimerizasyonu saglanmistir. Tkinci basamakta aldol kondenzasyon polimerizasyonu
ile elde edilen poliglutaraldehit ¢6zeltisinden 45 mL alinarak ¢ozelti i¢ine radikalik
polimerizasyon reaksiyonunu baslatmak igin baslatici potasyum peroksidosiilfattan 0.7
g konularak ¢oziilmiistiir. Bu c¢ozelti % 59 stiren, % 26 divinilbenzen ve %15
span 80°den olusan 5 mL’lik emiilsiyon fazina ilave edilmis ve siddetli bir sekilde elle
calkalanmigtir. Polimerizasyon semasi Sekil 2.2.1.1.°de g6sterilmistir. Polimerizasyon
reaksiyonu 80° C’lik etiivde gergeklestirilmis ve bu sicaklikta 3 saat etiivde
kurutulduktan sonra polimer blok tiipten ¢ikartilarak 60-65 ° C’de 1 giin siire ile
kurutulmustur. Sekil 2.2.1.2.°de stiren-divinilbenzen-poliglutaraldehit (STR-DVB-

PGA) polimer destek maddesinin polimerizasyon reaksiyonu gosterilmistir.

Polimer
I I
Sulu Faz Organik Faz
(% 90) (% 10)
PGA Divinil Benzen Stiren Span 80
(% 5) (% 26) (% 59) (% 15)

Sekil 2.2.1.1. Stiren-divinilbenzen-poliglutaraldehit (STR-DVB-PGA) polimerizasyon

semast
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CHO  CHO

CH==CH, CH=CH, CHO CHO c'-qz—CH—c,t-{2
370 vt —

CH=cr,
Stiren (STR)  Divinilbenzen (DVB)  Poliglutaraldehit (PGA) Stiren-Diviniloenzen-Poliglutaraldehit (STR-DVB-PGA) kopolimeri

Sekil 2.2.1.2. Stiren-divinilbenzen-poliglutaraldehit (STR-DVB-PGA) polimer destek

maddesinin polimerizasyon reaksiyonu

Sekil 2.2.1.3.’de Stiren-divinilbenzen-poliglutaraldehit (STR-DVB-PGA) polimer

destek maddesinin resmi goriilmektedir.

Sekil 2.2.1.3. Stiren-divinilbenzen-poliglutaraldehit (STR-DVB-PGA) polimer destek

maddesinin resmi
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2.2.2. Polimer Destek Maddesinin Modifikasyonu

Gozenekli stiren-divinilbenzen-poliglutaraldehit (STR-DVB-PGA) polimer
destek maddesi uygun boyutlara getirilerek Sekil 2.1.3.2.°de goriilen reaktore
yerlestirilmistir. Daha sonra taze hazirlanmis poliglutaraldehit ¢ozeltisi  Sekil
2.1.3.2.’deki deney diizenegi kullanilarak 5 mL/dak debide 24 saat sirkiile edilmistir. Bu
siire sonunda STR-DVB-PGA o6nce 300 mL saf su ile daha sonra da 200 mL 25 mM,
pH 6 Ca(Ac), tampon ¢ozeltisi ile yitkanmis ve boylece poliglutaraldehit polimer destek

yiizeyine tutturulmustur.

2.2.3. Destek Maddesine Lipaz Enzimi Immobilizasyonu

Lipozyme TL-100L ve Novozym 388 enzimleri stiren-divinilbenzen-
poliglutaraldehit (STR-DVB-PGA), Celite 545 ve Silikajel destek maddelerine
adsorpsiyon ve kovalent baglama olmak iizere iki farkli immobilizasyon yontemiyle
tutturulmustur. Lipaz enzimlerinin adsorpsiyon ve kovalent baglama metotlariyla destek

maddelerine immobilizasyon semas1 Sekil 2.2.3.1.°de g6sterilmistir.
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(@)

Destek
Maddesi
{b)

Destek
Maddesi

CHO CHO OHE

oHG /\/ML/\CHD

Poliglutaraldehit (PGA)
24 saat (25°C)

Destek
Maddesi

Lipaz adsorpsivonu( @& ) Destels

Maddesi

24 saat (25°C)

Lipaz Tlavesi
24 saat (25°C)

OHC

Maddesi

Sekil 2.2.3.1. Lipaz enzimlerinin adsorpsiyon ve kovalent baglama metotlariyla destek

maddelerine immobilizasyon semasi. (a) Kovalent immobilizasyon metodu (b) Fiziksel

adsorpsiyon ile immobilizasyon metodu

2.2.3.1. Enzimlerin Destek Maddesine Adsorpsiyon ile Immobilizasyonu

4’er gram destek maddeleri (STR-DVB, Celite 545 ve Silikajel) tartilarak

reaktdre yerlestirilmis ve 500 mL saf su ile yikanmistir. Daha sonra 3’er mL Lipozyme

TL-100L ve Novozym 388 enzimleri alinarak 27 mL 25 mM pH 6 Ca(Ac), tampon

cozeltisine ilave edilerek %10’luk enzim c¢ozeltileri hazirlanmis ve 24 saat boyunca

Sekil 2.1.3.2.°de goriilen deney diizenegi kullamlarak 5 mL/dak debide reaktrden

gecirilerek destek maddelerine adsorpsiyon yontemiyle immobilize edilmistir. Sekil
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2.2.3.1.1.’de enzimlerin polimer destek maddesine adsorpsiyon ile immobilizasyon
semas1 goriilmektedir. Baglanmayan enzimler destek maddelerinin 6nce 300 mL saf su
sonra 200 mL 25 mM, pH 6 Ca(Ac), tampon c¢dzeltisi ile yikanmasiyla

uzaklastirilmistir.

SRRt I

—CH—CH, CH—CH,—

Stiren (STR) Divinilloenzen (DVB) Stiren-Divinilbenzen (STR-DVB) kopolimeri

O—NH2

Lipaz

Ty

—CH—CH, CH— CH,—

STR-DVB kopolimerine immobilize olmus enzim

Sekil 2.2.3.1.1. Enzimlerin polimer destek maddesine adsorpsiyon ile immobilizasyon

semast

2.2.3.2. Enzimlerin Destek Maddesine Kovalent Baglama ile immobilizasyonu

4’er gram destek maddeleri (STR-DVB-PGA, Celite 545 ve Silikajel) tartilarak
reaktore yerlestirilmis ve 500 mL saf su ile yikanmistir. Sonra taze hazirlanmis
poliglutaraldehit ¢ozeltisi Sekil 2.1.3.2.°deki deney diizenegi kullanilarak 5 mL/dak
debide 24 saat sirkiile edilmis ve 500 mL saf su ile yikanmistir. Daha sonra 3’er mL

Lipozyme TL-100L ve Novozym 388 enzimleri alinarak 27 mL 25 mM pH 6 Ca(Ac),
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tampon c¢ozeltisine ilave edilerek %10°luk enzim ¢&zeltileri hazirlanmis ve 24 saat
boyunca Sekil 2.1.3.2.°de goriilen deney diizenegi kullanilarak 5 ml/dak debide
reaktorden gecirilerek destek maddelerine kovalent baglama yontemiyle immobilize
edilmistir. Sekil 2.2.3.2.1.’de enzimlerin polimer destek maddesine kovalent baglama
ile immobilizasyon semasi goriilmektedir. Baglanmayan enzimler destek maddelerinin
once 300 mL saf su sonra 200 mL 25 mM, pH 6 Ca(Ac), tampon c¢ozeltisi ile

yikanmastyla uzaklastirilmistir.

CHo CHO
oHC n CcHo
CH=—CH, OH—cH, G0 gHo — C—CH,—— CH—CH,— CH—
5", 5 el 2.0 9
CH==CH, CH—CH, CH
Stiren (STR) Divinilbenzen (DVB)  Poliglutaraldehit (PGA) Stiren-Divinilbenzen-Poliglutaraldehit (STR-DVB-PGA) kopolimeri
O—NH,
Lipaz
!
: ‘H cHo
oHC n cHO
— CS CH,— CH CHZ(S
CH—CH,————CH

STY-DVB-PGA kopolimerine immobilize olmus lipaz

Sekil 2.2.3.2.1. Enzimlerin polimer destek maddesine kovalent baglama ile

immobilizasyon semasi

2.2.4. Kantitatif Protein Tayini

Lipozyme TL-100L ve Novozym 388 lipaz enzimlerinin destek maddelerine
immobilizasyonunda destege tutturulan protein miktari Bradford Metodu ile tayin
edilmistir (Bradford, 1976). Bu metotta Coomassie Brilliant Blue boyasi kullanilmakta
ve kullanilan bu boya ortamdaki proteinlerle kompleks olusturarak ortamdaki proteinin

yogunluguna gore ac¢ik veya koyu mavi renk vermektedir.
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2.2.4.1. Bradford Boyasinin Hazirlanmasi

100 mg Coomassie Brilliant Blue (CBB) boyasi, 50 mL metanol igerisinde
coziilerek iizerine 100 mL %85°lik fosforik asit (H3PO,) ilave edilmis ve saf su ile 200
mlL’ye seyreltilmistir. Elde edilen ¢6zelti kullanilincaya kadar koyu renkli bir sise

icerisinde buzdolabinda (+4 °C) saklanmistir.

2.2.4.2. Bradford Kalibrasyon Grafiginin Hazirlanmasi

Protein kalibrasyonunda standart protein olarak Bovin Serum Albumin (BSA)
kullanilmistir. Standart proteinden konsantrasyonlar1 200, 400, 600, 800, 1000 ve 1200
ug/mL olacak sekilde farkli derisimde 6 ¢&zelti hazirlanmistir. Farkli derisimlerde
(200-1200 pg/mL) hazirlanan BSA standartlarindan deney ttiplerine 1.5 mL alinmig ve
tizerlerine 1.5 mL Bradford boyasi ilave edilmistir. Ayr1 bir deney tiipiine 3 mL saf su
ve 3 mL boya eklenerek karistirilmistir. UV-spektrofotometrenin dalga boyu 594 nm
olacak sekilde ayarlanmig ve saf su igeren karisima gore sifirlanmistir. Her bir 6rnegin
594 nm dalga boyunda absorbanslar1 okunarak protein konsantrasyonlarina (ug/mL)
kars1 okunan absorbans (594 nm) degerleri grafige gecirilmistir. Elde edilen kalibrasyon

grafigi Sekil 2.2.4.2.1.°de verilmistir.

Bradford Kalibrasyon Grafigi

07 | y = 0,0007x - 0,0599
R? = 0,9924
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Sekil 2.2.4.2.1. Bradford kalibrasyon grafigi
2.2.4.3. Standart Tayin Prosediirii

Belirli oranlarda bradford boyasi, saf su ve 4-aminoantipirin igeren analiz
reagentinden 5 mL ahnarak 100 pL. 6rnek ile karistirlmis ve 5 dk. Bekletilerek 595
nm’de UV absorbansi okunmustur. Farkli derisimlerde Bovin Serum Albumin (BSA)
standart poteini kullanilarak hazirlanmis Sekil 2.2.4.2.1.°deki Bradford kalibrasyon

grafigi kullanilarak 6rnekteki protein miktari hesaplanmistir.

2.2.5. Enzim Aktivite Tayini

Calismamizda enzim aktivitesi spetrofotometrik metotla belirlenmistir (Winkler
ve Stuckman, 2003). Metot enzim molekiillerinin birim zamanda pNPP’1 (para-
nitrofenil palmitat) pNP’e (para-nitrofenol) doniistiirme miktarinin 6Slciilmesine
dayanmaktadir. 1 birim enzim; reaksiyon kosullarinda, pNPP’dan (para-nitrofenil
palmitat) bir dakikada, 1 pmol pNP (para-nitrofenol) olusturan enzim miktar1 olarak
tanimlanmistir.

Enzim aktivitesinin belirlenmesi amaciyla 6ncelikle 0,2 mM; 0,4 mM; 0,6 mM;
0,8 mM ve 1,0 mM pNP (para-nitro fenol) ¢ozeltileri hazirlanarak UV
spektrofotometresinde 410 nm’de absorbanslar Olciilerek Sekil 2.2.5.1.’de gosterilen
kalibrasyon grafigi hazirlanmistir. Daha sonra 0,5 g yas 6rnek tartilarak 9 hacim 25 mM
Ca(Ac), pH 6 tamponu ile 1 hacim 10 mM pNPP, % 0,8 triton X100 ve % 0,2 gum
arabic’den olusan 15 mL’lik ¢6zelti karisimma ilave edilmistir. Manyetik balikla 125
rpm hizla kanstirilarak 60°C’ de 5 dk. bekletilen 6rnek oda sicakligima sogutularak
beyaz bant siizge¢ kagidi ile siiziilmiis ve berrak sivi UV spektrofotometresiyle 410
nm’de absorbansi dl¢iilerek lipaz aktivitesi, spesifik aktivite ve immobilizasyon verimi

sirastyla esitlik 2.2.5.1., 2.2.5.2. ve 2.2.5.3”¢ gore hesaplanmistir.

