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ONSOZ ve TESEKKUR

Glin gectikce yakit ihtiyacinin arttigi gibi petrol rezervlerinin de kurumaya yiiz
tuttugu giliniimiizde gittikge de ¢evrenin kirlenmesi nedeniyle diinya c¢apinda
giindeme gelen alternatif ve yenilenebilir yakit arastirmalari, biyodizel iizerinde
odaklanmistir. Ozellikle Avrupa Birligi’nin 2005 yilinda, petrol kokenli dizel yakitin
biyodizel ile karistirilarak kullanimini zorunlu hale getirdigini agiklamasindan sonra
onemi daha da yiikselen biyodizel, iilkemiz i¢in de gelecegi parlak bir alternatif dizel
yakit haline gelmistir.

Bu calismada biyodizelin lipaz katalizorliigiinde iiretiminde, bugiine kadar farkli bir
arastirma olarak lipazin hidrotalsit ve dort farkli tip zeolit iizerine tutuklanmig
formlari, farkli reaksiyon sicakliklarinda denenmis vesonugta metil ester
dontistimleri karsilastirilmistir.

Bu caligmanin, iilkemizde giin gectikge dneminin arttig1 biyodizel hakkinda yapilan
calismalara bir 151k tutmasini dilerim. Caligmalarim boyunca benden bilgisini ve
sabrini esirgemeyen tez danismamim Saym Prof. Dr. A. Nilgiin AKIN’a (KO.U.
Miih.Fak.) ve destekleri i¢in Sayin Prof. Dr. Dilek KAZAN ve Prof. Dr. A.Alp
SAYAR’a (Marm.U.Miih.Fak.), laboratuar calismalarinda yardimlarimi esirgemeyen
Ars.Gor. Meltem YILDIZ (KO.U.Miih.Fak.) ve Tekns. Siileyman ARSU
(Marm.U.Miih.Fak.) ile bugiine kadar almis oldugum egitimde pay1 bulunan, beni
yetistiren degerli hocalarima ve her zaman yanimda olarak bana yiireklerini ve
sevgilerini veren ve bugiinlere gelmemin sebebi olan anneme, babama, kardesim
Fulya’ya ve her zaman yanimda olan Zeynel Abidin YILMAZ’a sonsuz
tesekkiirlerimi sunarim.

Bu tez canim AILEME ithaf olunmustur.

Kimya Miih. Funda YAGIZ
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HIDROTALSIT VE ZEOLIT UZERINE TUTUKLANMIS LIPAZ iLE
YEMEKLIK ATIK YAGLARDAN BiYODiZEL URETIiMi

Funda YAGIZ

Anahtar Kelimeler: Biyodizel, Lipaz, Enzim tutuklanmasi, Transesterifikasyon,
Hidrotalsit hazirlama, Metil ester.

Ozet: Bu calismada transesterifikasyon reaksiyonunda kullanilan lipazin
tutuklanmasi i¢in hidrotalsit ve dort ayri ¢esit zeolit (13-x, SA, FM-8 ve AW-300)
denenmistir ve hidrotalsitin zeolitlere gére daha etkin oldugu goriilmiistiir. Elde
edilen sonuglara gore en iyi adsorplanan protein miktart (Py), 13 mg/g ile
hidrotalsitin 4°C’deki tutuklanmasi sonucu elde edilmistir. Bu miktar, zeolitlerde 9
mg/g olan miktara gore daha yiiksektir ve en yiiksek tutuklanma verimi hidrotalsitte
%095,8 iken, zeolit cesitlerinde bu verim sadece %56,1’dir. Dolayisiyla, lipaz
tutuklanmasi icin hidrotalsit kullanilmasinin daha verimli oldugu soylenebilir.

Biyodizel iiretiminde ise 24°C’de, Lipozyme-TL IM serbest enziminin hidrotalsit
izerine tutuklanmis formu kullanildiginda 105 saatte %92,8 metil ester doniisiimii
elde edilirken, ayn1 tepkime kosullarinda zeolit-FMS iizerine tutuklanmis lipaz ile hig
donilisim gozlenmemistir. Enzimin etkinlik géstermemesinin nedeni, zeolit lizerine
tutuklanma sirasinda enzimin etkin bolgesinin bloklanmasi olarak aciklanabilir.
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BIODIESEL PRODUCTION FROM WASTE OILS BY USING LIPASE
IMMOBILIZED ON HYDROTALCITE AND ZEOLITES

Funda YAGIZ

Keywords: Biodiesel, Lipase, Enzyme immobilization, Transesterification,
Hydrotalcite preparation, Methyl ester.

Abstract: In this work hydrotalcite and four different type of zeolites (13-x, 5A,
FM8 ve AW-300) wereused as lipase immobilization metarial for using in
transesterification. And it was found that hydrotalcite is more efficient than zeolites
studied. According to the results, the maximum amount of protein adsorbed (P,) was
found at 4°C on hydrotalcite 13 mg/g was higher than that of zeolite as 9 mg/g. The
maximum immobilization efficiencies are 95.8% for hydrotalcite and only 56.1% for
zeolite types. Thus, hydrotalcite is more suitable for lipase immobilization.

In production of biodiesel at 24°C after 105 hours it was found that Lipozyme-TL IM
immobilized on hidrotalcite gave a 92.8 % conversion, and enzymes immobilized on
zeolite FM-8 did not show significant conversion at the same reaction conditions.
This inactivity of this biocatalyts may be caused from blocking of lipase active sites
during lipase immobilization process.
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BOLUM.1. GIRiS

En son istatistiksel degerlendirmelerle, yeryiiziindeki petroliin 38 yil, dogalgazin 59
yil, komiiriin ise 227 yil daha rezerv kullanim siiresinin kaldigi agiklanmustir.
1973’teki petrol krizi ve sonraki yillarda giindeme gelen sera etkisi ve CO; sorunu,

insanoglunun alternatif enerji kaynagi arayisini hizlandirmistir.

Hava kirliliginin, sinirlar1 belirlenen limitleri astiginda kanser gibi 6nemli ve tehlikeli
hastaliklara yol agmasi ve dolayisiyla oldiirlicii olmasi1 gelinebilecek en kritik
noktadir. Fosil kdkenli yakitlarin, tiretimleri ve kullanimlar1 sirasinda c¢evreye
yaydiklar1 goz ardi edilemeyecek diizeylerdeki CO,, SO, ve NOyx gibi zararli ve
toksik gazlar nedeniyle hem insan sagligma hem de c¢evreye zarar verdikleri
tartisilmaz bir gergektir ve global olarak tehlikeli gelismelere sebep olacak dnemli bir
durum olan kiiresel 1sinmaya etki paylari %60°dir. Bu durumun buzullarin erimesi,
okyanuslarin ylikselmesi, sel baskinlar1 ve ¢ollesme gibi ciddi sorunlar doguracak
iklim degisikliklerine yol agmasinin beklendigi Cevre ve Orman Bakanlig1 tarafindan
aciklanmistir. En son yapilan bilgisayar modelleme calismalarina gore kiiresel
sicakliklarin bu yilizyilin ortalarinda 2-5°C artacagi tahmin edilmektedir (Duygu
2004). Kiiresel 1sinmanin deniz seviyesi yiikselmelerine sebep olacagi gibi yagis
miktarlari etkileyerek ciddi boyutlarda iklim degisikliklerine ve kuraklagmaya da

etkisinin olacagi asikardir.

Yasam standartlarinin geliserek niifusun artmasi ve sanayilesmenin gelismesine bagh
olarak artan motorlu ara¢ kullanim1 da tasit egzozundan kaynaklanan ciddi boyutlara
cikabilecek cevre kirliligini beraberinde getirir. Nitekim atmosferdeki toplam CO,
emisyonunun % 93’1, SO, nin %1°1 ve NOy’lerin %39’u tasit kaynaklidir (Ciniviz ve
dig. 2001). Diinya otomotiv sanayisinin de hizla gelismesi ve petrol {iriinlerine olan
talebin artmasi ¢evre kirliliginin de siirekli artmasina neden olmaktadir. Tiim bu
nedenlerden 6tiirii “Biyokiitle”, alternatif enerji kaynagi olarak 6n plana ¢ikan

yenilenebilir enerji kaynaklari i¢inde en biiyiik potansiyel sahibi olanidir.



Ana bilesenini karbonhidrat bilesiklerinin olusturdugu bitkisel ve hayvansal kaynakli
her ¢esit madde “Biyokiitle Enerji Kaynag1”, ve bunlardan elde edilen enerji ise
“Biyokiitle Enerjisi” ad1 ile tanimlanmaktadir. Aygicegi, soya, kanola gibi yagh
tohum bitkileri; bugday, misir, patates gibi karbonhidrat bitkileri; keten, kenevir,
sorgum, kenaf gibi elyaf bitkileri; fasulye, bezelye gibi protein bitkileri; odun olarak
cesitli agaclar; dal, kabuk, sap, saman gibi bitkisel atiklar, sehirsel ve endiistriyel
atiklar biyokiitlesel enerji kaynagi olarak degerlendirilmektedir. Biyokiitle kokenli en
onemli alternatif enerji kaynagi ise Biyomotorin ve Biyoyakit olarak da adlandirilan

Biyodizel’dir (Karaosmanoglu 2002).

Ik olarak 1895°’te Dr. Rudolf Diesel’in yerfistif1 yag kullanarak dizel yakit elde
etmesiyle (Fangruive dig. 1999) giindeme gelen biyodizel yakitin 1990’lardan
itibaren diinyada kullanimi yayginlasmaya baglamistir. Bugiin ABD ve AB {ilkeleri
ile Malezya’da iiretimi ve kullanimi 6nemli miktarlara ulasan biyodizelin fosil
yakitlardan elde edilen {iiriinlere gore ¢esitli avantajlar1 vardir. Biyodizel toksik
ozellikler icermez, yenilenebilir, diisiik emisyon profili verir ve ¢gevreye zarar1 yok
denecek kadar azdir (Krawczyk 1996). Biyodizel iiretiminde hammadde olarak atik
yaglarin kullanilmasi ise, hem g¢evre sorunlarinin azaltilmasimi hem de {tretim
maliyetinin diisiiriilmesini saglamaktadir. Ayrica biyodizel kullaniminin, kilogram
basina 0,85 kg petrol iirtinii yakit kullanimini azaltmasi agisindan da biiyiik 6nem

tagimaktadir (Korbitz 1999).