Immobilizelipaz aktivitesi
Destek miktar

Lipaz aktivitesi (umol pNP/g-destek.dk.) = 2.2.5.1.




116

Immobilize lipaz aktivitesi

Spesifik aktivite (umol pNP/mg-protein.dk) = —— 2.2.5.2.
Tutuklanan protein miktar
- - .. Tutuklanan protein miktar
Immobilizasyon verimi (%) = P — 2.2.5.3.
Toplam protein miktar
Enzim Aktivite Kalibrasyon Grafigi
1,6
1,4
1o y = 1,3915x + 0,0221
’ R®=0,9995
o 1
3
5 081
(7]
< 061
04
02
0 : ‘ ‘ : :
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pNP

Sekil 2.2.5.1. Enzim aktivite kalibrasyon grafigi

2.2.6. Biyodizel Uretimi

Biyodizel sentezi siirekli sistem ve kesikli sistem deney diizenegi olmak iizere
iki farkli sekilde ham kanola yagi ve metanoliin enzim beraberinde uygun kosullardaki

reaksiyonuyla gergeklestirilmistir.
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2.2.6.1. Siirekli Sistem Deney Diizenegi Kullanilarak Biyodizel Uretimi

Biyodizel sentezi i¢in Sekil 2.1.3.2.°de gosterilen siirekli sistem deney diizenegi
kullanilmistir. Yontemde besleme tankina 100 mL ham kanola yagi ile 27 mL metanol
ilave edilerek sikica kapatilmis 5 mL/dk. debide reaktérden peristaltik pompa
yardimiyla sirkiile edilmistir. Metanol besleme tankina 3’er saat ara ile ii¢ asamada ilave
edilerek metanoliin enzimi inhibe etme olasiligi 6nlenmistir. Reaksiyonlar daha 6nceden
kemometrik optimizasyon ¢alismalarinda her enzim igin ayr1 ayri belirlenen optimum
deneysel kosullarda “reaksiyon siiresi:4-6 saat, sicaklik:34°C-55°C, enzim miktari:4,5-

21 (% yag agirhigi) ve alkol/yag molar orani:2/1- 4/1” gergeklestirilmistir.

2.2.6.2. Kesikli Sistem Deney Diizenegi Kullanilarak Biyodizel Uretimi

Biyodizel sentezi igin 250 mL’lik beherler kullanilmistir. Yontem behere 100
mL ham kanola yagi, yag agirliginin % 4,5 ile % 21°i arasinda degisen oranlarda
immobilize enzim ve 27 mL metanol eklenerek uygulanmistir. Metanol karisima 3’er
saat ara ile li¢ asamada ilave edilmistir. Karisim manyetik balik ile 200 rpm hizla siirekli
karistirilmistir. Reaksiyonlar daha 6nceden kemometrik optimizasyon calismalarinda
her enzim i¢in ayr1 ayr1 belirlenen optimum deneysel kosullarda “reaksiyon stiresi:4-6
saat, sicaklik:34°C-55°C, enzim miktari:4,5- 21 (% yag agirhgi) ve alkol/yag molar
orani:2/1- 4/1” gergeklestirilmistir.

2.2.7. Standart Yag Asidi Metil Esteri Grafiklerinin Cikartilmasi

Yapilan calismada standart yag asidi metil esterleri karigrmi 500 ppm derisimde
GC-MS’ e Cizelge 2.2.7.1.”de verilen sicaklik programi ile enjekte edilerek 14 adet yag
asidi metil esteri piki gozlenmistir. Elde edilen yag asidi metil esterleri pikleri Sekil

2.2.7.1.°de gosterilmistir.
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Cizelge 2.2.7.1. GC-MS sicaklik programi
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Sekil 2.2.7.1. Standart yag asidi metil esterleri pikleri.

Pikler; (1.) miristoleik asit metil ester (Ci4.1); (2.) miristik asit metil ester (Ci4.0); (3.)
pentadekanoik asit metil ester (Cis.); (4.) palmitoleik asit metil ester (Cis:1); (5.)
palmitik asit metil ester (Cie.0); (6.) heptadekanoik asit metil ester (Ci7.); (7.) linoleik
asit metil ester (Cig.2) (8.) oleik asit metil ester (Cig.1). (9.) elaidik asit metil ester (Cig.1);
(10.) stearik asit metil ester (Cig); (11.) eikosenoik asit metil ester (Cpo.1); (12.)
arasidik asit metil ester (Cyo.0); (13.) erusik asit metil ester (Csa.1); (14.) behenik asit

metil ester (Cpy.).

2.2.8. ince Tabaka Kromatografisi fle Biyodizel Tayini

Sentezlenen biyodizel ornekleri ve standart biyodizelden Hamilton enjektor
yardimiyla 1 pL alinmis Whatman K5 TLC plakala tizerine damlatilarak kurutulmustur.
Daha sonra sentezlenen biyodizel oOrnekleri ve standart biyodizel 90/15/4 (v/v)

hekzan/dietileter/asetik asit ¢ozelti sistemi kullanilarak plaka {izerinde yiiriitiilmiistiir.
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Yiiriitme islemi sonunda plaka iizerindeki noktalar % 95 etil alkol - % 5 H,SO, ve %

0,5 a-naftol karisimina daldirilip 150 °C°de 10 dk 1sitilarak goriiniir hale getirilmistir.

Son olarak elde edilen noktalar standart biyodizel 6rnegi ile karsilastiritlmistir.

2.2.9. Gaz Kromatografisi Kiitle Spektrometresi ile Biyodizel Tayini

Biyodizel 6rnekleri sentezlendikten sonra 1.8 ml kapakli siselerde +4°C’de
buzdolabinda saklanarak GC-MS ile analiz edilmistir. Calismada GC-MS QP5000
model gaz kromatografisi kiitle spektrometre cihazi kullanilmistir. DB-1 model kolonun
uzunlugu 30 m, cap1 0.25 mm ve film kalinhg: 0.25 um’ dir. Analiz sirasindaki calisma

sartlart ve sicaklik programi Cizelge 2.2.9.1. ve 2.2.9.2.”de gosterilmistir.

Cizelge 2.2.9.1. QP5000 model GC-MS cihazi ¢caligma sartlari

PARAMETRELER
Enjeksiyon sicakligt 250°C
Ara ylizey sicakligt 280°C
Kontrol modu Splitless
Kolon ig¢ basinct 100 kPa
Kolon akig hiz1 1.6 mL/min.
Dogrusal hiz 46.4 cm/sec.
Split orani 0
Toplam akis 52.6 mL/min.
Tastyict akig 52.6 mL/min.
Tarama Modu Scan
Coziicii kesim zamant 2 min.
GC Program siiresi 50 min.

Cizelge 2.2.9.2. QP5000 model GC-MS cihazi sicaklik programi

Firm Sicakhigi

Oran Sicakhik Bekleme siiresi
- 140 5
4 240 10
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3. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

3.1 Alkali Biyodizel On Cahsmasi

Calismamizda ester doniistimii bilinen standart biyodizel elde etmek ve beklenen
yag asidi metil esteri piklerinin incelenmesi amaciyla alkali katalizér (NaOH)
beraberinde ham kanola yagmin metanol ile transesterifikasyon reaksiyonu
gerceklestirilmistir. Reaksiyon 40 °C sicaklikta, (6:1) metanol-yag molar orani ve yag
agirliginin %1°i oraninda NaOH kullanilarak yapilmistir. Reaksiyon sonunda % 98
verimle biyodizel elde edimistir. Sentezlenen biyodizelin GC-MS ile analizinde

gozlenen yag asidi metil esteri pikleri Sekil 3.1.1.’de goriilmektedir.
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Sekil 3.1.1. Alkali katalizor beraberinde kanola yagi ile sentezlenen biyodizelin yag
asidi metil esteri pikleri. Pikler; (1.) miristik asit metil ester (C4.0); (2.) palmitoleik asit
metil ester (Cie.1); (3.) palmitik asit metil ester (Cjg,); (4.) heptadekanoik asit metil
ester (Cy7.0); (5.) linoleik asit metil ester (Cig.2); (6.) oleik asit metil ester (C;g.1); (7.)
stearik asit metil ester (Cjs.0); (8.) eikosenoik asit metil ester (Cpo.1); (9.) arasidik asit

metil ester (Cpo.0); (10.) erusik asit metil ester (Cp.1); (11.) behenik asit metil ester

(Ca20).
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3.2. Enzimatik Biyodizel Yag Asidi Metil Esteri Pikleri

Novozym 435, Lipozyme TL-IM ve Lipozyme RM-IM immobilize enzimleriyle
kanola yaginin metanol beraberinde transesterlesme reaksiyonu sonucu elde edilen
biyodizel GC-MS ile analiz edilmistir.Sekil 3.2.1.°de Novozym 435 enzimi ile elde
edilen biyodizelin yag asidi metil esteri pikleri goriilmektedir.

Sekil 3.2.1. Immobilize Candida Antarctica (Novozym 435) enzimi beraberinde kanola
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yagi ile sentezlenen biyodizelin yag asidi metil eteri pikleri. Sentez reaksiyon kosullar:
(4:1) Alkol/Yag molar oraninda; 10 g ham kanola yagi ve yagin agirlikca %10°u
oraninda immobilize lipaz; 40°C’de; 6 saat reaksiyon siiresi. Pikler; (1.) metil miristat
(Ci4:0); (2.) metil palmitat (Ciey); (3.) metil 6,9-oktadekadienoat (Cjs.2); (4.) metil-9-
oktadekanoat (Cg.1); (5.) metil oktadekanoat (C;g.); (6.) metil ekosanoat (Cyg.); (7.)
metil-13-dokosanoat (Cy.1) (8.) metil dokosanoat (Cay.p).

3.3. Biyodizel Sentezine Alkol Tiiriiniin Etkisi

Alkol tiirlerinin kanola yaginim enzimatik transesterlesme reaksiyonuna etkisinin
incelenmesi amaciyla metanol, etanol, 1-propanol, 2-propanol ve 1-butanol alkolleriyle
Novozym 435, Lipozyme TL-IM ve Lipozyme RM-IM immobilize enzimleri
beraberinde biyodizel sentezlenerek % ester doniistimleri incelenmistir. Sonuglar Sekil
3.3.1.°de goriilmektedir. Genel olarak alkoliin karbon sayisi arttikca ester miktari
diismektedir. Fakat thermomyces lanuginosus (Lipozyme TL-IM) enzimi bunun
disinda  bir davramis goOstermistir. Lipozyme RM-IM enziminin esterlesme
reaksiyonunda kullanilan alkoliin karbon sayisiyla elde edilen ester miktar1 arasinda bir
iligki goriilmemistir. Calismada en yilksek ester doniisiimii (% 76) Candida antarctica

(Novozym 435) enziminin etanol ile esterlesmesinde gozlenmistir. Candida antarctica
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(Novozym 435) ve thermomyces lanuginosus (Lipozyme TL-IM) enzimlerinin
kulanildigi esterlesme reaksiyonlarinda en etkin ester doniistimii etanol ile saglanmaistir.
Oysa rhizomucor miehei (Lipozyme RM-IM) enziminin kullanildig1 reaksiyonda en iyi

ester dontistimii 1-propanol ise saglanmistir.

Biyodizel Sentezine Alkol etkisi
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Sekil 3.3.1. Biyodizel sentezine farkl alkol tiirlerinin etkisi. Reaksiyon kosullari: (4:1)
Alkol/Yag molar oraninda; 10 g ham kanola yagi ve yagin agirhik¢a %10’u oraninda
immobilize lipaz; 40°C’de; 6 saat reaksiyon siiresi.

3.4. Biyodizel Sentezine Su Etkisi

Enzimatik transesterlesme reaksiyonuna suyun etkisinin belirlenmesi amaciyla
reaksiyonda kullanilan kanola yag agirhgmin %1°i ile %2.5’u arasinda degisen
oranlarda su reaksiyon ortamima ilave edilerek elde edilen ester doniistimii
belirlenmistir. Reaksiyonlar (4:1) Alkol/Yag molar oraninda, kullanilan yagin agirlikca
%10’u oraninda immobilize lipaz beraberinde 40°C sicaklikta ve reaksiyon ortamina
kullanilan yag agirhginin %1°i ile %2.5°u arasinda degisen oranlarda su ilavesiyle 6
saatte gerceklestirilmistir. Sonuglar Sekil 3.4.1.°de verilmistir. Transesterlesme
reaksiyonunun su varliginda yada susuz ortamda yapilmasi enzim aktivitesini
etkilemektedir. Lipazlar sulu veya organik c¢o6zelti ortaminda  farkhh davrams

gostermektedirler. Alkol molekiillerinin lipaz enzimini sarmasi ile lipaz molekiillerinde
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aktivite kayb1 olmaktadir. Reaksiyon ortaminda bulunacak optimum su miktar
transesterlesme reaksiyonunda maksimum verim elde edilmesini saglamaktadir. Yapilan
calismada en yiiksek ester doniistimii yag agirliginin % 2’si oraninda su varliginda elde
edilmistir. Daha yiiksek oranlarda su varligi hidrolize neden olmakta ve ester verimini

diistirmektedir.

Biyodizel sentezine su etkisi
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Sekil 3.4.1. Biyodizel sentezine su etkisi. Reaksiyon kosullari: (4:1) Alkol/Yag molar
oraninda; 10 g ham kanola yagi ve yagin agirlik¢a %10°u oraninda immobilize lipaz
(Novozym 435); 40°C’de; 6 saat reaksiyon siiresi.

3.5. Biyodizel Sentezine Organik Solvent Etkisi

Transesterlesme reaksiyonuna organik solvent etkisinin gdzlenmesi amaciyla
farkli organik solventler (hegzan, heptan, aseton ve petrol eteri) reaksiyon ortamina
cklenerek ester doniistimii belirlenmistir. Sonuglar Sekil 3.5.1.’de verilmistir. Candida
antarctica (Novozym 435) immobilize enziminin kullamldig1 transesterlesme
reaksiyonu i¢in heptan en iyi organik solvent olarak belirlenmistir. Aseton ile hekzan ise
transesterlesme reaksiyonunda alternatif solventler olarak diisiiniilebilir fakat petrol
eterinin elde edilen sonuglara gore reaksiyon ortamina uygun bir solvent olmadigi
belirlenmistir. Reaksiyonlar (4:1) Alkol/Yag molar oraninda, kullanilan yagin agirlik¢a
%10’u oraninda immobilize lipaz beraberinde 40°C sicaklikta,10 mL organik solvent

varhginda 6 saatte ger¢eklestirilmistir.
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Biyodizel sentezine organik solvent etkisi
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Sekil 3.5.1. Biyodizel sentezine organik solvent etkisi. Reaksiyon kosullari: (4:1)
Alkol/Yag molar oraninda; 10 g ham kanola yag1 ve yagm agirlik¢a %10°u oraninda
immobilize lipaz (Novozym 435); 40°C’de; 6 saat reaksiyon siiresi; 10 mL organik

solvent.

3.6. Adim Adim Metanol flavesinin Biyodizel Verimine Etkisi

Bitkisel yagin lipaz enzimi kullanilarak metanol beraberinde yag asidi metil
esterine doniistiiriilmesi reaksiyonunda ortamdaki metanol miktar1 enzim aktivitesi
dolayisiyla ester doniisim orani agisindan son derece Onemlidir. Calismamizda
reaksiyon ortamindaki alkoliin enzimi inhibe etmesini 6nlemek amaciyla esterlesme i¢in
gerekli alkol miktar1 reaksiyon ortamina {i¢ adimda eklenmistir. Her adim sonunda
reaksiyon ortamindaki immobilize lipazlar izopropanol ile yikanarak alkolden
temizlenmistir. Reaksiyonlar her adim 2 saat olmak iizere toplam 6 saatte
tamamlanmistir. Reaksiyonlar sonunda novozym 435 enzimi ile % 93, lipozyme RM-
IM enzimi ile % 93.4 ve lipozyme TL-IM enzimiyle ise % 91.8 ester doniisiimii elde
edilmistir. Elde edilen deneysel sonuglar Sekil 3.6.1°de gosterilmistir. Sonuglardan da
goriildiigii gibi reaksiyon ortamimma metanolin adim adim ilavesi tek seferde

eklenmesinden ¢ok daha etkin sonu¢ vermistir.
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Adim adim metanol ilavesinin biyodizel sentezine etkisi
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Sekil 3.6.1. Biyodizel sentezine adim adim metanol ilavesi etkisi. Reaksiyon kosullari:
(4:1) Alkol/Yag molar oraninda; 10 g ham kanola yagi ve yagin agirlikca %10°u
oraninda immobilize lipaz; 40°C’de; 6 saat reaksiyon siiresi (metanol reaksiyon
ortamina {i¢ adimda ilave edilmistir).

3.7. immobilize Enzimin Tekrar Kullanimi

Immobilize enzimlerin sagladigi en bilyilk avantaj reaksiyon ortamindan
kolaylikla ayrilarak tekrar kullanilabilmeleridir. Calismamizda Candida Antarctica
(Novozym 435), Thermomyces Lanuginosus (Lipozyme TL-IM), Rhizomucor Miehei
(Lipozyme RM-IM), Lipozyme TL-100L ve Novozyme 388 lipaz enzimlerinin tekrar
kullanilmalarinin ester doniisiimiine etkileri incelenmistir. Sekil 3.7.1.”de goriilebilecegi
gibi novozym 435, lipozyme TL-IM ve lipozyme RM-IM immobilize ticari lipazlarin
higbiri 4 tekrar kullanim sonucu bile nemli bir aktivite kaybi gostermemistir. 11k tekrar
kullanim sonucu novozym 435, lipozyme RM-IM ve lipozyme TL-IM enzimleri i¢in
strastyla % 4.51, % 2.57 ve % 4.88 ester kaybi gozlenmistir. Ikinci tekrar kullanimda
ester kaybi sirasiyla %8.20, %10.94 ve %1.33, iiglincii tekrar kullanimda ise % 2.73, %
4.89 ve % 3.97 ester kayb1 gozlenmistir. Esterlesme oranindaki toplam kayip ise
Novozym 435, Lipozyme RM-IM ve Lipozyme TL-IM immobilize enzimleri i¢in
sirasiyla %15.45, %18.41 ve %10.18 olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.7.1. Ticari immobilize enzimlerin tekrar kullanimi. (1) Candida Antarctica
(Novozym 435); (2) Thermomyces Lanuginosus (Lipozyme TL-IM); (3) Rhizomucor
Miehei (Lipozyme RM-IM). Reaksiyon kosullart: (4:1) Alkol/Yag molar oraninda; 10 g
ham kanola yagi ve yagin agirlikca %10°u oraninda immobilize lipaz; 40°C’de; 6 saat
reaksiyon siiresi.
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Stiren-divinilbenzen-poliglutaraldehit (STR-DVB-PGA) ve Stiren-divinilbenzen
(STR-DVB) destek maddelerine farkli metotlarla immobilize olan lipozyme TL-100L
ve novozyme 388 enzimlerinin tekrar kullanim sonucu elde edilen rolatif
transesterlesme aktiviteleri Sekil 3.7.2.°de verilmistir. Poliglutaraldehit ile aktive
edilerek destek maddeleri iizerine kovalent olarak tutturulan lipozyme TL-100L ve
novozyme 388 lipaz enzimleri i¢in 10 tekrar kullanim sonunda dahi 6nemli bir aktivite
kayb1 gozlenmemistir. Poliglutaraldehit ile aktive edilmeyerek destek maddeleri iizerine
adsorpsiyon yontemiyle tutturulan lipozyme TL-100L ve novozyme 388 lipaz enzimleri

ise 5 tekrar kullanim sonucu aktivitelerini tamamen kaybetmistir.
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Sekil 3.7.2. Stiren-divinilbenzen-poliglutaraldehit (STR-DVB-PGA) destek maddesine
kovalent metotla, Stiren-divinilbenzen (STR-DVB) destek maddesine adsorpsiyon
metoduyla immobilize olan lipozyme TL-100L ve novozyme 388 enzimlerinin rolatif
transesterlesme aktiviteleri. Reaksiyon kosullari: (4:1) Alkol/Yag molar oraninda; 100 g
ham kanola yag1 ve yagin agirlikca %10’u oraninda immobilize lipaz; 40°C’de; 24 saat
reaksiyon siiresi. (Metanol reaksiyon ortamina ii¢ adimda eklenmistir)
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Celite 545, silikajel ve STR-DVB kopolimer destek maddelerine kovalent
baglama (glutaraldehit ile aktive edilmis) metoduyla immobilize edilen lipozyme TL-
100L ve novozyme 388 lipaz enzimlerinin tekrar kullanim kapasiteleri Sekil 3.7.3"de,
celite 545, silikajel ve STR-DVB kopolimer destek maddelerine fiziksel adsorpsiyon
(glutaraldehit ile aktive edilmemis) metoduyla immobilize edilen lipozyme TL-100L ve
novozyme 388 lipaz enzimlerinin tekrar kullamm kapasiteleri ise Sekil 3.7.4.°de
goriilmektedir. Sekiller incelendiginde Sekil 3.7.2.°de elde edilen sonuglara benzer
sonuglara ulagildigi gozlenmektedir. Glutaraldehit ile aktive edilen celite 545, silikajel
ve STR-DVB kopolimer destek maddelerine kovalent olarak immobilize edilen
lipozyme TL-100L ve novozyme 388 lipaz enzimleri 6nemsiz bir aktivite kaybu ile 5
kez tekrar kullanilmistir (Sekil 3.7.3.). Glutaraldehit ile aktive edilmemis celite 545,
silikajel ve STR-DVB kopolimer destek maddelerine fiziksel adsorpsiyon metoduyla
immobilize edilen lipozyme TL-100L ve novozyme 388 lipaz enzimleri ise 5 tekrar

kullanim sonucu aktivitesini tamamen kaybetmistir (Sekil 3.7.4.).
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Sekil 3.7.3. Celite 545, silikajel ve STR-DVB kopolimer destek maddelerine kovalent
baglama (glutaraldehit ile aktive edilmis) metoduyla immobilize edilen lipozyme TL-
100L ve novozyme 388 lipaz enzimlerinin tekrar kullamim kapasiteleri. Reaksiyon
kosullart: (4:1) Alkol/Yag molar oraninda; 10 g ham kanola yag1 ve yagin agirlikca
%10’u oraninda immobilize lipaz; 40°C’de; 6 saat reaksiyon siiresi. (Metanol reaksiyon

ortamina ii¢ adimda eklenmistir)
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Sekil 3.7.4. Celite 545, silikajel ve STR-DVB kopolimer destek maddelerine fiziksel
adsorpsiyon (glutaraldehit ile aktive edilmemis) metoduyla immobilize edilen lipozyme
TL-100L ve novozyme 388 lipaz enzimlerinin tekrar kullanim kapasiteleri. Reaksiyon
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kosullart: (4:1) Alkol/Yag molar oraninda; 10 g ham kanola yag ve yagin agirlikca
%10’u oraninda immobilize lipaz; 40°C’de; 6 saat reaksiyon siiresi. (Metanol reaksiyon
ortamina ii¢ adimda eklenmistir)

3.8. Enzimatik Biyodizel Sentezinin Kemometrik Optimizasyonu

Yapilan c¢alismada Candida Antarctica (Novozym 435), Thermomyces
Lanuginosus (Lipozyme TL-IM) ve Rhizomucor Miehei (Lipozyme RM-IM)
enzimlerinin kullanildig1 transesterlesme reaksiyonlarinda &nemli rol oynayan reaksiyon
siiresi, sicaklik, enzim miktar1 ve alkol/yag molar orami gibi faktorlerin kemometrik
yontemlerle optimize edilmesi amaglanmistir. Bunun igin onde gelen kemometrik
optimizasyon tekniklerinden biri olan merkezi kompozit dizayn metodu kullamilmistir.
Biyodizel tiretimi asamasinda optimize edilen faktorler; reaksiyon siiresi ( X, ), sicaklik
( Xy ), enzim miktart ( X3 ) ve alkol/yag molar oram ( X4 ) olarak secilmistir.
Calismamizda her enzim ig¢in ayr ayri 5 seviyeli 4 faktorlii merkezi kompozit dizayn
olusturularak 25°er adet deney yapilmistir. Cizelge 3.8.1.’de optimizasyon igin segilen

faktor ve seviyeler gosterilmistir.