Bu c¢alismada yenilenebilir enerji kaynaklarindan elde edilen bir iiriin olan
biyodizelin diinyada ve iilkemizdeki iiretimi ile enerji verimliligi agisindan avantajl
bir siire¢ olan lipaz enzimi katalizorliigiindeki iiretiminde hidrotalsit ve zeolit gibi
tasiyict malzemenin tiizerine lipaz enziminin tutuklanarak kullanilmasi hakkinda

bilgiler sunulmaktadir.

Boliim 2°de bitkisel yag cesitleri ve 0zellikleri hakkinda bilgi verilmektedir. Boliim
3’te ise, bitkisel yaglardan biyodizel iiretimi ve biyodizelin diinyada ve Tiirkiye’de

kullanimu ile ilgili teorik bilgiler derlenmistir.



Bolim 4, biyodizel ve petrol kokenli dizel yakitlarin ozellikleri hakkinda
karsilagtirmali olarak bilgi vermektedir. Boliim 5°te ise, yapilan deneysel calismada

kullanilan malzemeler, deney diizenekleri ve yontemler anlatilmaktadir.

Boliim 6°da lipaz enziminin hidrotalsit ve zeolit malzemeleri {izerine tutuklanma
kosullarimin inceleme sonuglart ve biyodizel liretimindeki performansi tartigilmistir.
Boliim 7 ise, ¢alismada elde edilen sonuglarin 1s181inda gelecek ¢alismalar i¢in uygun

olabilcek Onerileri igermektedir.



BOLUM.2. BITKIiSEL YAG CESITLERI VE OZELLIiKLERIi

Bitkisel yaglardan ve ayrica hayvansal yaglardan “transesterifikasyon” olarak bilinen
ve diger adi1 “alkoliz” olan ester degisimi tepkimesi ile biyodizel elde edilmektedir.
Biyodizelin ne oldugunu ve kimyasal yapisini tam olarak anlayabilmek igin, ester
degisimi (transesterifikasyon) tepkimesinde tepken olarak tepkimeye giren yaglarin
temel Ozelliklerini ve kimyasal yapisini bilmemiz gerekir. Yaglarla ilgili gereken

bilgiler asagidaki bagliklar altinda anlatilmaktadir.

2.1. Bitkisel Yag Cesitleri ve Biyodizel Uretiminde Kullanim

Diinyada yaklasik 323 milyon ton iiretilen yaglh tohum bitkilerinden yag tiretimi
yapilmaktadir. Soya fasulyesi 182,4 milyon ton ile ilk sirada yer almaktadir. 36,5
milyon ton ile pamuk yagi ve 36,4 milyon ton ile kolza yag1 ise ikinci ve iligiincli
sirada yer almaktadirlar. Dordiincii sirada 33,7 milyon ton ile yerfisti§1 ve besinci

sirada ise 21,3 milyon ton ile ay¢icegi yer almaktadir (Yosmaoglu 2002 a).

Yiiksek protein iceren soya bitkisi, yaklasik %20 oraninda yag igerir. Diinyada cesitli
iklimlerde ve ydrelerde 2500°den fazla soyabitkisi c¢esidi yetistirilmektedir.
Amerika’da iiretilen biyodizelin biiytlik bir kismi saf soya yagindan veya kullanilmis
soya kizartma yagindan elde edilir. Ancak yag iceriginin az olmasi nedeniyle yag
tiretimi i¢in pek verimli bir bitki degildir. Soya yag1 iiretiminde 2002 yili verilerine
gore ilk siray1 8,51 milyon ton ile Amerika almaktadir. Sonra sirasiyla 4,45 ve 3,27
milyon ton ile Brezilya ve A.B. iilkeleri yer alir. Ulkemizde ise, en genis soya ekimi
yapilan alanlar % 90 oran ile Cukurova Boélgesi’nde yer almaktadir (Yosmaoglu

2002 b).

Yag elde edilen diger bir bitki ise, ay¢icegidir. Tohumlar1 %40-50 oraninda yag
icerir ve lilkemizde iiretilen bitkisel yaglarin %65°1 ay¢iceginden elde edilmektedir.

Aycicegi tarimi, I¢ Anadolu, Ege, Trakya ve Marmara Bélgelerinde yapilmaktadur.



Diinyada ise aygigegi iiretiminde ilk ii¢ sirada sirasiyla Amerika, Rusya ve A.B.

iilkeleri yer almaktadir (Yosmaoglu 2002 a).

Bugday ve piringten sonra en énemli tahil olan misir bitkisi, etanol ve bitkisel yag
yakit1 tiretiminde kullanilan en 6nemli bitkilerden biridir. Diinyada misir tiretiminde

ilk ii¢c sirada A.B. iilkeleri, Romanya ve Meksika yer almaktadir (Tickell 2000).

Amerika’da kanola ve Avrupa’da kolza olarak bilinen bu bitki, tohumlarinda %38-50
oraninda yag icerir. Bir doniim kolza tohumundan 90-175 litre yag iiretilebilecek
kadar verimlidir. Diinyada yaklasik 220 milyon hektarda tarimi yapilan kolza
bitkisinin anavatan1 Anadolu’dur. Ulkemiz topraklarinda ¢ok yaygin rastlanan hardal
bitkisi, kolzanin yabani formudur. Insan saghig1 icin zararl olan eriisik asit igeriginin
%35 smirin astigi, 1977 yilinda Saghik Bakanligi kontrollerinde tespit edilmesinden
sonra tarimina yasak getirilmis olup, arastirmalar sonucu eriisik asitten arindirilmig
yeni kolza cesitlerinin tarimi lilkemizde hala yapilmaktadir (Tickell 2000, Cildir
2003).

Bu yaglarin dizel motorunda herhangi bir modifikasyona gerek duyulmadan yakit
olarak kullanilabilmesi icin, petrol kokenli dizel yakitina benzer 6zelliklere sahip bir
yakita doniistiiriilmeleri gerekmektedir. Yaglarin dizel yakita doniistliriilmesinde

kullanilan en yaygin yontem, ester degisimi tepkimesidir.

Biyodizel iiretimi igin gergeklestirilen ester degisimi tepkimesinde soya, kanola,
findik, ay¢icegi gibi bitkisel yaglar kullanildig: gibi hayvansal yaglar ve hatta atik
yemeklik yaglar dahi kullanilabilir.

2.2. Bitkisel Yaglarin Cesitleri, Kimyasal Yapi ve Ozellikleri

2.2.1. Bitkisel yaglarin kimyasal bilesimi

Gerek hayvansal yaglar gerekse bitkisel yaglar, yag asitleriningliserol ile

olusturduklar1 oldukca kompleks esterlerdir. Bu esterlere “gliserid” adi verilir.

Bitkisel yaglarin kimyasal bileseni Sekil 2.1°de goriildiigii gibi, ester baglariyla



birbirine baglanmis olan gliserol ve ili¢c yag asidinden olugan trigliseridlerden

meydana gelir.

Gliserol

3 Yag Asidi Trigliserid

Sekil 2.1. Bitkisel yaglarin kimyasal yapisini olusturan trigliserid molekiilii.

Yag molekiiliinii olusturan bu trigliseridler, yapilarinda kiitlesel oranda yaklasik %10
kadar oksijen igerirler. %90-98 oraninda trigliserid, %2-5 oraninda da di- ve mono-
gliserid (bkz. Sekil 2.2) bitkisel yaglarin igerigini olusturmaktadir (Srivastava ve
Prasad 1999). Gliseroliin bir alkol grubu bir molekiil yag asidi ile esterleserek
monogliseridi, iki alkol grubu iki yag asidi ile esterleserek digliseridi, li¢ alkol grubu
iic yag asidi ile esterleserek trigliseridi meydana getirir (bkz. Sekil 2.2).
Trigliseridlerde gliseroliin polar hidroksil gruplari ile yag asitlerinin polar karboksilat
gruplar1 ester baglar1 ile baglanmis oldugundan, trigliseridler esas olarak suda
¢Ozlinmeyen apolar, hidrofobik molekiillerdir. Bu nedenle yag-su karisimi, iki faz
olusturur; yaglar sudan daha diisiik yogunluklu oldugundan, yag su fazi iizerinde
yiizer. Trigliseridlerin zincir uzunlugu, kendisini olusturan yag asidinin zincir
uzunluguna gore degisir. Yag asitleri, Sekil 2.3’te bir 6rnegi verildigi gibi, zincirin
sonunda karboksil grubu (-COOH) bulunan R-COOH formunda bir hidrokarbon

zinciridir.



Bir yag asidinin yapisinda ne kadar az cift bag varsa, o kadar doymus yag asidi
demektir. Doymus yag asitlerinde yag asidi zincirini teskil eden karbonlarin zincir
haricinde olan baglarmim hepsi hidrojenle baglanmistir. Doymus yaglar et
iriinlerinde, tam yagli mandira {iriinlerinde (peynir, siit ve dondurma gibi), kiimes
hayvanlarinin derisinde ve yumurta sarisinda bulunur. Hindistan cevizi, hurma yagi

ve kakao yagi gibi bazi bitkisel besinler de doymus yag bakimindan zengindir.

Doymus yaglar, oda sicakliginda kat1 haldedirler. Ancak zeytinyagi, aycicek yagi,
kanola yag1, soya yagi, yerfistig1 yagi gibi sivi yaglar da ¢ok kii¢iik miktarlarda olsa
bile doymus yag icerirler. Doymamis yag asitlerinde ise bir veya daha fazla karbonun
birer bag1 hidrojenle baglanmamistir. Oda sicaklifinda sivi haldedirler ve biiyiik
cogunlugu bitkisel kaynaklidir. Trigliseritdeki doymamis yag asitlerinin yapist ve

miktari, bitkisel yagin 6zelliklerini belirler.