Cizelge 3.8.1. Merkezi kompozit dizayn i¢in kullanilan bagimsiz degiskenler ve

Seviyeler
Bagimsiz degiskenler Semboller 2 1 0 | )
Reaksiyon siiresi [saat] X4 2 4 6 8 10
Stcaklik [°C] X2 20 30 40 50 60
Yag agirligina baglt enzim miktart [%] X3 10 15 20 25 30
Yag/Alkol molar orani [v/v] X4 2:1 3:1 4:1 5:1 6:1
seviyeler

3.8.1. Candida Antarctica (Novozym 435) Enziminin Kemometrik Optimizasyonu

Immobilize Candida Antarctica (Novozym 435) enzimi kullamlarak

gerceklestirilen biyodizel tiretim prosesinin optimize edilmesi amaciyla olusturulan 5
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seviyeli 4 faktorli merkezi kompozit dizayn ve 25 deney sonucu elde edilen veriler

Cizelge 3.8.1.1.°de verilmistir.

Cizelge 3.8.1.1. Candida Antarctica (Novozym 435) enziminin merkezi kompozit

dizayn tablosu ve deneysel sonuglar
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Cizelge 3.8.1.1.’deki deneysel veriler kullanilarak Microsoft Excel programi ile esitlik

Kodlanmis veriler Deneysel veriler Agirlik¢a doniisiim (%)

g = —é 5’0 = — -

beney X X X X4 % % g é 2,5 é S E % % é

el 3% 2% 55| 22 5 z

k)

1 -1 -1 -1 -1 4 30 15 3:1 57,82 57,20
2 1 -1 -1 -1 8 30 15 3:1 60,00 59,00
3 -1 1 -1 -1 4 50 15 3:1 45,78 49,34
4 1 1 -1 -1 8 50 15 3:1 47,47 48,17
5 -1 -1 1 -1 4 30 25 3:1 27,79 29,53
6 1 -1 1 -1 8 30 25 3:1 35,69 37,81
-1 1 1 -1 4 50 25 3:1 31,28 31,01
8 1 1 1 -1 8 50 25 3:1 33,66 36,31
9 -1 -1 -1 1 4 30 15 5:1 58,16 56,42
10 1 -1 -1 1 8 30 15 5:1 50,00 51,13
11 -1 1 -1 1 4 50 15 5:1 45,05 43,79
12 1 1 -1 1 8 50 15 5:1 36,36 35,53
13 -1 -1 1 1 4 30 25 5:1 33,17 33,32
14 1 -1 1 1 8 30 25 5:1 37,17 34,51
15 -1 1 1 1 4 50 25 5:1 28,12 30,03
16 1 1 1 1 8 50 25 5:1 26,77 28,24
17 2 0 0 0 10 40 20 4:1 42,16 41,24
18 2 0 0 0 2 40 20 4:1 42,08 41,23
19 0 2 0 0 6 60 20 4:1 40,00 36,91
20 0 2 0 0 6 20 20 4:1 49,71 51,03
21 0 0 2 0 6 40 30 4:1 23,05 20,37
22 0 0 -2 0 6 40 10 4:1 54,42 55,33
23 0 0 0 2 6 40 20 6:1 36,07 37.86
24 0 0 0 2 6 40 20 2:1 50,27 46,71
25 0 0 0 0 6 40 20 4:1 30,40 30,39
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3.8.1.1.¢ gore model denkleminin olusturulmasinda kullanilacak b katsayilar

hesplanmistir.

b=X.X)' Xy 3.8.1.1.

Candida Antarctica (Novozym 435) enziminin kemometrik optimizasyonu icin b

katsayilari kullanilarak olusturulan model denklemi esitlik 3.8.1.2.°de verilmistir.

y= 30,395 + 0,004x; — 3,531x; — 8,739x3 — 2,213x4 + 2,710x,*> + 3,394x,° 3.8.1.2.
+ 1,863x5° + 2,973x/ — 0,744x13> + 1,618x;x5 — 1,772x x4 + 2,333%x;
— ],]93X2X4 + ],]44X3X4

Olusturulan model denkleminin secilen faktorlere gore tiirevleri alnarak sifira
esitlenmis ve optimum degerler hesaplanmistir. Candida Antarctica (Novozym 435)
enzimi ile biyodizel tiretiminde optimum deneysel kosullar; reaksiyon siiresi ( x; )= 3,9
saat, sicaklik ( x> )= 55,8°C, enzim miktar: ( x3 )= 4,4 (% yag agirhg1) ve alkol/yag
molar orani (x4 )= 4,1/1 olarak bulunmustur.

Esitlik 3.8.1.2. kullamilarak biyodizel sentezinde tahmini ester verimleri bulunmus ve
yapilan optimizasyon c¢alismasinda % 4,52 gibi diisiik bir ortalama karekok hata

(RMSE) hesaplanmuistir.

3.8.2. Thermomyces Lanuginosus (Lipozyme TL-IM) Enziminin Kemometrik

Optimizasyonu

Immobilize Thermomyces Lanuginosus (Lipozyme TL-IM) enzimi kullanilarak
gerceklestirilen biyodizel tiretim prosesinin optimize edilmesi amaciyla olusturulan 5
seviyeli 4 faktorli merkezi kompozit dizayn ve 25 deney sonucu elde edilen veriler

Cizelge 3.8.2.1."de verilmistir.
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Cizelge 3.8.2.1. Thermomyces Lanuginosus (Lipozyme TL-IM) enziminin merkezi

kompozit dizayn tablosu ve deneysel sonuglar

Kodlanmis veriler Deneysel veriler Agirlik¢a doniisiim (%)
g e 2 &
Deney gg = %6 g ~ % § 2 :é
XS
1 -1 -1 -1 -1 4 30 15 3:1 61,10 59,79
2 1 -1 -1 -1 8 30 15 3:1 47,17 47,17
3 -1 1 -1 -1 4 50 15 3:1 72,00 70,65
4 1 1 -1 -1 8 50 15 3:1 48,54 48,10
5 -1 -1 1 -1 4 30 25 3:1 46,86 48,49
6 1 -1 1 -1 8 30 25 3:1 62,00 60,81
7 -1 1 1 -1 4 50 25 3:1 60,71 58,83
8 1 1 1 -1 8 50 25 3:1 61,04 61,22
9 -1 -1 -1 1 4 30 15 5:1 64,00 64,82
10 1 -1 -1 1 8 30 15 5:1 55,88 55,52
11 -1 1 -1 1 4 50 15 5:1 66,04 65,00
12 1 1 -1 1 8 50 15 5:1 46,40 45,76
13 -1 -1 1 1 4 30 25 5:1 46,00 44,21
14 1 -1 1 1 8 30 25 5:1 57,50 59,85
15 -1 1 1 1 4 50 25 5:1 42,86 43,86
16 1 1 1 1 8 50 25 5:1 50,50 49,57
17 2 0 0 0 10 40 20 4:1 51,02 50,92
18 2 0 0 0 2 40 20 4:1 56,51 57.84
19 0 2 0 0 6 60 20 4:1 58,96 60,89
20 0 2 0 0 6 20 20 4:1 61,00 60,31
21 0 0 2 0 6 40 30 4:1 56,56 56,26
22 0 0 2 0 6 40 10 4:1 62,22 63,76
23 0 0 0 2 6 40 20 6:1 42,94 42,61
24 0 0 0 2 6 40 20 2:1 47,67 49,23
25 0 0 0 0 6 40 20 4:1 37,50 37,50
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Cizelge 3.8.2.1.’deki deneysel veriler kullanilarak Microsoft Excel programi ile esitlik
3.8.1.1.e gore model denkleminin olusturulmasinda kullanilacak b katsayilar
hesplanmistir. Thermomyces Lanuginosus (Lipozyme TL-IM) enziminin kemometrik
optimizasyonu i¢in b katsayilar1 kullanilarak olusturulan model denklemi esitlik

3.8.2.1.°de verilmistir.

y= 37,500 - 1,729x; + 0,146x> — 1,875x; — 1,654x4 + 4.221x,> + 5,774x5° 3.8.2.1.
+ 5,627x5 + 2,106xs — 2,482x1x2 + 6,236x;x3 + 0,831x;x4 - 0,130x:x3
—2,672x2x4 - 2,328x3%4

Olusturulan model denkleminin secilen faktorlere gore tiirevleri alarak sifira
esitlenmis ve optimum degerler hesaplanmistir. Thermomyces Lanuginosus (Lipozyme
TL-IM) enzimi ile biyodizel iiretiminde optimum deneysel kosullar; reaksiyon siiresi (
x; )= 5,7 saat, sicaklik ( x; )= 33,9°C, enzim miktar: ( x3 )= 21,2 (% yag agirhg1) ve
alkol/yag molar orvani (x4 )= 1,6/1 olarak bulunmustur.

Esitlik 3.8.2.1. kullanilarak biyodizel sentezinde tahmini ester verimleri bulunmus ve
yapilan optimizasyon calismasinda % 2,18 gibi diisilk bir ortalama karekdk hata

(RMSE) hesaplanmustir.

3.8.3. Rhizomucor Miehei (Lipozyme RM-IM) Enziminin Kemometrik

Optimizasyonu

Immobilize Rhizomucor Miehei (Lipozyme RM-IM) enzimi kullanilarak
gerceklestirilen biyodizel iiretim prosesinin optimize edilmesi amaciyla olusturulan 5
seviyeli 4 faktorli merkezi kompozit dizayn ve 25 deney sonucu elde edilen veriler

Cizelge 3.8.3.1.°de verilmistir.
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Cizelge 3.8.3.1. Rhizomucor Miehei (Lipozyme RM-IM) enziminin merkezi kompozit

dizayn tablosu ve deneysel sonuglar

Kodlanmis veriler Deneysel veriler Agirlik¢a doniisiim (%)
g e 2 &

Deney gg = %6 g ~ % § 2 :é

N N N L A I 5 3

z |2 |2 | 3¢ = a

XS

1 -1 -1 -1 -1 4 30 15 3:1 63,36 61,61
2 1 -1 -1 -1 8 30 15 3:1 64,30 64,05
3 -1 1 -1 -1 4 50 15 3:1 63,38 63,15
4 1 1 -1 -1 8 50 15 3:1 62,62 62,76
5 -1 -1 1 -1 4 30 25 3:1 64,15 64,54
6 1 -1 1 -1 8 30 25 3:1 63,63 63,52
7 -1 1 1 -1 4 50 25 3:1 56,00 55,06
8 1 1 1 -1 8 50 25 3:1 51,38 51,20
9 -1 -1 -1 1 4 30 15 5:1 56,94 56,68
10 1 -1 -1 1 8 30 15 5:1 62,69 62,73
11 -1 1 -1 1 4 50 15 5:1 69,00 68,21
12 1 1 -1 1 8 50 15 5:1 72,26 71,43
13 -1 -1 1 1 4 30 25 5:1 55,24 54,20
14 1 -1 1 1 8 30 25 5:1 57,00 56,79
15 -1 1 1 1 4 50 25 5:1 54,90 54,71
16 1 1 1 1 8 50 25 5:1 53,61 54,47
17 2 0 0 0 10 40 20 4:1 65,55 65,15
18 2 0 0 0 2 40 20 4:1 61,22 62,95
19 0 2 0 0 6 60 20 4:1 59,00 59,40
20 0 2 0 0 6 20 20 4:1 59,25 60,18
21 0 0 2 0 6 40 30 4:1 54,50 54,54
22 0 0 2 0 6 40 10 4:1 67,28 68,57
23 0 0 0 2 6 40 20 6:1 54,51 55,05
24 0 0 0 2 6 40 20 2:1 55,92 56,71
25 0 0 0 0 6 40 20 4:1 56,12 56,12
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Cizelge 3.8.3.1.°deki deneysel veriler kullanilarak Microsoft Excel programi ile esitlik
3.8.1.1.¢ gore model denkleminin olusturulmasinda kullanilacak b katsayilar
hesplanmisgtir. Rhizomucor Miehei (Lipozyme RM-IM) enziminin kemometrik
optimizasyonu i¢in b Kkatsayilart kullanilarak olusturulan model denklemi esitlik

3.8.3.1.°de verilmistir.

y= 56,120 + 0,549x; — 0,194x; — 3,508x3 — 0,417x4 + 1.983x° + 0,918x,° 3.8.3.1.
+ 1,359x5% - 0,060x — 0,709x x> - 0,866xx3 + 0,903x x4 - 2,756%2%3
+ 2,498%2x4 - 1,353x3x4

Olusturulan model denkleminin secilen faktorlere gore tiirevleri alnarak sifira
esitlenmis ve optimum degerler hesaplanmistir. Rhizomucor Miehei (Lipozyme RM-
IM) enzimi ile biyodizel tretiminde optimum deneysel kosullar; reaksiyon siiresi ( x;
)= 6,2 saat, sicaklik ( x> )= 39,5°C, enzim miktar: ( x3 )= 13,8 (% yag agirhigr) ve
alkol/yag molar orvani (x4 )= 3,1/1 olarak bulunmugtur.