Monogliserid Digliserid Trigliserid
H.,C—CHOH —CH;0OH H.,C—CH-—CHXOH H2C—CH—CH;
; 54 b8
0 oc,_oc o¢_ot,_ot

Sekil 2.2. Bitkisel yaglar1 olusturan mono- di- ve tri- gliserid molekiilleri

(Atkins ve Carey 1999).
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Sekil 2.3. Dort karbondan olusan kisa zincirli bir yag asidi olan butirik asit’in yapisi

(Atkins ve Carey 1999).

Bitkisel yaglarin kimyasal 06zelliklerinden fosfaticerigi ozelligi, diisiik fosfat
degerlerinde normal halinde yagin sakizlagmamasini belirleyen bir 6zelliktir. Karbon
atomuna fosfat baglanmasi nedeni ile yapisinda fosfat i¢eren yaglar, fosfolipidler ya

da fosfatidler olarak bilinirler. Keten, misir, pamuk ve yerfistig1 yaglari diisiik fosfat

degerli yaglardir (Kaplan 2001).

Tablo 2.1. Biyodizel iiretiminde kullanilan yaglarin yapisindaki yag
asitleri ve kimyasal yapilar1 (Tyson 2001).

Yag Asidi Tipi Kimyasal Yapisi

Kaprilik (8:0) CH;(CH,),COOH

Kaprik (10:0)
Laurik (12:0)
Miristik (14:0)
Palmitik (16:0)
Stearik (18:0)
Oleik (18:1)
Linoleik (18:2)
Linolenik (18:3)
Arakhidik (20:0)
Eicosenoik (20:1)
Behenik (22:0)

Erusik (22:1)

CH;(CH,)sCOOH
CH;(CH,),,COOH
CH;(CH,);,COOH
CH;(CH,),,COOH
CH;(CH,),;COOH
CH;(CH,);CH=CH(CH,);COOH
CH;(CH,),CH= CHCH,CH=CH(CH,);COOH
CH,CH,CH= CHCH,CH= CHCH,CH=CH(CH,),COOH
CH;(CH,),sCOOH
CH;(CH,),CH=CH(CH,);COOH
CH;(CH,),,COOH

CH3(CH2)7CH:CH(CH2)1 ICOOH



Yag asitleri igerdigi karbon sayisini ve ¢ift bag sayisini belirtecek sekilde gosterilir.
Ornegin, C 18:1 (oleik asit), yapisinda 1 tane ¢ift bag bulunan 18 karbonlu bir yag
asididir. Yag tipleri, zincir yapilarina gore cesitli farkli 6zellikler kazanan bu yag
asitlerinin degisik karigimi ile meydana gelir. Yag asitlerinin karboksil gruplari ile
alkollerin hidroksil gruplart arasindan su c¢ikisi suretiyle yag asidi ve alkoliin
birbirine ester bagiyla baglanarak esterlesmesi sonucu esterler olusur. Ornegin
trigliseridler, gliseroliin yag asidi esterleridirler. Yaglarin yapisindaki trigliseridleri

olusturan en yaygin yag asitleri Tablo 2.1°de gosterilmektedir.

Yag asitlerinin cinsi ve bulunma oranlari, bitkisel yagin cinsini ve 6zelliklerini
belirler. Yag asitlerinin bitkisel yaglarda agirlik¢a dagilimi ve doyma noktalar1 Tablo

2.2°de gosterilmistir (Srivastava ve Prasad 1999).

Tablo 2.2. Bitkisel yaglarda yag asitlerinin dagilimi (Srivastava ve Prasad 1999).

Yagin Bitkisel Yagin Kompozisyonu, % Agirhk

Cini
T 140 16:0 18:0 18:1 18:2 18:3 20:0 22:0 22:1 24:0 Doyma

Noktas1 %

Misr 0 12 2 25 60 05 05 0 0 0 14
Kolza 0 3 1 64 23 8 0 0 0 0 4
Aycicek 0 6 3017 740 0 0 0 0 9
Soya 0 12 3 23 5 6 0 0 0 0 15

Trigliseridlerden tiiretilen biyodizelin 6zelligi, trigliserid molekiiliinde bulunan her
bir yag asidinin miktarina bagldir. Ornegin, setan sayisi, zincir uzunluguna bagl
olarak artig gosterir. Doymusluk arttikca, setan sayis1 da artar. Zincir uzunlugunun
artmasi, soguk akis 6zelliklerini kotiilestirir. Ornegin, stearik asit (C18:0) 70°C ’de
katilasirken, oleik asit (18:1) 16°C ’de katilagir. Bunun sebebi, oleik asidin yapisinda
tek ¢ift bagin bulunmasidir (Graboski ve McCormick 1998).



2.2.2. Bitkisel yaglarin yakit ozellikleri

Bazi bitkisel yaglarin yakit olarak kullanilabilme 6zellikleri, Tablo 2.3’te dizel yakat
ile karsilagtirmali olarak verilmistir. Tablo 2.3’deki bilgilere bakildiginda, bitkisel
yaglarin viskozitelerinin dizel yakiti i¢in 4,0 (ASTM Standardi) olan iist sinirin1 9-13
kat astig1 goriilmektedir. Yiiksek viskozite degeri, biiyiik molekiiler kiitlelerinden ve
kimyasal yapilarindan kaynaklanmaktadir. Viskozite degerindeki bu yiikseklik,

bitkisel yaglarin yakit olarak kullanimindaki en 6nemli dezavantajlardan biridir.

Tablo 2.3’te goriildigli gibi dizel yakit i¢in 150 saat olan oksitlenme siiresinin,
bitkisel yaglar i¢in 5-10 saat arasinda olmasi bitkisel yaglar agisindan bir
olumsuzluktur. Setan sayisinda, bitkisel yaglarin ASTM alt sinir1 olan 40 degerine

yakin oldugu goriilmektedir.

Tablo 2.3. Bitkisel yaglarin ve dizel yakitin yakit 6zellikleri (Georing ve dig. 1982).

Bitkisel Ozgiil Kinematik Isul Setan Donma Akma Parlama Oksitlenme
Yagm Agirhk  Viskozite Degeri  S2Y1S!  Noktasi Noktasi Noktasi Siiresi
Ad1 (gml)  (mm%s) (Mjkg) ASTM (o) (°C) (°C) (saat)
D613)
Aygicek 0,92 34,9 39,6 33 7,2 -15,0 274 5,5
Soya 0,92 36,4 39,4 39 -3,9 -12,2 254 8,0
Pamuk 0,91 37,4 374 51 1,7 -15,0 234 7,5
Yer 0,91 37,2 37,2 39 12,8 -6,7 232 6,7
Fistig1
Kolza 0,92 39,0 39,9 37,6 -3,9 -31,7 246 10,5
Dizel 0,86 2,9 42,5 50,8 -15,0 -33,0 52 150,0
Yakit

10



2.2.3. Bitkisel yaglarin yakit ozelliklerinin iyilestirilmesi

Yapilan aragtirmalara gore bitkisel yaglarin yakit olarak dizel motorda kullanilmasi
sonucu uzun vadede, enjeksiyon uglarinin tikanmasi, tortu olusumu, yanma odasinin
karbon kurumu ile kaplanmasi gibi bazi motor problemlerinin meydana geldigi
goriilmiistiir. Bu motor problemlerinin en biiyiik nedenleri; bitkisel yaglarin ytliksek
viskoziteli olmasi, kotii soguk akis 6zelliklerine sahip olmalar1 ve diisiik uguculuk

degerleridir (Clark ve dig. 1984).

Bitkisel yaglarin alternatif dizel motor yakiti olarak kullanilabilmesi i¢in
istenmeyecek kadar yiiksek olan viskozitelerinin ve uguculuklarinin iyilestirilmesi
gerekmektedir. Bunun i¢in piroliz (termal kraking), inceltme, mikroemiilsiyon
olusturma ve ester degisimi (transesterifikasyon) olmak tlizere dort kimyasal yontem

uygulanabilir (Kaplan 2001).

Piroliz (termal kraking), daha kii¢iik molekiiller olusturmak {izere kimyasal baglarin
kirilmasi islemidir. Piroliz iglemi, iki sekilde uygulanabilir. Biri, bitkisel yaglarin
kapal1 bir kapta 1s1 etkisi ile pargalanmasi, digeri ise standart ASTM distilasyonu ile
151l pargalanma etkisinin uygulanmasidir. Bu ikinci yontem ile soya yagindan elde
edilen distilatin saf bitkisel yaga gore dizel yakita daha yakin oldugu gozlenmis;
yakitin %79 karbon ve %11,8 hidrojen igerdigi, setan sayisinin 37,9’dan 40,3’e
yiikseldigi, viskozitesinin 10,2 mm?/s ‘ye diistigii gorilmistir (Sanlt 2005).

Bitkisel yaglarin yiiksek viskozitesini diisiirmek i¢in bir diger yontem, metanol ve
etanol gibi kisa zincirli alkol c¢oziiciilerle mikroemiilsiyon olusturmaktir. Bu
yontemle, petrolden tamamen bagimsiz alternatif bir dizel yakit meydana getirmek
miimkiindiir. Mikroemiilsiyonlar alkol i¢ermeleri nedeniyle enjektor tikamikligini
azaltirlar, ancak alkollerin gizli buharlagsma 1silar1 yiiksek oldugundan yanma

odasinin sogumasina sebep olurlar (Ma ve Hana 1999, Srivastava ve Prasad 1999).
Bitkisel yaglarin inceltilmesi, dizel yakit veya ¢6ziicli veya etanol gibi maddelerle

belli oranlarda karistirilmasi islemidir. Aygicek yagmin dizel yakit ile hacimsel

olarak 1:3 oraninda karistirilarak inceltilmesi sonucu, karisimin viskozitesinin
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40°C’de 4,88 mm?*/s oldugu goriilmiistiir. Ancak, bu karisimin ciddi boyutta enjektor
tikanikligina ve direkt enjeksiyonlu dizel motorlarda kullaniminin uygun olmadig:

sonucuna varilmistir (Sanli 2005).