Esitlik 3.8.3.1. kullamlarak biyodizel sentezinde tahmini ester verimleri bulunmus ve
yapilan optimizasyon calismasinda % 1,26 gibi diisilk bir ortalama karekok hata

(RMSE) hesaplanmustir.

3.9. Karisim Dizayn Ile Biyodizel Sentezinin Kemometrik Optimizasyonu

Lipazlarin spesifitesi, enzimin molekiiler 6zellikleriyle, substratin yapisiyla ve
enzim-substrat baglantisim1 etkileyen faktorlerle yakindan ilgilidir. Cahismamizda
biyodizel sentezinde enzim karigiminin kullanilmasinin ester verimine pozitif katki
saglayacagl disiiniilmistir. Bu amacla Candida Antarctica (Novozym 435),
Thermomyces Lanuginosus (Lipozyme TL-IM) ve Rhizomucor Miehei (Lipozyme RM-
IM) immobilize enzimlerinin kullamildig1 biyodizel sentezinde optimum enzim
karisiminin belirlenmesi i¢cin kemometrik optimizasyon yontemlerden biri olan simplex
orgii dizayn yontemi kullanilmistir. Sekil 3.9.1.°de simplex orgii dizayn sekli, Sekil
3.9.2.’de lipaz enzimlerinin ternary grafigi, Cizelge 3.9.1.’de ise Candida Antarctica

(Novozym 435), Thermomyces Lanuginosus (Lipozyme TL-IM) ve Rhizomucor Miehei
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(Lipozyme RM-IM) enzimlerinin simplex orgii dizayn tablosu ve deneysel sonuglari

verilmistir.

X1 (novozym 435)

X2 (lipozyme TL-TIV) X3 (lipozyme RIVI-IN)
Sekil 3.9.1. Uclii enzim karisiminmn karisim dizayn semasi (x;: novozym 435; Xa:
lipozyme TL-IM; x3: lipozyme RM-IM)

% Novozym 435
1.000

\ 0.000
4
1.000 0.000 1.000
% lLipozyme TLAM % lLipozyme RM-AM

Sekil 3.9.2. Lipazlarin ternary grafigi [Candida Antarctica (Novozym 435),
Thermomyces Lanuginosus (Lipozyme TL-IM) and Rhizomucor Miehei (Lipozyme
RM-IM)]
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Cizelge 3.9.1. Candida Antarctica (Novozym 435), Thermomyces Lanuginosus
(Lipozyme TL-IM) ve Rhizomucor Miehei (Lipozyme RM-IM) enzimlerinin simplex

orgii dizayn tablosu ve deneysel sonuglar

Kodlanmis veriler Deneysel veriler Agirlik¢a dontisiim (%)
| 2| 2| z| 2 :
< - > < = 0 5 -
Deney | _£ | 9 .5 _Ee| Ly = P E
< x g - < RBol < g 50 < g B g =
S < > S Q = Q S
N > Q H
o [} ) o o 2
Z = =% Z =2 )
= =
1 1 0 0 2.1 0 0 62,24 62,00
2 0 1 0 0 2.1 0 46,93 46,04
3 0 0 1 0 0 2.1 78,57 79,70
4 173 2/3 0 0.7 1.4 0 58,12 60,07
5 2/3 173 0 1.4 0.7 0 67,34 65,39
6 1/3 0 2/3 0.7 0 1.4 81,63 78,95
7 2/3 0 1/3 1.4 0 0.7 70,36 73,04
8 0 2/3 1/3 0 1.4 0.7 52,85 53,57
9 0 1/3 2/3 0 0.7 1.4 65,51 64,79
10 13 13 13 0.7 0.7 0.7 67,34 67,34

Cizelge 3.9.1.’deki deneysel veriler kullanilarak Microsoft Excel programi ile esitlik
3.8.1.1.e¢ gore model denkleminin olusturulmasinda kullanilacak b katsayilar
hesplanmistir. Candida Antarctica (Novozym 435), Thermomyces Lanuginosus
(Lipozyme TL-IM) ve Rhizomucor Miehei (Lipozyme RM-IM) enzim karigiminin
kemometrik optimizasyonu i¢in b katsayilar1 kullanilarak olusturulan model denklemi

esitlik 3.91.°de verilmistir.

y= 61,996x; + 46,040x; + 79,704x3 + 39,205x,x, + 23,152x,x3 - 16,615x,x3 3.9.1.
- 8,708 X1X2X3

Elde edilen deneysel verilere gore % 33 Candida Antarctica (Novozym 435) ve % 66
Rhizomucor Miehei (Lipozyme RM-IM) karisiminin kullanildigi biyodizel sentezinde
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en yiiksek ester doniiglimii elde edilmis ve % 2,44 ortalama karekdk hata (RMSE)
hesaplanmistir. Bulunan optimum enzim karisimi1 kullanilarak metanoliin ii¢ adimda

eklendigi optimum sentez kosullarinda ise % 97,2 ester doniisiim degerine ulagiimistir.

3.10. Enzimatik Biyodizel Sentezinin ANOVA Analiz Sonuclari

Candida Antarctica (Novozym 435), Thermomyces Lanuginosus (Lipozyme TL-
IM) ile Rhizomucor Miehei (Lipozyme RM-IM) immobilize enzimlerinin ayri ayn
kullanildig1 biyodizel sentezlerinin optimizasyon ¢alismalarinda ve {i¢lii enzim
karisiminin kullanildigi mixture dizayn optimizasyonunda faktorlerin birbirleri arasinda
etkilesim olup olmadigmin belirlenmesi amaciyla Cizelge 3.8.1.1., 3.8.2.1., 3.8.3.1. ve
3.9.1.deki veriler kullanilarak Design-Expert-7 programi ile ANOVA analizi
yapilmistir. Elde edilen sonucglar Cizelge 3.10.1., 3.10.2., 3.10.3. ve 3.10.4.°de

verilmistir.

Cizelge 3.10.1. Candida Antarctica (Novozym 435) enzimi icin ANOVA analiz

sonuglari
Kareleri Toplami1 SI;::?:zgslik Olﬁtzrlzlriraly F-Degeri p-Degeri
Model 2636.04 14 188.29 22.05 < 0.0001
X, 4.860.10™ 1 4.860.10" 5.691.107 0.9941
X, 299.22 1 299.22 35.04 0.0001
X3 1832.67 1 1832.67 214.60 < 0.0001
X4 117.49 1 117.49 13.76 0.0040
XX, 8.84 1 8.84 1.04 0.3328
X1 X3 4191 1 4191 4.91 0.0511
XXy 50.23 1 50.23 5.88 0.0357
X,X3 87.06 1 87.06 10.19 0.0096
XXy 22.75 1 22.75 2.66 0.1337
X3Xy 20.93 1 20.93 2.45 0.1486
X2 82.94 1 82.94 9.71 0.0109
X,2 130.10 1 130.10 15.23 0.0029
X532 39.21 1 39.21 4.59 0.0578
X2 99.81 1 99.81 11.69 0.0066
Artan 85.40 10 8.54
Toplam 2721.43 24
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Cizelge 3.10.2. Thermomyces Lanuginosus (Lipozyme TL-IM) enzimi icin ANOVA

analiz sonuglart

Kareleri Toplami Slstr:tr):sctelsiik OIftZﬁﬁjm F-Degeri p-Degeri
Model 1734.89 14 123.92 35.18 < 0.0001
X 71.77 1 71.77 20.38 0.0011
X, 0.51 1 0.51 0.14 0.7119
X3 84.34 1 84.34 23.94 0.0006
Xy 65.66 1 65.66 18.64 0.0015
XX, 98.58 1 98.58 27.98 0.0004
X X3 622.13 1 622.13 176.61 < 0.0001
XXy 11.05 1 11.05 3.14 0.1070
X,X;3 0.27 1 0.27 0.077 0.7874
X, Xy 114.20 1 114.20 32.42 0.0002
X3Xy 86.72 1 86.72 24.62 0.0006
X2 201.19 1 201.19 57.12 <0.0001
X2 376.59 1 376.59 106.91 <0.0001
X;2 357.60 1 357.60 101.52 < 0.0001
X2 50.08 1 50.08 14.22 0.0037
Artan 35.23 10 3.52
Toplam 1770.11 24
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Cizelge 3.10.3. Rhizomucor Miehei (Lipozyme RM-IM) enzimi i¢in ANOVA analiz

sonuglari
Kareleri Toplami SSZ?zsgsiik Oﬁggﬁ:ﬂ F-Degeri p-Degeri
Model 679.21 14 48.51 33.85 <0.0001
X, 7.24 1 7.24 5.05 0.0484
X, 0.90 1 0.90 0.63 0.4453
X; 295.40 1 295.40 206.10 <0.0001
Xy 4.17 1 4.17 291 0.1190
XX, 8.04 1 8.04 5.61 0.0394
Xi X3 12.01 1 12.01 8.38 0.0160
XXy 13.03 1 13.03 9.09 0.0130
XoX; 121.55 1 121.55 84.81 <0.0001
XoXy 99.80 1 99.80 69.63 <0.0001
XXy 29.27 1 29.27 20.42 0.0011
X2 44.41 1 4.4 30.98 0.0002
X2 9.52 1 9.52 6.64 0.0276
X2 20.86 1 20.86 14.56 0.0034
X2 0.040 1 0.040 0.028 0.8705
Artan 14.33 10 1.43
Toplam 693.54 24

Cizelge 3.10.4. Candida Antarctica (Novozym 435), Thermomyces Lanuginosus

(Lipozyme TL-IM) ve Rhizomucor Miehei (Lipozyme RM-IM) enzimlerinin
kullanildig1 karisim dizayn verileri icin ANOV A analiz sonuglari
Kareleri Toplami Slstr:tr):s(talsiik OIftZEZﬁjm F-Degeri p-Degeri
Model 1004.48 6 167.41 19.94 0.0163
Linear Mixture 861.70 2 430.85 51.32 0.0048
XiX, 77.75 1 77.75 9.26 0.0557
XiX3 27.12 1 27.12 3.23 0.1702
X X3 13.96 1 13.96 1.66 0.2876
XiXXs 0.071 1 0.071 8.495.10° | 0.9324
Artan 25.19 3 8.40
Toplam 1029.66 9
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Anova analiz sonuglarimin verildigi tablolara gore p degeri 0,05 den Kkii¢iik olan
faktorler ester veriminde 6nemli diger faktorler ise onemsiz kabul edilmistir. Buna gore
her bir enzim i¢in onemli parametreler ile olusturulan tahmini model denklemleri esitlik

3.10.1., 3.10.2. ve 3.10.3.’de verilmistir.