Ester degisimi (transesterifikasyon) islemi, yaga incelik kazandirabilmek ve
vizkozitesini azaltabilmek amaciyla gliseroliin bitkisel yagdan uzaklastiriimasi
islemidir. Buislem esnasinda, bitkisel yagin gliserol kismi bir alkol (etanol veya
metanol alkolii) ile yer degistirmektedir. Etanol, tahillardan elde edilen bir alkoldiir.
Metanol ise, komiir, dogal gaz veya odundan elde edilmektedir. Genellikle daha
stabil bir biyodizel iiretimi i¢in metanol alkolii etanole tercih edilmektedir. Diger
yandan metanol kaugcuk maddeleri ¢6zebilme 6zelligine sahip oldukca agresif bir
alkoldiir ve yutuldugu takdirde oldiiriicli olabilmekte ve muhafazasi ¢ok dikkat

gerektiren bir maddedir.

Metil esterler, metanol ve bitkisel yag esterlerinden elde edilen biyodizeli ifade
etmektedirler. Etil esterler ise, etanol ve bitkisel yag esterlerinden elde edilen
biyodizeli ifade etmektedirler. Alkilester terimi ise daha genel bir tanim olup bitkisel
yag esterleri ile herhangi bir alkol bilesimini ifade eder. Hangi alkol veya hangi
bitkisel yag kullanilirsa kullanilsin biyodizel iiretimi, her zaman i¢in trigliserid
molekiiliinii {ic ester ve bir gliserol molekiiliine ayristirma ve her bir ester
molekiiliiniin bir alkol molekiiliine baglanmas1 islemidir ve bu sayede bir trigliserid

molekiiliinden {i¢ alkil ester molekiilii elde edilmektedir.

(o)
[l
————— COCH,
o Katalizér 0 HOGH;
1 I |
_____ COCH + 3 CH;OH— 3 -----COCH; + HOCH
o Metanol Metil ester HO(IIHZ
————— COCH,

Sekil 2.4. Ester degisimi tepkimesi.
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Ester degisimi (transesterifikasyon), Sekil 2.4’te gosterildigi gibi kolza (kanola),
aycicegi, soya, misir yaglart gibi bitkisel yaglarin bir katalizor esliginde, uygun bir
alkol ile tepkimeye girip trigliseridlerin parcalanarak biinyesindeki gliseroliin
alkoldeki alkil radikali ile yer degistirmesini saglayan bir kimyasal yontemdir. Yani,

gliserol esasl1 triesterler, alkil esasli monoesterlere doniisiir.

Tepkime sonunda iiriinler ester, gliserol, kullanilmayan alkol, katalizor ve tri- di- ve
mono- gliserid karisitmindan olusmaktadir. Mono- ve di- gliseridler, esterlerde kirlilik
yarattiklarindan saf ester elde etmek zordur. Monogliseridler, ester karisiminda

bulanikliga yol a¢tigindan soguk akis 6zelliginin kotlilesmesine sebep olurlar (Sanl
2005).

Ester degisimi tepkimesi ile bitkisel yaglarin viskoziteleri oldukca azalarak dizel
yakit degerine yakinlagmaktadir. Bitkisel yag esterleri motorlarda kullanildiginda
yakit atomizasyonu, yanma ve yakit karakteristikleri agisindan saf bitkisel yaga gore

cok daha 1yi sonuglar elde edilmektedir.

Tepkimede kullanilan alkoliin cinsine gore olusan mono-esterin de adi degisir.
Ornegin, etanol kullanildiginda tepkimeden elde edilecek iiriin etil ester, ya da

kullanilan alkol metanol oldugunda ise olusacak iiriin metil ester’dir.

Ester degisimi tepkimesinde kullanilan katalizorler ise asidik, alkali veya enzimatik
olabilir. Cogunlukla tercih edilen asit katalizorler siilfirik, siilfonik ve hidroklorik
asittir. Sodyum hidroksit, sodyum metoksit, potasyum hidroksit ise alkali katalizorler
olarak tercih edilir. Enzimatik katalizor olarak da, yag molekiillerini yag asitlerine

kolaylikla pargaladigi bilinen lipaz enzimidir.

Esterlerdeki katalizor tortusu bazi motorlarda problem yaratabilir. Ozellikle asit
katalizorler, baz1 metal motor pargalarin1 agindirmakta, alkali katalizorler ise yanma
esnasinda kati1 kiil pargaciklar1 olustururlar. Bu nedenle, reaksiyon sonunda ester
icinde kalan istenmeyen irlinler, esterin yikanmasi islemi ile uzaklastirilmalidir

(Canakci 2001).
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BOLUM.3. BITKISEL YAGLARDAN BiYODIiZEL URETIiMi VE
KULLANIMI

Ik olarak Walton’un, dizel motorda bitkisel yaglar1 kullanmasi iizerine ¢ikan
problemler karsisinda trigliseridleri yapitaglar1 olan yag asitlerine pargalayarak yakit

olarak kullanmay1 onermesiyle “biyodizel” kavrami ortaya ¢ikmistir (Graboski ve

McCormick 1998).

Biyodizel, bitkisel yaglardan ester degisimi tepkimesi denilen kimyasal bir siire¢ ile
elde edilen ve kimyasal yapis1 monoalkil ester olan bir yakittir. Bu tepkimede yag ile
monohidrik bir alkoliin (etanol, metanol) bir katalizér esliginde tepkimeye girerek
ana liriin olarak yag asidi esterleri ve gliserol olacak sekilde esterlesme gerceklesir.

Yan iiriin olarak mono- ve di- gliseridler, tepken fazlasi ve serbest yag asitleri olusur.

Bitkisel yaglar asidik 6zelliklidir, diger bir deyisle pH degerleri 7’nin altindadir.
Tepkimeye giren alkol ve katalizor ise bazik Ozelliklidir, yani pH degeri 7’nin
tizerindedir. Biyodizel tepkimesi bu iki bazik ve bir asidik madde arasinda
gerceklesmektedir. Bu nedenle tepkimeye dahil edilecek katalizér madde, tepkime
karigtiminin pH degerinin 8 ile 9 arasinda olmasinmi saglayacak miktarda olmalidir.
Bilindigi gibi, kullanilmis kizartma yaglar1 kizartma veya 1sitma islemleri sonucunda
ortaya ¢ikan serbest yag asitleri nedeniyle yeni rafine edilmis bitkisel yaglara gore
daha asidik o6zelliklidir. Biyodizel iiretiminde bu serbest yag asitlerinin ortadan
kaldirilmast ve bunun icin de daha fazla miktarda katalizor madde kullanilmasi

gerekmektedir.

Stirecte katalizor olarak alkali ve asit katalizorlerin kullanilmasi sonucu {irtiniin
saflagtirilmasi ve siire¢ kosullart ile ilgili yasanan bu olumsuzluklar lipaz enziminin
katalizor olarak kullanilmasi ile giderilmektedir. Uretim teknolojisinde herhangi bir
zorluk bulunmamakla birlikte, tliretimdeki en Onemli nokta biyodizelin saflik
derecesidir. Bu nedenle rafinasyon asamasi biiyliik 6nem kazanmaktadir. Biyodizel

yakit olarak kullanildiginda en az %99 saflik derecesiyle iiretildigi zaman en 1yi
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performanst gostermektedir. Bu nedenle yakit olarak kullanilabilirligi agisindan

biyodizelin saflig1 olduk¢a 6nemlidir (Ozgimen ve dig. 2000).

3.1. Biyodizel Uretiminde Kullanilan Alkoller

Biyodizel iiretiminde kullanilan alkol cinsi, hem ester degisimi tepkimesini ve hem
de elde edilen biyodizel yakitin 6zelliklerini etkilediginden olduk¢a Onemlidir.
Ciinkii, {iretilen biyodizelin yapisinda, tepkimede kullanilan alkoliin baglari
bulunmaktadir. Ornegin, aym yagdan iiretilen biyodizel yakitlarinin uguculugu, alkil
grubu biiyiidiik¢e azalma gosterir. Yogunluklari ise, metil ~ 2-propil > etil > biitil ~
ester sirastyla azalir. Bu nedenlerden dolayi, biyodizel iiretiminde ester degisimi
isleminde kullanilan monohidrik alkoller arasinda, diisiik maliyeti ve polar bir alkol
olup en kisa zincirli alkol olmasi gibi fiziksel ve kimyasal avantajlar1 sebebiyle en sik
tercih edilen alkol, metanoldiir. Trigliseridlerle hizli bir sekilde tepkimeye girebilir

ve tepkimede kullanilan katalizor metanol iginde kolayca ¢ozlinebilmektedir.

Etil alkoliin ve 6zellikle dallanmis zincirli alkollerin asitlik derecesi diisiik olmasi
sebebiyle gergeklestirdikleri tepkimenin etkinligi diisiik olur. Bunun sonucunda ester
degisimi tepkimesinde 66:1 gibi yiiksek molar oranlar kullanmak gerektigi gibi, hem
ester dontisiimii diisiik olmakta ve hem de doniisen esterin yaninda, tepkimenin tam
olmadigi belirten mono- ve di-gliserid gibi yakitin saflifin1 azaltan istenmeyen yan
rtinler de olusabilmektedir. Bununla birlikte, ester degisimi tepkimesinde izo-propil
alkol gibi dallanmis zincirli alkoller kullanildiginda elde edilen biyodizelin soguk
akig 6zellikleri oldukga iyilesir. Bunun sebebi, soguk sartlarda donmaya neden olan

kristalizasyon, molekiillerin diiz zincir halinde dizilmesini gerektirir.

Uzun ve diiz zincirli esterlerin arasina dallanmis yapilar eklendiginde kristalizasyon
sicaklig1 diiser, bu da dolayisiyla soguk akis 6zelligini iyilestirmis olur. Ancak,
monoalkil ester doniisiimii %100 olmaz. Yiiksek oranda doymusluga sahip hayvansal
yaglarm, dallanmis zincirli alkollerle tepkimeye girmesi sonucu olusan esterlerin
kristalizasyon baslangi¢c sicakliklar1 T, , bitkisel yaglardan elde edilen metil

esterinkine yakindir (Lee ve dig. 1995, Lang ve dig. 2001, Korus ve dig. 1993).
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Tablo 3.1. Biyodizel iiretiminde kullanilan alkoller ve ester doniisiimleri (Molar oran 1:6,
siilfiirik asit %3, reaksiyon 48 saat) (Canakci 2001).

Alkol Formiill Kaynama  Erime Parlama Yogunluk Reaksiyon Ester
Tipi Noktasi Noktas1  Noktasi (g/ml) Sicakhigt  Doniisiimii
‘O ) ) )
Metanol CH,0 65,0 -93.,9 12 0,791 60 92,1
Etanol C,HeO 78,7 -117,3 13 0,789 75 95,8
2-Propanol  C;HgO 82,4 -89,5 12 0,785 75 92,9
1-Biitanol ~ C4H,;,0 117 -89,5 35 0,810 110 87,8

Tablo 3.1’de goriildiigii gibi, 1-biitanol ile gerceklestirilen esterlesme tepkimesinde
tepkime sicakliginin yiiksek olmasina ragmen doniisiim oraninin digerlerine goére

daha diisiik olmasinin sebebi, alkoliin yapisinin dallanmis zincirden olugmasidir.

Asit miktar1 fazla olan yaglarin asit oraninmi diisiirmek icin, dallanmis zincir yapil
isopropil alkol (2-propanol) ile reaksiyona sokup asit degeri diisiiriilebilir. Metanol
ile reaksiyona sokarak ise, % esterlesme orani arttirilmis olur. Metanol ile reaksiyon
sonucu elde edilen biyodizelin petrol kokenli dizel ile daha iyi karistig1 gézlenmistir.
Etanol ile elde edilen biyodizelde petrol kokenli dizel ile karisma performansi daha

kotiidiir (Canakei 2001).

3.2. Biyodizel Uretiminde Kullanilan Katalizorler

Trigliserid baglarimin  kirilabilmesi icin bitkisel yag icerisine “katalizor”
eklenmektedir. Biyodizel iiretiminde kullanilan katalizorler, trigliserid baglarim
kirarak esterlerin serbest hale gelmesini saglamaktadirlar. Serbest hale gecen esterler,
ancak serbest hale gectikten sonra alkol ile birlesebilmektedir. Biyodizel
iiretimindeki ester degisimi tepkimesini hizlandirmak i¢in kullanilan katalizorler asit,

alkali (baz) ve enzim katalizorler olarak ii¢ grupta incelenebilir.
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3.2.1. Asit katalizorler

Asit katalizorler olarak siilfiirik, fosforik, hidroklorik ve organik siilfonik asitler
kullanilir. Asit katalizorlii ester degisimi tepkimesi, alkali katalizor kullanilanlara
gore ¢ok daha yavastir (Fangrui ve dig. 1999, Korbitz ve dig. 1999). Asit katalizor
kullanildiginda, reaksiyona giren alkol miktar1 artar. Ornegin, alkali (baz) katalizor
ile 6:1’lik alkol oraninda elde edilen ester doniisiimiinii ayni siire i¢inde asit katalizor

ile elde etmek i¢in bu orani 30:1°e ¢ikarmak gerekir (Freedman ve dig. 1984).

Alkali (baz) katalizér i¢in tepkimeye katilan katalizor miktar1 kiitlece 9%0,1-1
oraninda iken, bu oran asit katalizorler kullanildiginda %3-5’e ¢ikar (Ma ve Hanna
1999). Gerek yukarida bahsedilen olumsuzluklar ve gerekse asit katalizdrlerin baz
katalizorlere gore daha ¢ok korozif olmalar1 sebebiyle pek cok ticari ester degisimi

uygulamasinda asit katalizorler tercih edilmemektedir.
3.2.2. Alkali katalizorler

Alkali katalizor olarak NaOH, KOH, karbonatlar ve alkoksitler (sodyum metoksit,
sodyum etoksit, sodyum biitoksit v.b.) biyodizel iiretiminde kullanilir. Alkali
katalizorlii ester degisimi, asit katalizorlii olanlara gore yaklagik 4000 kez daha hizhi
oldugundan ticari olarak en ¢ok kullanilan yontemdir (Korbitz ve dig. 1999, Hideki
ve dig. 2001). Alkali katalizorlii tepkimelerin su igeriginin kontrolii ¢ok énemlidir;
clinkli ortamda mevcut olan su, sabunlagsma reaksiyonu sonucu sabun olusumuna

neden olmaktadir.

] I
R-C-OH + NaOH —> R-C-ONa + H)0

(Serbest Yag Asidi)  (Sodyum Hidroksit) (Sabun) (Su)

Sekil 3.1. Sabunlagma tepkimesi.
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Eger katalizor olarak alkali katalizor kullanilacaksa trigliseridin serbest yag asidi
(SYA) igerigi %0,5 (asit degeri karsiligt 1 mg KOH/g) degerinden yiiksek
olmamalidir. Ciinkii, SYA’lar alkali katalizor ile tepkimeye girdiginde, Sekil 3.1°de
de gosterildigi gibi, katalizorii tiiketip ester doniisiimiinii azaltan ve ester, gliserol ve
yikama suyunun ayrigmasini engelleyen sabun olusumuna neden olurlar. Olusan bu
sabunlar, viskoziteyi arttirdigindan ve jel olusumuna sebep oldugundan istenmeyen

bir durumdur (Nye ve dig. 1984, Korbitz ve dig. 1999).

Tepkimede kullanilan yagin SYA miktar1 %0,5 degerinin {izerinde olursa, SY A’lar1
metanol ile Sekil 3.2°de goriilen tepkime sonucu estere doniistiirebildikleri i¢in asit
katalizorler kullanilmalidir. Boylece, asit katalizorler sayesinde SY A degeri istenilen
deger olan %0,5’in altina diisiiriilmiis olur. Boylece bir 6n islem olarak SYA’lar bir
alkol ve asit katalizor ile reaksiyona sokularak mono esterlere doniistiiriiliir. On

iyilestirme icin ise, Sekil 3.2°de de goriildiigli gibi en biiylik engel su olusumudur.

Suyun etkisini daha anlasilir belirlemek i¢in bitkisel yaga su eklenerek deneyler
yapilmis, %3 H,SO4 kullanilan reaksiyonda %0,1 kadar az bir miktarda su ilavesinin
dahi esterlesme doniisiimiinii diisiirdiigli tespit edilmistir. Asit katalizorlerin suya bu
kadar hassasiyetlerine karsi, alkali katalizorler suya karsi daha toleranshdirlar.
(Canakci ve Gerpen 1999)
O O
H Asit katalizor H
R-C-OH + R-OH —— 3 R.C-O-R + H,0

(Serbest YaQ AS'di) (Alkol) (Mono ester) (Su)

Sekil 3.2. Serbest yag asitlerinin esterlegsme tepkimesi.

Alkali katalizorler ile elde edilen biyodizelin saflastirilmasi, yan iirlin olarak olusan
gliseroliin geri kazanimi, ve tepkimenin yiiksek sicaklikta olmasi gibi problemler, bu

stiregte karsilagilan basta enerji verimini azaltan nedenlerdir.
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3.2.3. Enzim Kkatalizorler

Enzim katalizorlii ester degisimi tepkimesinde, yaglar1 yag asitlerine parcalayan
enzim olan lipaz kullanilmaktadir. Enzim katalizorlii tepkime, alkali katalizorlii
tepkimeye gore daha diisiik sicaklikta (30-40 °C) gergeklesir (Yuji ve dig. 2002).

Alkali ve lipaz katalizorlii siireglerin karsilagtirilmalart Tablo 3.2°de goriilmektedir.

Tablo 3.2. Biyodizel iiretiminde alkali ve lipaz katalizli yontemlerin karsilastirilmasi
(Fangrui ve dig. 1999).

Alkali katalizli proses Lipaz katalizli proses
Reaksiyon Sicakligi 70-80 °C 30-40 °C
Hammaddede serbest yag asiti Sabunlagmig iriinler Metil Ester
Hammaddedeki su Karigmasi Engellenmeli Etkisi yok
Metil ester verimi Normal Yiksek
Gliseroliin geri alinmasi ZOR KOLAY
Metil esterin saflagtirilmasi Tekrarlanan yikamalarla Yok

Metil ester olusumu i¢in enzim kullanildiginda 6nemli olan, lipazin tepkimeye sulu
tampon ¢Ozeltileri halinde ya da tasiyict bir malzeme {izerine tutuklanarak
katilmasidir. Bu tutuklanma islemi sonucu enzim, tepkimeye birebir katilmaz,
tagiyict bir molekiil {izerine cesitli baglarla baglanarak tutuklanmasi sonucu olusan
kombine bir yap1 olarak ester degisimi tepkimesine katilir. Enzimin tutuklanmasinin
en biiylik avantajlari, enzimin tekrar tekrar kullanilabilir olmasi ve iiriin ile enzimin

birbirine karismamasidir.

3.3. Lipazin Ozellikleri ve Biyodizel Uretiminde Kullanim

3.3.1. Lipazin enzim ozellikleri

Lipazlar sentetik organik kimyada, sulu ortamda karboksilik asit esterlerinin

hidrolizinde katalizor olarak en ¢ok kullanilan ve endiistride 6nemli yerleri olan ¢ok

yonlii bir enzim grubudur (Manfred 2002). Aslinda bir lipaz, uzun zincirli
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asilgliserollerin sentezinde ve ester hidrolizlerinde katalizér olarak kullanilan bir

karboksilesteraz olarak tanimlanir (Kamini ve dig. 2000, Jaeger ve Eggert 2002).