Candida Antarctica (Novozym 435);
y= 30,395 — 3,531x; — 8739x5 — 2,213x4 + 2,710x* + 3,394x" + 2,973x 3.10.1.
+ ],618)(])63 - ],772)61)64 + 2,333)62)63

Thermomyces Lanuginosus (Lipozyme TL-IM);
y= 37,500 - 1,729x; — 1,875x3 — 1,654x4 + 4.221x,> + 5,774x5° + 5,627x5" 3.10.2.
+2.]06X42 —2,482x1x> + 6,236x1x3 — 2,672xx4 - 2,328x3%4

Rhizomucor Miehei (Lipozyme RM-IM);
y= 56,120 + 0,549x; — 3,508x3 + 1.983x,> + 0,918x5" + 1,359x5" — 0,709x;x,  3.10.3.
- 0,866)C])C3 + 0,903)C1X4 - 2, 756XZ)C3 + 2,498)C2)C4 - ],353)C3)C4

Elde edilen model denklemlerine gore Candida Antarctica (Novozym 435) enzimi i¢in
onemli faktor etkilesimleri x;x; (reaksiyon siiresi-enzim miktari); x;x, (reaksiyon siiresi-
alkol/yag molar oram) ve xx;3 (sicaklik-enzim miktar1) olarak, Thermomyces
Lanuginosus (Lipozyme TL-IM) enzimi i¢in x;x, (reaksiyon siiresi-sicaklik), x;x;
(reaksiyon siiresi-enzim miktari), x,x4 (sicaklik-alkol/yag molar orani) ve x3x, (enzim
miktari-alkol/yag molar orani) olarak ve Rhizomucor Miehei (Lipozyme RM-IM)
enzimi i¢in ise x;x4 (reaksiyon siiresi-alkol/yag molar orani); x;x; (sicaklik-enzim
miktart); xox4 (sicakhk-alkol/yag molar orani) ve x3x4 (enzim miktari-alkol/yag molar
orani) olarak belirlenmis. Candida Antarctica (Novozym 435), Thermomyces
Lanuginosus (Lipozyme TL-IM) ve Rhizomucor Miehei (Lipozyme RM-IM)
enzimlerinin  kullanildigi  biyodizel sentez reaksiyonlarinda 6nemli faktor
etkilesimlerinin ester doniistimiine etkileri sirasiyla Sekil 3.10.1., 3.10.2. ve 3.10.3.’de

gosterilmistir.
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(a) Enzim miktar1 ile reaksiyon siiresi ve karsilikli etkilesimlerinin ester doniisiimiine

etkisini gOsteren yiizey grafigi.
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(b) Alkol/yag molar orani ile reaksiyon siiresi ve karsilikli etkilesimlerinin ester

doniistimiine etkisini gosteren yiizey grafigi.
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(c) Enzim miktan ile sicakhik ve karsilikli etkilesimlerinin ester doniisiimiine etkisini

gOsteren yiizey grafigi.

Sekil 3.10.1. Candida Antarctica (Novozym 435) enziminin kullanildig1 biyodizel
sentez reaksiyonlarinda Snemli faktor etkilesimlerinin ester doniisiimiine etkilerini
gosteren yiizey grafikleri. (a); Enzim miktar1 ile reaksiyon siiresi ve karsilikh
etkilesimlerinin ester doniisiimiine etkisini gosteren yiizey grafigi. (b); Alkol/yag molar
orani ile reaksiyon siiresi ve karsilikli etkilesimlerinin ester doniislimiine etkisini
gosteren ylizey grafigi. (c); Enzim miktari ile sicaklik ve karsilikli etkilesimlerinin ester

doniistimiine etkisini gdsteren ylizey grafigi.
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(b) Enzim miktan ile reaksiyon stiresi ve karsilikli etkilesimlerinin ester doniisiimiine

etkisini gosteren yiizey grafigi.



147

49

46
< .
> 3
: 43 SORRSREKRERSS
] SIRIRISREIKILS
SR St SesSendets.
=§ \\\\:\sgs:::::ttsss:s:;:::"
7]
2 40
C
:0
©
—
Q a7
0
L
5.00 8.00
; 3.50 5.00 : P
Alkol/lyag molar orani (v/v) Reaksiyon siresi (saat)

3.00 4.00

(c) Alkol/yag molar orani ile reaksiyon siiresi ve karsilikli etkilesimlerinin ester

doniistimiine etkisini gdsteren ylizey grafigi.



148

48

45

N\
\ ‘.\\-\\\\\\\\\
NN
NN

Nl

NANY ANNNN
N
R
N

42

SNARAASS L u
NS
NSNS

39

36

Ester donisimii (%)

5.00 25.00

20.00

3.50

Alkol’lyag molar orani (v/v) Enzim miktari (%)

3.00 15.00

(d) Alkol/yag molar orani ile enzim miktar1 ve karsilikli etkilesimlerinin ester

doniistimiine etkisini gdsteren ylizey grafigi.

Sekil 3.10.2. Thermomyces Lanuginosus (Lipozyme TL-IM) enziminin kullanildigi
biyodizel sentez reaksiyonlarinda onemli faktor etkilesimlerinin ester doniisiimiine
etkilerini gosteren yiizey grafikleri. (a); Sicaklik ile reaksiyon siiresi ve karsilikli
etkilesimlerinin ester doniisiimiine etkisini gdsteren ylizey grafigi. (b); Enzim miktar ile
reaksiyon siiresi ve karsilikli etkilesimlerinin ester doniistimiine etkisini gosteren yiizey
grafigi. (c); Alkol/yag molar orani ile reaksiyon siiresi ve karsilikli etkilesimlerinin ester
doniistimiine etkisini gosteren ytizey grafigi. (d) Alkol/yag molar orani ile enzim miktari

ve karsilikl etkilesimlerinin ester doniistimiine etkisini gdsteren yiizey grafigi.
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etkisini gosteren yiizey grafigi.
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(d) Alkol/lyag molar orani ile enzim miktar1 ve karsilikhi etkilesimlerinin ester

doniistimiine etkisini gdsteren ylizey grafigi.

Sekil 3.10.3. Rhizomucor Miehei (Lipozyme RM-IM) enziminin kullanildig1 biyodizel
sentez reaksiyonlarinda Snemli faktor etkilesimlerinin ester doniisiimiine etkilerini
gosteren yiizey grafikleri. (a); Alkol/yag molar orani ile reaksiyon siiresi ve karsilikh
etkilesimlerinin ester doniisiimiine etkisini gosteren ylizey grafigi. (b); Enzim miktar ile
sicaklik ve karsilikli etkilesimlerinin ester doniisiimiine etkisini gosteren yiizey grafigi.
(c); Alkol/yag molar orani ile sicaklik ve karsilikli etkilesimlerinin ester doniisiimiine
etkisini gosteren ylizey grafigi. (d) Alkol/yag molar orani ile enzim miktar1 ve karsilikh

etkilesimlerinin ester doniisiimiine etkisini gosteren yiizey grafigi.



152

3.11. Biyodizel Yakitin TSEN 14214 Analizleri

Optimum deneysel kosullarda enzimatik transesterlesme reaksiyonu ile
sentezlenen biyodizel yakitin TSEN 14214°e gore sahip olmasi gereken ozelliklerden
bazilari standart analiz yontemlerine gore analiz edilmistir. Elde edilen sonuclar Cizelge

3.11.1.°de verilmistir.

Cizelge 3.11.1. Optimum deneysel kosullarda enzimatik transesterlesme reaksiyonu ile

sentezlenen biyodizel yakitin TSEN 14214 analiz sonuglar

Analiz Adr Birim En Az (min.) |En Cok (max.)| Deney sonucu YI(')ifllt]:r};ﬁ

Ester muhtevasi % (m/m) 96,5 - 97,26+0,65 EN 14103
Asit say1st mg KOH/g - 0,5 0,48+0,04 EN 14104
iyot sayist giyot/100 g - 120 112+4,69 EN 14111
Linolenik asit metil esteri| % (m/m) - 12 9,76+0,43 EN 14103
Metanol muhtevasi % (m/m) - 0,2 0,110,003 EN 14110
Monogliserit muhtevasi % (m/m) - 0,8 0,30+0,10 EN 14105
Digliserit muhtevasi % (m/m) - 0,2 0,20+0,03 EN 14105
Trigliserit muhtevasi % (m/m) - 0,2 0,18+0,01 EN 14105
EN 14105

Serbest gliserol % (m/m) - 0,02 0,012+0,05 EN 14106
Toplam gliserol % (m/m) - 0,25 0,17+0,015 EN 14105

Standart deney yontemlerine gére yapilan analizler sonucu biyodizel yakitin TSEN

14214 standartlarini sagladigi gézlenmistir.
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3.12. Destek Maddesinin SEM Analizi fle Yiizey Karakterizasyonu

Enzim immobilizasyonunda kullandigimiz destek maddelerinin yiizey 6zellikleri
ve onlarm immobilize olmus tiirevleri taramali elektron mikroskobu (SEM) ile
incelenmistir. Sekil 3.12.1.°de stiren-divinilbenzen (STR-DVB) polimerinin yiizeyi
Lipozyme TL100L enzimi immobilizasyonu Oncesi ve sonrasi gorillmektedir. SEM
goriintiileri incelendiginde immobilizasyon ©Oncesi genis ve diizensiz olan porlarin

immobilizasyon sonrasi daha diizenli ve dar oldugu goriilmektedir.

.

EHT =10.00kV Signal A= SE1
Mag= 1.04 KX WD=39.5mm

(a) Immobilizasyon 6ncesi stiren-divinilbenzen (STR-DVB) polimeri
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e P,
Date :7 Feb
Mag= 500X \WD=38.0mm Vacuum Mode = High Vacuum

(b) Immobilizasyon sonrast stiren-divinilbenzen (STR-DVB) polimeri

Sekil 3.12.1. Stiren-divinilbenzen (STR-DVB) polimerinin SEM goriintiisii (a)
immobilizasyon 6ncesi (b) immobilizasyon sonrasi

Sekil 3.12.2.°de ise stiren-divinilbenzen-poliglutaraldehit (STR-DVB-PGA) polimerinin
enzim immobilizasyonu Oncesi ve sonrasi yiizey yapisi goriilmektedir. SEM goriintiileri
incelendiginde immobilizasyon 0©Oncesi porlarin genis ve diizensiz oldugu
immobilizasyon sonrasi ise lifli bir yapinin yaninda porlarin daha diizenli ve dar oldugu

goriilmektedir.
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EHT=10.00kV Signal A= SE1
Mag= 200KX WD=375mm Vacuum Mode = High Vacuum

> L[ E PN hAg f
(a) Immobilizasyon &ncesi stiren-divinilbenzen-poliglutaraldehit (STR-DVB-PGA)

polimeri

EHT=10.00kV Signal A= SE1 Date :8 Feb 2008
Mag= 2.00KX WD =33.0mm Vacuum Mode = High Vacuum

(b) Immobilizasyon sonrasi stiren-divinilbenzen-poliglutaraldehit (STR-DVB-PGA)
polimeri

Sekil 3.12.2. Stiren-divinilbenzen-poliglutaraldehit (STR-DVB-PGA) polimerinin SEM
goriintiisii (a) immobilizasyon 6ncesi (b) immobilizasyon sonrasi



156

3.13. Destek Maddesinin FTIR Analizi fle Yap1 Karakterizasyonu

Enzim immobilizasyonunda kullandigimiz destek maddelerinin yap1 6zellikleri
ve onlarin Lipozyme TLI100L lipaz enzimi ile immobilize olmus tiirevleri fourier
transform infrared spektroskopisi (FTIR) ile incelenmistir. Sekil 3.13.1., Sekil 3.13.2.
ve Sekil 3.13.3.’de sirasiyla stiren-divinilbenzen (STR-DVB), stiren-divinilbenzen-
poliglutaraldehit (STR-DVB-PGA) ve celite 545 destek maddelerinin Lipozyme
TL100L lipaz enzimi ile immobilizasyon Oncesi ve immobilizasyon sonrasi FTIR
spektrumlar1 gosterilmistir.