Lipazlar, triasilgliserollerin ester hidrolizini yiiriiten enzimlerdir. Bu enzimler, insan
biinyesinde ve hayvansal organizmalarda, bazi bitkilerde ve mikroorganizmalarda
bulunur. Bulunduklar1 ortamlar ise, ¢esitli biyolojik sivilar, hiicreler, organlar ve
cesitli dokulardir (Fennema 1985). Lipazlarin endiistrideki uygulamalar1 deterjan
sanayisinde, peynir lretiminde, cilt ve ylizey temizleyicilerde ve kagit {iretiminde
kullanilan 6nemli rollere sahiptirler (Schmidt ve dig. 1998, Villeneuve ve dig. 2000,
Manfred 2002).

Sekil 3.3’te de goriildiigii gibi lipazlar, aktif bolgeleriniigine alan helezonik
oligopeptid yapilardan olusurlar. Bu helezonik sekildeki esteraz, proteaz ve
haloperoksidazlarda da goriilen alfa/beta-hidrolaz kivrim karakteristigi, biitiin

lipazlarda da mevcuttur (Ollis ve dig. 1992).

Sekil 3.3. Bir alfa/beta hidrolaz enzimi olan Bacillus subtilis lipazin kristal yapisi.

Son yillarda yeni lipaz uygulamalarinin kullanildig: iiretim ve siireclerde, 6zellikle
tutuklanmis hiicrelerin kullanildig: lipaz katalizli siireclerin teknik uygulamalarina
dair arastirmalarin arttifi1 goézlenmektedir (Macrae vee Hammond 1985). Peki,
lipazlar1 bu kadar kullanilabilir ve ¢ekici kilan nedir? Oncelikle, miikemmel bir
kimyasal secicilik, bolgesel secicilik ve cift yiinlii secicilik gdstermeleridir. ikinci
olarak, fungi ve bakteriler gibi mikroorganizmalar tarafindan yiiksek verimlerle

iiretildiginden biiyiik miktarlarda kullamlabilir olmalaridir. Ugiincii olarak ise, cogu
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lipazin kristal yapilarimin sirlar1 bilimsel aragtirmalarla ¢oziilmiis olmalart ve
miihendislik stratejilerinin tasarimim1 oldukg¢a kolaylastirmalaridir. Biitiin  bu
ozellikler, organik kimya sektdriinde en ¢ok kullanilan biyokatalizor olarak lipazlarin

sec¢ilmesinin nedenidir (Kamini ve dig. 2000, Jaeger ve Eggert 2002).

Pseudomonas glumae, Pseudomonas aeruginosa, Candida antarctica (Bornscheuer ve
dig. 2002) ve Rhizopus arrhizus (Elibol ve Ozer 2000) gibi bakteri hiicrelerinden
elde edildigi gibi, Candida cylindracea (Tomizuko ve dig. 1966), Saccharomycopsis
lipolytica (Ota ve dig. 1982), Geotrichum candidum (Tsujisaka ve dig. 1973) ve
Trishosporon fermentas (Chen ve dig. 1992) gibi maya hiicrelerinden de lipazlar elde
edilebilir. Mikroorganizmalar tarafindan iiretilen bu mikrobial lipazlar, tretildigi
mikroorganizmadan mikrobiyolojik islemlerle izole edilip saflagtirilarak elde edilirler
ve ilgili stireglerde kullanilir hale getirilirler (Kamini ve dig. 2000, Jaeger ve Eggert
2002). Gilniimiize kadar dogal kaynaklar olan bitkilerden, hayvanlardan ve
mikroorganizmalardan izole edilip tanimlanmis 50°den fazla c¢esit lipaz vardir

(Dumitriu ve dig. 2003).

Yiiksek pH’larda enzimler genelde etkinliklerini yitirirler. Enzimlerin en yiiksek
etkinlik ile ¢aligtiklar1 pH degeri “optimum pH” olarak adlandirilir. Pepsin gibi pH
1,8’de ya da arginaz gibi pH 10,0’da en yiiksek etkinlik gosteren istisna enzimler de
oldugu gibi, cogu enzimler pH 4,5-8,5 aralifinda en yiiksek etkinligi gosterirler.
Yiiksek pH’larda yapilarindaki proteinlerin yapisinin bozulmasi sebebi ile enzim
etkinligi, geri doniilemez olarak diiser (Fennema 1985). pH 7-9 araliginda ve 30-
40°C sicaklikta en yiiksek etkinligi gdstermeleri, mikrobial lipazlarin en Onemli

karakteristik 6zelliklerindendir (Ollis ve dig.1992).

3.3.2. Lipazin tutuklanmasi

Tutuklanma islemi, enzimin ya da mikroorganizmanin tasiyici bir malzeme {izerine
cesitli yontemlerle tutuklanmasidir. Bir enzimin tutuklanmasinin en Onemli
avantajlari, kesikli ya da stirekli siireclerde enzimin istenildigi zaman tepkimeye
sokulup geri cikartilabilir hale gelmesi, tepkimenin istenildigi zaman tutuklanmig

enzim ortamdan alindiginda hizlica sonlandiralabilir olmasi, iirlin olusumunun
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kolaylikla denetlenebilir olmasi, ¢ok basamakli tepkimelerde yiiksek etkinlik
gostermeleri ve tutuklanma ile enzimin sec¢ilen bazi1 6zelliklerinin modifiye edilebilir
olmasidir. Ayrica, enzimin tutuklanma siireci, operasyonun ekonomikligini

bozmayacak kadar kolay ve zahmetsizdir (Fennema 1985).

Enzim tutuklanmasinda kullanilan bes yontem vardir: a) Coziinmeyen bir matriks
iizerine kovalent baglama yontemi, b) Kafes-jel yapili yar1 gegirgen bir membrana
hapsetme yontemi, c¢) Hidrofobik ve baglanma afinitesi yliksek, ¢oziinmeyen
matriksler lizerine adsorpsiyon yontemi, d) Tastyict malzeme ile ¢apraz baglama
yontemi, e) Adsorpsiyonu takip eden ¢apraz bag olusumu yontemi (Fennema 1985).
Ancak en cok kullanilan ve en etkin tutuklanma yontemi, fiziksel ve kolay bir
prosediirii olmas1 nedeniyle enzimin kati1 bir malzeme {izerine adsorpsiyonudur

(Dumitriu ve dig. 2003).

Enzimin hidrofobik silika matriks ile tutuklanmasi, farkli kaynaklardan elde edilen
lipaz cesitlerine kolaylikla uygulanabilir ve tutuklanmis lipazin etkinligi, ticari olarak
satilan serbest enzimlerden daha yiiksektir. Diger yandan, enzim tutuklanmasi,
biyokatalizorlerle ilgili ekonomik giicliikleri biiyiik oranda azaltir. Yapilan
arastirmalardaki tutuklanma tekniklerinde sentetik veya dogal polimerler, selit olarak
bilinen diatomik toprak gibi inorganik malzemeler, gozenekli camlar, silika,
fillosilikatlar, seramikler, sol-jel bazli inorganik matriksler ve mikroemiilsiyon bazli

jeller tastyic1 malzeme olarak kullanilmistir (Dumitriu ve dig. 2003).

3.3.3. Lipazin biyodizel iiretiminde kullaninm

Bitkisel yagin metil- ya da kisa zincirli bagka bir alkol esterine doniisiimii, lipaz
enzimi katalizorliigiinde ester degisimi tepkimesi ile gergeklestirilir. Ancak, lipaz
katalizli biyodizel {iretim siirecini endiistriye uygulamak, lipazin pahali olmasi

sebebiyle yliksek maliyet gerektirir.
Yiiksek maliyet problemini ¢6zmek i¢in, yapilan arastirmalar sonucu iki strateji

gelistirilmistir: a) Bir lipaz {reticisi mikroorganizma olan P.fluorescens’in iirettigi

lipazin tutuklanmasi ile tekrarlanan kullanimlarda enzimin stabilitesi arttirilarak
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harcanan enzim miktariin azaltilmasidir. b) Rhizopus oryzae lipazinin
Saccharomyces cerevisiae i¢inde sitoplazmik overekspresyonu ile elde edilen tam-
hiicre biyokatalizoriiniin, solventsiz bir tepkime sistemi ile metanoliz tepkimesinde
kullanilmasidir (Iso ve dig. 2001, Matsumoto ve dig. 2001, Jaeger ve Eggert 2002).
c) Lipaz enzimi yerine dogrudan lipaz iireten mikroorganizmalarin tagiyict malzeme
tizerine tutuklanmasi sonucu maliyetin azaltilmasidir (Ban ve dig. 2001, Oda ve dig.

2005).

3.4. Enzim Katalizor Ile Yapilan Diger Literatiir Calismalar

Ik olarak 1895°te Dr. Rudolf Diesel’in yerfistig1 yag1 kullanarak dizel yakit elde
etmesiyle (Fangrui ve dig. 1999) giindeme gelen biyodizel yakitin 1990’lardan
itibaren diinyada kullanimi1 yayginlasmaya baslamistir. Giiniimiize kadar 30’dan fazla
cesit bitkisel yagin uygunlugunun arastirildigi, bu bitkisel yaglardan kisa zamanda
olumlu sonuglar alinsa da test siireleri uzatildiginda ortaya ¢ikan motor problemlerini
agmak i¢in yaglarin ¢esitli kimyasal islemlerden gecirilerek elde edilen biyodizel
yakitiyla dizel motorlarin kisa ve uzun vadelerde ¢alistirildigi, performans, yakit
tiiketimi ve egzos emisyonlar1 bakimindan degerlendirildigi pek ¢ok arastirmanin
oldugu goriilmektedir. Biyodizel iiretiminde en ¢ok kullanilan alkol olarak metanol
ve katalizor olarak da alkali katalizor, genellikle sodyum hidroksit kullanilmis;
bunlarin haricindeki alkol ve asit katalizorlerin kullanildig1 ¢alismasayisi,
karsilasilan olumsuzluklar nedeniyle sinirli kalmistir. Bu boliimde, biyodizel

iiretiminde katalizor olarak kullanilan lipazlar ile yapilan ¢alismalar 6zetlenmistir.

Kaieda ve arkadaslar1 (1999), Japonya’daki ¢aligsmalarinda bitkisel yag ve
metanolden ¢6ziicii olmayan bir ortamda gelistirilen tepkime sisteminde metil
esterlerin sentezinin gergeklestirildigi yeni bir enzimatik yontem gelistirmislerdir.
Aragtirmalarinda kullanilan Rhizopus oryzae lipazi ile katalizlenen soya yaginin
metanolizinde, agirlikca %4-30 arasinda su kullanildigr halde, ortamdan su
cekildiginde enzimin etkinligini kaybettigi goriilmiistiir. Ve metil ester donligiimii,

sulu ortamda %80-90 olarak gerceklesmistir.
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Abigor ve arkadaglar1 (2000), Amerika’da yiiriittiikkleri ¢aligmalarda Nijerya’dan
gelen laurik yag olan hurma ¢ekirdegi yag: ve hindistan cevizi yagi kullanarak lipaz
katalizli biyodizel iiretimi denemislerdir. Lipaz olarak ticari Lipaz PS30 kullanilan
tepkime, 250 rpm hizla karistirmali su banyosunda 40°C’de ve 8 saatte
gergeklestirilmistir. Yag olarak hurma ¢ekirdegi yag1 kullanildiginda en iyi metil
ester dontistimlerinin %72 ile etanol, %62 ile t-biitanol, %42 ile 1-biitanol, %42 ile n-
propanol ve en diisiik %24 ile iso-propanole ait oldugu goriilmiistiir. Hindistan cevizi
yagiin kullanildig: tepkimelerde ise 1-biitanol ve iso-biitanol ile %40, 1-propanol ile

%16 ve etanol ile %35 doniistim elde edilmistir.

Iso ve arkadaglar1 (2001), Japonya ve Cin’de yiiriittiikleri ¢alismalarinda tutuklanmig
lipaz kullanarak, susuz ortamda trigliserid ve alkolden biyodizel yakit iiretimi {izerine
denemeler yapmuglardir. Yag olarak ayc¢icek yagi ve triolein kullandiklari
tepkimelerde, alkol olarak da kisa zincirli olan metanol, etanol, 1-propanol ve 1-
biitanol kullanmiglardir. Enzim tutuklanmasinda tasiyict malzeme olarak ticari adi
Toyonit 200-M olan gozenekli kaoliniti se¢mislerdir. Enzim olarak da Lipaz AK,
Lipaz PS, Lipaz M, lipaz AY ve Newlase F ticari enzimlerini kullanmislar ve en
yiiksek tepkime etkinligini tutuklanmis Lipaz AK’de gormiislerdir. Tutuklanmis
enzimin etkinligi, serbest lipazinki ile karsilastirildiginda oldukga yiiksek oldugu
aciklanmigtir. Tutuklanmis Lipaz AK  kullanildiginda tepkimede metil ester

doniistimii, 25 saatte %90 olarak sonuglanmuistir.

Shimada ve arkadaglar1 (2001), Japonya’daki arastirmalarinda lipaz enzimi ile balik
yagindan ve yemeklik atik yaglardan metanoliz ile biyodizel iiretimi denemislerdir.
Balik yag1 olarak tuna ve sardalye baliklarinin yagini kullanmiglar ve metanoliz
tepkimesini ise literatiirdeki diger calismalardan farkli olarak ii¢ basamakli
gergeklestirmislerdir. Reaksiyonun birinci basamaginda 30°C’de 1:3 oraninda
metanol ile ilk 7 saat sonunda doniisiim %33 Ol¢lilmiis, ikinci basamakta 1:3 molar
oranda metanoliin 2.kez eklenmesi ile 10 saat daha beklendikten sonra 20. saat
sonunda doniisiimiin %66,4’e ¢iktig1 ve liglincii basamakta ise 1:3 molar oranda
metanoliin 3.kez eklenip toplam 48 saat sonunda doniisimiin %97,3 oldugu
goriilmiistiir. Bu basamakli alkoliz reaksiyonu sisteminin, tuna baligi yaginin

etanolizinde daha basarili oldugu gozlenmistir.
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Pizarro ve Park (2002), Shizuoka Universitesi’ndeki arastirmalarinda rafine soya
yagi, palm yag1 ve kolza yagi kullanarak lipaz katalizli biyodizel {iiretimi
gergeklestirmislerdir. Alkol olarak metanol kullanmislar ve yag/alkol molar oran1 1:1
(3,0/0,10 g yag/alkol), 1:4 ve 1:6 olarak denemisler. Tepkime 175 rpm hizla
karistirmali reaktorde 37°C’de ve 72 saat boyunca gercgeklestirilmistir. Metanoliz
tepkimesi i¢in optimum kosullarin, %75 su igerigi, yag/alkol molar oraninin 1:4 ve
37°C’de 175 rpm hizla karistirilarak 96 saat siirdiiglinii soylemislerdir. 96 saat

boyunca en yiiksek doniisiim, %55 olmustur.

Lara ve Park (2003), Japonya’da Shizuoka Universitesi’nde, organik ¢dziiciilii sistem
icinde Candida cylindracea lipazi ile rafine palm yagi ve kolza yag:1 kullanarak yag
asidi alkil esterlerinin {iretimi iizerinde ¢aligmalar yapmislardir. Katalizoér olarak
Lipaz OF, Lipaz F-AP15, Sumizyme NLS, Lipaz A-10FG ticari enzimlerinin
kullanildig1 tepkimelerde alkol olarak da metanol, etanol, 1-propanol, 1-biitanol, iso-
biitanol, iso-amil alkol ve n-oktanol denenmistir. Palm yaginin metanol ile
alkolizinin optimizasyonu yapilmistir. n-Hekzan’in ¢6ziicii olarak kullanildigi
ortamda en yiiksek enzim etkinligini Candida cylindracea lipazinin (Lipaz OF)
gosterdigi gorlilmiistiir. 8 saat sonra yag asidi alkil ester doniisiimii en yiiksek %96

olarak elde edilmistir.

Soumanou ve Bornscheuer (2003), Almanya’daki ¢aligmalarinda ay¢igek yagindan
yag asidi metil ester doniislimiinii arastirmiglardir. Alkoliz tepkimesinin hizi iizerine
organik ¢oziiciiniin etkisi arastirilmis ve en yliksek doniisiim %80 olarak n-hekzan
kullanildiginda elde edilmistir. Coziiciisiiz ortamda en iyi doniigiimiin, %90 olarak
Pseudomonos fluorescens (Amano AK) lipaz1 kullanildiginda elde edildigi
goriilmiistiir. Tutuklanmis lipaz olan Lipozyme RM-IM ile en yiiksek doniisiimiin
%80 oldugu ve ester degisimi tepkimesi i¢in en iyi slirenin 120 saat oldugu

sOylenmektedir.

Oliveira ve arkadaslar1 (2004), Brezilya’daki ¢alismalarinda Novozym-435 ve
Lipozyme-IM lipazlarini katalizor olarak ve ¢dziicli olarak da n-hekzan kullanarak
hint yagindan yag asidi etil ester liretimini denemislerdir. 35-65°C reaksiyon

sicakliklarini, su ve enzim derigimlerini, yag/etanol molar oranimi 1:3 ve 1:10
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araliginda degistirerek tepkimeye etkilerini tespit etmislerdir. Her iki enzim ¢esidi
icin en 1yl biyodizel iiretimi ve ayrica lirlin doniisimiinde ana ve dolayh
degiskenlerin etkisi iyilestirilecek sekilde bir deney modeli elde etmislerdir.
Novozym-435 enzimi kullanildiginda, 1:10 yag/etanol molar orani ile 65°C’de en
yiiksek doniisiimiin %81,4 oldugu goriilmiistiir. Lipozyme-IM enzimi kullanildiginda
ise, 1:3 yag/etanol molar orani ile 65°C’de en yliksek %98 doniisiimiin gerceklestigi

gOrilmiistiir.

Du ve arkadaslar1 (2004), Cin’de Tsinghua Universitesi’nde yiiriittiikleri
arastirmalarda Novozym-435 ile rafine ve ham soya yaginin ester degisimi islemi
sonucu biyodizel elde etmislerdir. Metanoliin ciddi bir sekilde enzim etkinligini
olumsuz etkiledigini ifade etmislerdir. Farkli asil alicis1 olarak metil asetat
kullandiklarinda enzimin etkinligini kaybetmedigini, ancak metil asetatin tepkime
hizinm1 disiirerek lipaz sarfiyatini arttirdigi sonucuna ulagmislardir. Tepkimeye giren
lipazin yaga oranmm agirlikca %4 ve %30 gibi iki farkli oranda degistirerek
denemiglerdir. Metanol ile tepkime hizinin, ham yagda daha yavasladigi, metil asetat
ile metil ester verimlerinin ham yagda, rafine yagda oldugu kadar yiiksek (%92)
oldugu goriilmiistiir. Diger bir deyisle, kullanilan yagin ham ya da rafine olmasi
yagin igerigini degistirmediginden metil ester donilisiimiine etki etmedigi sonucu

cikarilmistir.

Peres ve arkadaslar1 (2005), Portekiz-Lisboa Universitesi’nde susuz ortamda
gerceklestirdikleri lipaz katalizli ester degisimi tepkimesinde zeolitlerin tepkime
verimine etkileri lizerinde calismiglar ve en yiiksek enzim etkinligini zeolit NaA ile

elde etmislerdir.

Salis ve arkadaslar1 (2005), Italya’da Cagliari Universitesi’nde biyokatalizorlerle
triolein ve kisa zincirli alkollerden biyodizel iiretimi iizerinde ¢alismislar ve oleik asit
alkil esteri sentezini gerceklestirmislerdir. Candida antarctica B, Rizhomucor miehei
ve Pseudomonos cepacia gibi farkli ticari tutuklanmis enzimlerle triolein ve biitanol
kullanarak biitil oleat liretimi tepkimeleri test edilmistir. Ve Pseudomonos cepacia
lipazinin 6 saat sonunda %100 donilisiimii saglayarak etkinligi en yiliksek enzim

oldugu sonucuna varilmistir. Tepkime sicakligi, su aktivitesi ve tepkenlerin
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stokiyometrik oranlar1 gibi operasyon kosullar1 degistirilerek arastirma yapilmis ve
sonuclar optimize edilmistir. Diiz ve kisa zincirli ve birincil alkol ile daha yiiksek

tepkime hizina ulasildig1 ve daha yiiksek oranda doniisiim elde edildigi gortilmiistiir.