Sekil 3.13.1. incelendiginde Lipozyme TL-100L immobilizasyonu 6ncesi 3452
cm” de STR-DVB kopolimerinin polimerizasyon adimlarindan gelen suya ait OH
absorbsiyon bandi, 3060 cm™ ve 3023 cm™ de aromatik C-H gerilmesi, 2924 cm™ ve
2852 cm™ de alifatik C-H gerilmesi, 1601 cm™, 1491 cm™ ve 1450 cm™ de aromatik
C=C gerilmesi, 1025 cm™ ve 903 cm™’de aromatik C-H diizlem ici egilmesi (p-
siibstitiie benzen icin), 796 cm'l, 756 cm” ve 699 ¢cm™ de aromatik diizlem dis1
egilmesine (p-siibstitiie benzen i¢in) ait pikler goriilmektedir. Poliglutaraldehit ile aktive
edilmis STR-DVB kopolimerine Lipozyme TL100L lipaz enzimi immobilizasyonu
sonrasi ise 1736 cm™ de aldehit grubuna karsilik gelen C=0 gerilmesine ait pikler
poliglutaraldehit ile aktive edilen STR-DVB kopolimerinde poliglutaraldehitin varligini
gostermektedir. Polimerin 1654 em’ de gosterdigi absorpsiyon piki ise poliglutaraldehit
ile aktive edilen STR-DVB kopolimerinde gozlenen C=0O bag ile lipaz enzimi arasinda

immobilizasyon siiresince olusan imin bagimi (-C=N) gostermektedir.
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Sekil 3.13.1. Stiren-divinilbenzen (STR-DVB) kopolimerinin FTIR spektrumu (a)
Lipozyme TL-100L immobilizasyonu oncesi (b) Poliglutaraldehit ile aktive edilmis
STR-DVB kopolimerine Lipozyme TL-100L immobilizasyonu sonrasi
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Sekil 3.13.2. incelendiginde Lipozyme TL-100L immobilizasyonu oncesi 3452
cm™ de STR-DVB-PGA kopolimerinin polimerizasyon adimlarindan gelen suya ait OH
absorbsiyon bandi, 3059 cm’! ve 3026 cm™ de aromatik C-H gerilmesi, 2925 cm’ ve
2853 cm™ de alifatik C-H gerilmesi, 1601 cm™, 1493 cm™ ve 1451 cm™ de aromatik
C=C gerilmesi, 1029 ecm™” ve 903 cm’de aromatik C-H diizlem igi egilmesi (p-

"'ve 699 cm™ de aromatik diizlem disi

siibstitiie benzen icin), 833 cm™, 760 cm
egilmesine (p-siibstitiie benzen i¢in) ait pikler goriilmektedir. 1744 cm” ve 1724 cm™ de
aldehit grubuna karsihik gelen C=0O gerilmesine ait pikler STR-DVB-PGA
kopolimerinde poliglutaraldehitin varligini gostermektedir. Lipozyme TL100L lipaz
enzimi immobilizasyonu sonrast STR-DVB-PGA kopolimerinin 1658 em de
gosterdigi absorpsiyon piki ise STR-DVB-PGA kopolimerinde gozlenen C=0 bag ile
lipaz enzimi arasinda immobilizasyon siiresince olusan imin bagi (-C=N) nedeniyledir.

Sekil 3.13.3. incelendiginde Lipozyme TL-100L immobilizasyonu 6ncesi 3450
cm’” de celite 545 destek maddesinin i¢erdigi suya ait OH absorbsiyon bandi ve 1088
ecm™ de Si-O gerilmesine ait pikler goriilmektedir. Poliglutaraldehit ile aktive edilmis
celite 545 destek maddesine Lipozyme TL100L lipaz enzimi immobilizasyonu sonrasi
ise 1850 cm'de aldehit grubuna karsihk gelen C=0O gerilmesine ait pikler
poliglutaraldehit ile aktive edilen celite 545 destek maddesinde poliglutaraldehitin
varhgini gostermektedir. Celite 545° in 1640 cm™ de gosterdigi absorpsiyon piki ise
poliglutaraldehit ile aktive edilen celite 545 destek maddesinde gézlenen C=0O bagi ile
lipaz enzimi arasinda  immobilizasyon siiresince olusan imin bagmi (-C=N)

gostermektedir.
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Sekil 3.13.2. Stiren-divinilbenzen-poliglutaraldehit (STR-DVB-PGA) kopolimerinin
FTIR spektrumu (a) Lipozyme TL-100L immobilizasyonu 6ncesi (b) Lipozyme TL-
100L immobilizasyonu sonrasi
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Sekil 3.13.3. Celite 545 destek maddesinin FTIR spektrumu (a) Lipozyme TL-100L
immobilizasyonu 6ncesi (b) Poliglutaraldehit ile aktive edilmis Celite 545 destek
maddesinin Lipozyme TL-100L immobilizasyonu sonrasi
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3.14. Kantitatif Protein Analiz Sonuclar

Calismamizda iki farkli serbest lipaz enzimi “Lipozyme TL-100L ve Novozyme
bes farkli destek maddesine “stiren-divinilbenzen (STR-DVB),
divinilbenzen-glutaraldehit (STR-DVB-GA),
(STR-DVB-PGA), celite 545 ve silikajel” adsorbsiyon ve kovalent baglama olmak

388 stiren-

stiren-divinilbenzen-poliglutaraldehit

tizere iki farkli metotla immobilize edilmistir. Destek maddelerine immobilize olan
protein miktarlar1 Bradford protein analiz yontemiyle belirlenmistir. Cizelge 3.14.1.°de
destek maddelerine immobilize olan Novozyme 388 enziminin protein analiz sonuglar
Cizelge 3.14.2.°de ise Lipozyme TL-100L enziminin protein analiz sonuglar

verilmistir.

Cizelge 3.14.1. Destek maddelerine immobilize olan Novozyme 388 enziminin protein
analiz sonuglar

Fiziksel immobilizasyon metodu Kimyasal immobilizasyon metodu
(Adsorpsiyon) (Kovalent baglama)
- . . immobilizasyon - . . immobilizasyon

. Immobilize enzim .. Immobilize enzim ..

Destek maddesi (mg/e-destek) verimi (mg/g-destek) verimi
ele (%) e (%)

1. STR-DVB 10.96 29.22 0.99 11.65
2. STR-DVB-GA - - 1.77 26.21
3. STR-DVB-PGA - - 4.19 36.99
4. Celite 545 1.54 11.69 10.11 33.72
5. Silikajel 3.10 13.77 1.71 6.19

(STR-DVB): Stiren-divinilbenzen , (GA):

Gluturaldehit, (PGA): Poliglutaraldehit.
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Cizelge 3.14.2. Destek maddelerine immobilize olan Lipozyme TL-100L enziminin
protein analiz sonuglari

Fiziksel immobilizasyon metodu Kimyasal immobilizasyon metodu
(Adsorpsiyon) (Kovalent baglama)
- . . immobilizasyon - . . immobilizasyon
. Immobilize enzim - Immobilize enzim ..
Destek maddesi (mg/e-destek) verimi (mg/g-destek) verimi
g/g (%) &8 (%)

1. STR-DVB 11.56 30.11 4.79 23.70
2. STR-DVB-GA - - 5.04 26.48
3. STR-DVB-PGA - - 5.81 34.66
4. Celite 545 4.61 13.80 21.20 55.27
5. Silikajel 6.32 18.66 7.93 16.12

(STR-DVB): Stiren-divinilbenzen , (GA): Gluturaldehit, (PGA): Poliglutaraldehit.

Cizelge 3.14.1.ve Cizelge 3.14.2. incelendiginde Novozyme 388 enziminin en
fazla fiziksel immobilizasyon metodu ile STR-DVB destek maddesine tutundugu (10.96
mg/g-destek) onu kimyasal immobilizasyon yontemiyle Celite 545°in izledigi (10.11
mg/g-destek) goriilmiistiir. Ayni enzimin immobilizasyon verimlerine bakildiginda en
yiiksek verim kimyasal immobilizasyon metodu ile STR-DVB-PGA destek maddesinde
(% 36.99) goriilmiis onu yine kimyasal immobilizasyon yontemi ile Celite 545 (%
33.72) takip etmistir. Ayni degerlendirme Lipozyme TL-100L enzimi i¢in yapildiginda
destek maddesine en ¢ok tutunma gram destek basma 21.20 mg protein ile Celite
545°de kimyasal tutunma metoduyla gerceklesmistir. STR-DVB destek maddesi gram
destek basma 11.56 mg proteini fiziksel metotla immobilize ederek ikinci sirayi
almistir. Lipozyme TL-100L enziminin immobilizasyon verimlerine bakildiginda en

yiiksek verim kimyasal immobilizasyon metodu ile Celite 545 destek maddesinde (%
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55.27) goriilmiis onu yine kimyasal immobilizasyon yontemi ile STR-DVB-PGA (%
34.66) takip etmistir.

Cizelge 3.14.1.ve Cizelge 3.14.2. degerlendirildiginde destek maddelerinin
yapisina glutaraldehit ve poliglutaraldehit girdiginde (kovalent immobilizasyon) destek
iizerine tutunan enzim miktari her iki lipaz enzimi “Lipozyme TL-100L ve Novozyme
388 iginde artis gosterirken enzim aktivitelerinde (Cizelge 3.15.1. ve Cizelge 3.15.2.)
bir miktar diistis gézlenmektedir. Bu sonug¢ ortamda bulunan fazla miktardaki enzimin
birbirine baglanarak (protein-protein etkilesimi) lipaz enziminin aktif merkezini inaktive
etmesinden kaynaklanmaktadir. Bu nedenle destek maddesi iizerine asir1 enzim

yiiklemesi yapilmamalidir.

3.15. Enzim Aktivite Analiz Sonuc¢lar

Calismamizda iki farkli serbest lipaz enzimi “Lipozyme TL-100L ve Novozyme
388“ bes farkli destek maddesine “‘stiren-divinilbenzen (STR-DVB), stiren-
divinilbenzen-glutaraldehit (STR-DVB-GA), stiren-divinilbenzen-poliglutaraldehit
(STR-DVB-PGA), celite 545 ve silikajel” adsorbsiyon ve kovalent baglama olmak
tizere iki farkli metotla immobilize edilmistir. Destek maddelerine immobilize olan
lipaz enzimlerinin aktiviteleri spetrofotometrik metotla belirlenmistir. (Winkler ve
Stuckman, 2003). Novozyme 388 ve Lipozyme TL 100L enzimlerinin bes farkli destek
maddesine adsorpsiyon ve kovalent baglama metotlariyla immobilize edilmesinden
sonra Olgiilen aktivite degerleri srasiyla Cizelge 3.15.1. ve Cizelge 3.15.2.°de
gOsterilmistir.

Cizelge 3.15.1.ve Cizelge 3.15.2. incelendiginde Novozyme 388 enzimi en
yilksek aktiviteyi gram destek basina 29.63 U ile fiziksel immobilizasyon metoduyla
Celite 545°e tutundugunda gostermistir. Enzim aktivitesi mg lipaz basina U (iinite)
olarak (spesifik aktivite) incelendiginde 20.50 U/mg-protein degeri ile kimyasal

immobilizasyon metoduyla STR-DVB destek maddesi one ¢ikmistir.
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Cizelge 3.15.1.  Destek maddelerine immobilize olan Novozyme 388 enziminin

aktivite analiz sonuglari

Fiziksel immobilizasyon metodu Kimyasal immobilizasyon metodu
(Adsorpsiyon) (Kovalent baglama)
. Lipaz aktivitesi Spe.s1.f1k Lipaz aktivitesi Spe.51.f1k
Destek maddesi (Ulg-destek) aktivite (Ulg-destek) aktivite
& (U/mg-protein) & (U/mg-protein)
1. STR-DVB 20.73 1.89 20.29 20.50
2. STR-DVB-GA - - 18.28 10.33
3. STR-DVB-PGA - - 17.69 422
4. Celite 545 29.63 19.24 20.80 2.06
5. Silikajel 8.64 2.79 8.87 5.19

(STR-DVB): Stiren-divinilbenzen , (GA): Gluturaldehit, (PGA): Poliglutaraldehit.

Cizelge 3.15.2. Destek maddelerine immobilize olan Lipozyme TL 100L enziminin

aktivite analiz sonuglari

Fiziksel immobilizasyon metodu Kimyasal immobilizasyon metodu
(Adsorpsiyon) (Kovalent baglama)
. Lipaz aktivitesi Sp e.SI.ﬁk Lipaz aktivitesi Sp e.SI.ﬁk
Destek maddesi (Ulg-destek) aktivite (Ulg-destek) aktivite
& (U/mg-protein) & (U/mg-protein)

1. STR-DVB 28.32 245 22.20 4.64
2. STR-DVB-GA - - 19.37 3.84
3. STR-DVB-PGA - - 17.54 3.02
4. Celite 545 26.77 5.81 20.09 0.95
5. Silikajel 8.52 1.35 5.85 0.74

(STR-DVB): Stiren-divinilbenzen , (GA): Gluturaldehit, (PGA): Poliglutaraldehit.
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Ayni degerlendirme Lipozyme TL 100L enzimi i¢in yapildiginda en yiiksek
aktivite gram destek basina 28.32 U ile yine fiziksel immobilizasyon metoduyla STR-
DVB’e tutunma sonucu gozlenmistir. Enzimin spesifik aktivitesi dikkate alindiginda
ise 5.81 U/mg-protein degeri ile en yiiksek aktivite yine fiziksel immobilizasyon
metoduyla Celite 545°e tutunma sonucu goézlenmistir.

Cizelge 3.15.1.ve Cizelge 3.15.2. degerlendirildiginde destek maddeleri tizerine
fiziksel immobilizasyon (adsorpsiyon) metoduyla tutunan lipaz enzimlerinin “Lipozyme
TL-100L ve Novozyme 388“ aktivitelerinin kimyasal immobilizasyon (kovalent
baglama) metoduyla tutunan lipaz enzimlerinden daha yiiksek oldugu goriilmektedir.
Bu sonug glutaraldehit aktivasyonu ile destege kovalent olarak tutunan enzimlerin daha
siki baglandigin1 ve hareket alanmin daraldigini, destege adsorpsiyonla tutunan
lipazlarin ise daha esnek baglandigin1 ve daha serbest hareket alanina sahip oldugunu
gostermektedir. Diger taraftan destek maddelerine farkli metotlarla baglanan enzimlerin
tekrar kullanim sayilar1 incelendiginde (Sekil 3.7.2., Sekil 3.7.3. ve Sekil 3.7.4.) destek
maddelerine esnek baglanan (adsorpsiyon) lipaz enzimlerinin aktivitelerini 5 tekrar
kullanimda kaybederken, destek maddeleri iizerine daha siki baglanan (kovalent
baglama) lipazlarin ise 10 tekrar sonucu dahi 6nemli bir aktivite kayb1 gdstermedigi

gbzlenmistir.
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3.16. ince Tabaka Kromatografisi (TLC) Analiz Sonuclari

Calismamizda biyodizel Orneklerinin GC analizi 6ncesi ester doniisiim
verimlerinin tahmin edilmesi amaciyla ince tabaka kromatografisi metodu
kullanilmistir. Bu amagla sentezlenen biyodizel ornekleri bélim 2.2.8.°de anlatilan
yontem ile standart biyodizel 6rnegi ile karsilastiriimistir. Sekil 3.16.1.°de TL 100L ve
N 388 enzimleriyle sentezlenen biyodizel drneklerinin standart biyodizel rnegiyle TLC

metodu kullanilarak karsilastirilmasi gosterilmistir.

YAME

TG

SYA

12vel3DG

MG

Standart TL 100L IV 388

Sekil 3.16.1. TL 100L ve N 388 enzimleriyle sentezlenen biyodizel drneklerinin TLC
analiz sonuglart (YAME: Yag asidi metil esteri; TG: Trigliserid; SYA: Serbest yag
asidi; DG: Digliserid; MG: Monogliserid)
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3.17. Biyodizel Gaz Kromatografisi Analiz Sonuclar:

Stiren-divinilbenzen (STR-DVB), stiren-divinilbenzen-glutaraldehit (STR-DVB-
GA), stiren-divinilbenzen-poliglutaraldehit (STR-DVB-PGA), celite 545 ve silikajel
destek maddelerine Lipozyme TL-100L and Novozyme 388 enzimlerinin farkh
immobilizasyon metotlar kullanilarak tutturulmasiyla hazirlanan drnekler ile biyodizel
tiretilmistir. Sekil 3.17.1.°de Stiren-divinilbenzen-poliglutaraldehit (STR-DVB-PGA)
destek maddesine tutturulan Lipozyme TL-100L enzimi ile sentezlenen biyodizel drnegi

gOsterilmistir.

Biyodizel

Gliserin

Sekil 3.17.1. Stiren-divinilbenzen-poliglutaraldeh (TR-DVB-PGA) destek maddesine

tutturulan Lipozyme TL-100L enzimi ile sentezlenen biyodizel drnegi.
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Farkli enzim ve destek maddeleri kullanilarak tiretilen biyodizel 6rneklerinin GC analiz
sonuglar1 Cizelge 3.17.1., Cizelge 3.17.2., Cizelge 3.17.3. ve Cizelge 3.17.4.°de

verilmistir.

Cizelge 3.17.1. Stiren-divinilbenzen (STR-DVB) destek maddesine immobilize olan TL

100L ve N 388 enzimleriyle sentezlenen biyodizelin GC analiz sonuglari

Immobilizasyon Fiziksel immobilizasyon metodu Kimyasal immobilizasyon metodu
metodu (Adsorpsiyon) (Kovalent baglama)
Destek maddesi Stiren-divinilbenzen (STR-DVB) Stiren-divinilbenzen (STR-DVB)
%) TL 100L N 388 TL 100L N 388
7 Enzimi Enzimi Enzimi Enzimi
Serbest yag asidi 3,01 3.74 1.07 2.50
Monogliserid 0.32 4.58 17.99 2.46
Digliserid 0.28 11.86 2.28 10.15
Trigliserid 0.02 11.49 0.08 12.12
Ester 96.37 68.33 78.58 72.77

Cizelge 3.17.2. Stiren-divinilbenzen-poliglutaraldehit (STR-DVB-PGA) destek
maddesine immobilize olan TL 100L ve N 388 enzimleriyle sentezlenen biyodizelin GC
analiz sonuglari

Immobilizasyon Kimyasal immobilizasyon metodu
metodu (Kovalent baglama)
Destek maddesi Stiren-divinilbenzen-glutaraldehit Stiren-divinilbenzen-poliglutaraldehit
(STR-DVB-GA) (STR-DVB-PGA)
%) TL 100L N 388 TL 100L N 388
’ Enzimi Enzimi Enzimi Enzimi
Serbest yag asidi 2.98 0.79 6.61 1.77
Monogliserid 3.5 1.5 3.81 3.70
Digliserid 1.08 4.65 3.24 4.88
Trigliserid 0.03 9.91 1.65 8.80
Ester 92.41 83.15 84.69 80.85
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Cizelge 3.17.3. Silikajel destek maddesine immobilize olan TL 100L ve N 388
enzimleriyle sentezlenen biyodizelin GC analiz sonuglari

Immobilizasyon Fiziksel immobilizasyon metodu Kimyasal immobilizasyon metodu
metodu (Adsorpsiyon) (Kovalent baglama)
Destek maddesi Silikajel Silikajel
(%) TL 100L N 388 TL 100L N 388
? Enzimi Enzimi Enzimi Enzimi
Serbest yag asidi 3.75 2.19 3.09 1.56
Monogliserid 17.25 11.26 8.24 0.29
Digliserid 3.90 14.88 10.78 4.04
Trigliserid 0.23 4.62 5.63 11.81
Ester 74.87 67.05 72.26 82.30

Cizelge 3.17.4. Celite 545 destek maddesine immobilize olan TL 100L ve N 388

enzimleriyle sentezlenen biyodizelin GC analiz sonuglar

immobilizasyon Fiziksel immobilizasyon metodu Kimyasal immobilizasyon metodu
metodu (Adsorpsiyon) (Kovalent baglama)
Destek maddesi Celite 545 Celite 545
%) TL 100L N 388 TL 100L N 388
7 Enzimi Enzimi Enzimi Enzimi
Serbest yag asidi 1.32 2.52 1.98 1.16
Monogliserid 15.10 6.01 0.30 2.62
Digliserid 2.82 8.90 0.21 2.45
Trigliserid 0.11 7.26 0.25 4.92
Ester 80.65 75.31 97.26 88.85
Cizelge 3.17.1., Cizelge 3.17.2., Cizelge 3.17.3. ve Cizelge 3.17.4.

incelendiginde kimyasal immobilizasyon yonteminde Celite 545 destek maddesine en
yiiksek immobilizasyon verimiyle (%55.27) tutunan TL 100L lipaz enzimi ile en yiiksek

ester verimi (%97.26) elde edilmistir. Fiziksel immobilizasyon yontemi

degerlendirildiginde ise STR-DVB destek maddesine en yiiksek immobilizasyon
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verimiyle (%30.11) tutunan TL 100L lipaz enziminin kullanildig1 transesterlesme
reaksiyonundan yine en yiiksek ester verimi (%96.37) elde edilmistir. Celite 545 ve
silikajel destek maddelerine immobilize olan TL 100L ve N 388 enzimleri
incelendiginde genel olarak destege kovalent baglanan lipazlarin ester verimlerinin
adsorpsiyonla baglananlardan daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Ayrica lipazlarm
tekrar kullanilabilirlikleri incelendiginde (Sekil 3.7.2., Sekil 3.7.3. ve Sekil 3.7.4.) yine

destege kovalent baglanan lipazlar 6ne ¢ikmaktadir.
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4. SONUC

Gilintimiizde fosil kokenli enerji kaynaklarinm azalmasi, ¢evre kirliligi, kiiresel
isinma ve diinyadaki enerji ihtiyacinin hizla artmasi gibi nedenlerle tim diinyada
alternatif enerji kaynaklaria dogru hizh bir yonelis s6z konusudur. Son yillarda bitkisel
ve hayvansal kaynakli yaglardan elde edilen, ¢evreye zarar vermeyen ve yenilenebilir
kaynaklardan tiretilen biyodizel, petrol kokenli dizel yakitlara en 6nemli alternatif enerji
kaynag1 olmustur.

Biyodizel iiretiminde farkli yontemler kullanilmasina ragmen son yillarda 1liml
reaksiyon kosullarina izin vermesi, saflastirma islemi gerekmeksizin gliserin geri
kazanimi saglamasi, geride kimyasal artik tiriin olusturmamasi, uygun destek lizerine
tutturularak defalarca kullanilabilmesi ve daha saf ester olusturmasi gibi avantajlari
nedeniyle biyodizel iiretiminde lipaz enzimlerinin kullanilmasi1 6nemli hale gelmistir.

Calismamizda EN14214 biyodizel standartlarini saglayan, tiretim maliyeti diisiik
ve en Onemlisi endiistriyel alanda uygulanabilir biyodizel tretilmistir. Bu amacla
gelistirilen deney diizenegiyle reaksiyon sirasinda yan iiriin olarak elde edilen gliserin
ayri bir bélmede toplanarak literatiirde fazlaca rapor edilen gliserinin lipaz enzimini
inhibe etme oOzelligi engellenmistir. Ayrica uygun biyodizel iiretim kosullar
gelistirilerek %97,2 ester doniisiimii elde edilmistir.

Cahigmamiz iki ana boliimden olugmustur. i1k boliimde ticari olarak iiretilen
hazir immobilize enzimler kullanilmis ve uygun biyodizel tretim kosullar1 (yag
agirhiginin (%4-%21)’ i oraninda enzim, (1:1,6-1:4,1) yag-alkol molar orani, (34°C-
55°C) reaksiyon sicakhgir ve (4-6) saat reaksiyon siiresi) kemometrik optimizasyon
teknikleriyle ve ANOVA analizi ile belirlenmistir. Ayrica alkol tiiriiniin, reaksiyon
ortamindaki suyun, reaksiyon ortamindaki organik solventin, reaksiyon ortamina adim
adim metanol eklenmesinin, immobilize enzimlerin tekrar kullanilmasinin ve enzim
karigimi kullanilarak biyodizel iiretilmesinin ester verimine etkileri incelenmistir. ikinci
boliimde ise TL 100L ve N 388 serbest lipaz enzimleri sentezlenen (STR-DVB; STR-
DVB-GA ve STR-DVB-PGA) veya hazir alinan (Celite 545 ve silikajel) destek
maddelerine farkli immobilizasyon metotlar1 kullanilarak tutturulmus ve gelistirilen
deney diizenegiyle %97 verimle biyodizel iiretilmistir. Mikro gozenekli polimer destek

maddesi {izerine tutturulan lipaz enzimleri 10 kez kullanilmasina ragmen 6nemli bir
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aktivite kayb1 gostermemistir. Bunun yaninda enzimler protein ve aktivite analizleriyle,
destek maddeleri SEM ve FTIR analizleriyle, sentezlenen biyodizel yakitlar ise GC ve
TLC analizleriyle incelenmistir.

Calismamizda sentezlenen stiren-divinilbenzen polimerinin saglam, kararli,
mikrobiyal ataklara kars1 direngli ve hidrofobik 6zellikte olmasi hem gliserinin enzimi
inhibe etme olasih@mi diisiirmekte hemde endiistriyel alanda uygulanabilir olma
ihtimalini artirmaktadir.

Sonug olarak; enzimatik transesterlesme yontemiyle TSEN 14214 standartlarim
saglayan biyodizel iiretilmesi amaciyla uygun destek maddeleri sentezlenmis, serbest
lipaz enzimleri hazir ve sentezlenen destek maddelerine basariyla tutturularak tekrar
kullanilabilirligi saglanmis ve gelistirilen deney diizenegi ile yiiksek ester igerigine
sahip katalizor kalintilar1  icermeyen biyodizel sentezlenmistir. Enzimatik
transesterlesme metoduyla biyodizel {retilmesi amaciyla gelistirilen yontemlerin

ilerideki ¢alismalarla endiistriyel boyutlarda uygulanmaya baslayacagi kanisindayiz.
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