3.5. Biyodizelin Diinyada ve Tiirkiye’de Kullanimi

3.5.1. Diinyada biyodizel kullanimi

Diinyada son yillarda pek ¢ok iilke yenilenebilir enerji kaynaklarimin kullanimim
enerji politikalar1 geregi arttirmak icin ¢aba gostermektedirler. Almanya, Avustralya,
Italya basta olmak iizere tiim Avrupa ve Amerika’da biyodizel iiretimi ve tiiketimi
hizla ¢ogalmaktadir. Avrupa Birligi siirecinde ve Kyoto protokoliine gore %2, 2010
yilinda da %35 biyodizel kullanilmasinin mecburi olmasi 6ngoriilmiistiir. Bu durum
AB iilkelerinin de biyodizel talebini artiracak ve ihraci miimkiin olacaktir. EN 14214
Avrupa standardi olup bu standarta uygun biyodizel iiretilmesi mecburiyeti
getirilmigtir. Karaosmanoglu (2002) kaynaginda Avrupa’nin iiretim kapasitesinin
2003’te 2,3 milyon ton iken 2010’daki hedefin, bu miktar1 8,5 milyon tona ¢ikartmak

oldugunu bildirmektedir.

Fransa’da ozellikle biyodizelin ¢evre dostu niteligi 6n plana ¢ikartilarak; biyodizel
uygulamalar1 Novaol, Sofiproteol, Rouen gibi iireticiler Citroen, Renault, Peugeot
gibi otomotiv {ireticileri ile Total ve Elf gibi bliyiik petrol firmalar1 genelinde Avrupa
Birligi destegi ile gergeklestirilmektedir. Rouen firmasi 1999/2000 doneminde
180.000 ton biyodizel iiretmistir (Karaosmanoglu 2002). Kolza yagindan iiretilen
biyodizel, 32 sehrin sehirler aras1 aginda toplu tasima otobiislerinde biyodizel ve

karigimlari olarak vergi indirimi destegi ile kullanilmaktadir.

Avrupa’da Avusturya, biyomotorin uygulamasinda 6nde gelen iilkelerdendir. 2000
yil1 verilerine gore, Avusturya’da biri pilot 6lgekli olmak lizere 7 ticari tesiste, en
biiylik iiretici firma 22.000 ton/yil kapasite ile g¢alisarak toplam 30.000 ton/yil
biyodizel iiretimi gerceklestirilmistir (Karaosmanoglu 2002). Uygulanan siireglerde
daha ¢ok kolza yag1 ve kullanilmis kizartma yag tercih edilmektedir. Dizel motorda

%100 biyodizel kullaniminda %95 vergi indirimi yapilmaktadir.

27



Italya’da Comlube, Estereco, Novamont, Olefici gibi 11 tane firmada aycicek ve
kolza yagi kullanilarak yilda 125.000 ton biyodizel iiretimi gerceklestirilmektedir.
Uretilen bu biyodizel, daha ¢ok toplu tasima araclarinda, otobiislerde vergi indirimli

olarak kullanilmaktadir (Karaosmanoglu 2002).

Almanya, Tablo 3.3’te goriildiigii gibi biyodizel icin kapasite gelistirmede oncii
konumdadir. Almanya kendi liretim kapasitesini, 1992’de 5000 ton/y11’dan 2002°de
550.000 ton/yil’a yiikseltmistir. Gegtigimiz yi1l Almanya’da biyodizel {iretimi 2
milyon tona ulagsmis olup halen yeni tesislerin kurulmasina devam edilmektedir
(Karaosmanoglu 2002). Gelecekte de toplam kapasitesini 10 katina ¢ikartmasi
beklenmektedir (Bockey ve Korbitz 2003).

Tablo 3.3. Avrupa iilkelerinin biyodizel kapasiteleri (Bockey ve Korbitz 2003).

Ulke Kapasite (ton/yil)
Almanya 1.109.000
Fransa 440.000
ftalya 350.000

Cek Cumhuriyeti 60.000
Danimarka 60.000
Avusturya 45.000

Isveg 30.000
Ingiltere 30.000
Toplam 2.124.000

Amerika’da “Ulusal Temiz Sehirler” programi kapsaminda biyodizel kullanimi giin
gectikce artmaktadir. Biyodizel yakit olarak Columbus Foods, Twin Rivers
Technology, Pasifik Biodiesel, Procter and Gamble gibi firmalar tarafindan kolza,
aycicek, soya ve kullanilmis kizartma yaglarindan iiretilmektedir (Karaosmanoglu
2002). Daha ¢ok sehir i¢i yolcu otobiislerinde, deniz tasitlarinda ve askeri tasitlarda

kullanilmaktadir.
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Biyodizel i¢in vergi uygulamalar1 ise, her iilkede farklilik gostermektedir.
Almanya’da biyodizel kullanimini tesvik amaci ile biyodizel, tiiketim vergilerinden
hari¢ tutulmustur ve %100 biyodizelin kullanimi1 yasal olarak miimkiin kilinmustir.
Amerika’da biyodizel tesvikleri eyalet bazinda degisiklik gostermektedir. En énemli
tesvik uygulamalar1 biyoenerji tiiketici kredi programi, hava kalitesi gelistirme
programi ve temiz yakit altyapisi icin vergi programlaridir. Avusturya, Ingiltere,
Italya gibi AB iilkelerinde de yenilenebilir ham maddelerden vergi alinmamaktadir

( Anonim 1, 2006).

Avrupa Birligi’nde 2003/30/CE sayil1 ve 8/2003 tarihli direktifi ile karigim oranlar
mecbur hale getirilmistir. Gelismis tllkelerde ise uygulama imkani ¢evreyle dost bir
enerji tiirii olan biyodizel iiretimine yonelik Bitkisel ve Hayvansal Atik Yag Kontroli

Yonetmeligi ¢alismalarina devam edilmektedir (Anonim 2, 2005).

4% 3% 2%
17% O Biyokutle
| Hidrolik

O Ruizgar

O Jeotermal

m Gines

74%

Sekil 3.4. Avrupa’nin 2010 yilindaki yenilenebilir enerji kaynaklari kullanim hedefi
(Karaosmanoglu 2003).

Avrupa Birligi’ne tiye iilkelerin 2000 yilindaki enerji ihtiyacinin %6°’s1 yenilenebilir
enerji kaynaklarindan saglanmistir. Biyokiitle, bu kaynaklar arasinda %55°lik bir
paya sahiptir. AB {ilkeleri 27 Kasim 2001 tarihli yonergede (2001/77/EC) 2010
yilinda toplam enerji tiikketiminin %22’sini yenilenebilir kaynaklardan saglamay1
garanti etmistir (Karaosmanoglu 2003). Sekil 3.4°te de goriildiigii gibi en biiylik oran
%74 ile biyokiitle kaynaklibiyoyakitlara ayrilmistir. AB’de Kyoto Protokoli
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cergevesinde CO;, emisyonlariin diisliriilmesi konusunda biyoyakitlar ve 6zellikle
biyodizel 6zel bir yere sahiptir. Tirkiye de bu gelisme ve planlamalarin disinda

kalmamalidir.

Eyliil 2002°de Joannesburg Siirdiiriilebilir Kalkinma Diinya Zirvesi’nde yenilenebilir
enerji kaynaklarinin kullanimi konusunda bir anlasma saglanamamis olsa da, bu
kaynaklarin kullaniminin kiiresel enerji kaynaklarina oranla arttirilmasi uygulama
planina alinmistir. T.C. Cevre Bakanligi koordinatorliigiinde “Ulusal Koordinasyon

Grubu” tarafinca bu konudaki ¢alismalar siirdiiriilmektedir.

3.5.2. Tiirkiye’de biyodizel kullanimi

Ulkemizde mevcut olanaklarla uygulamaya alinabilecek en onemli alternatif yakit
seceneklerinden biri, biyodizeldir. Ulkemizde deniz tasimacilifinin tamaminda ve
kara tasimaciligmin biiyiikk bir kisminda dizel motorlu araglar ve endiistride
jeneratorler icin dizel yakit kullanilmaktadir. Petrol tiiketimimizin sadece %15’ inin
yerli tiretimle saglandig1 glinlimiizde, petrol iiriinleri tiiketimi i¢inde de en biiylik pay
%34 oraninda dizele aittir (Sartyildiz 2005). Boylece biyodizel kullanim ile, petrol

tiiketiminde ve egzoz gaz kirliliginde azalma olacaktir.

Ulkemizde kolza, soya, aspir, aygigegi gibi yaglh tohum bitkilerinin enerji amagh
tarim1 ¢ok uygun olup, devlet tarafindan GAP Bolgesi’nde, lilkemiz ikliminde ¢ok
rahat yetisebilen kolza ve soya tarimina destekler baslatilmistir (Anonim 1, 2006).
Tarimi sorunsuz ve maliyeti bugday ve aygigeginden daha az olan kolzanin, Tiirk
cifteisi i¢in Onemli bir kurtarict olacagi kaginilmazdir. Karaosmanoglu 2002°deki
calismasinda GAP Boélgesi’'nde 10 milyon dekar’lik bir alanda sulu tarim olanagi ile,
bolgede yetistirilen pamugun yami sira, doniisiimli olarak kolza ve/veya soyanin
oldukga verimli bir sekilde yetistirilmesinin gerceklestirilebilecegini ve genel olarak
hesaplanirsa, GAP Bolgesi’nde kolza ve/veya soya ekimi ile yilda 1,5 milyon ton
biyodizel {iretilebilecegini agiklamaktadir. Enerji amaghi tarimin Tirkiye tarim
politikas1 i¢ine alinarak ¢ift¢inin bu konuda yonlendirilmesi siiphesiz iilkemizin

kalkinmasi adina yararli olacaktir.
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Tirkiye, biyodizel iiretimi i¢in yeterli teknolojiye sahiptir ve yakitin kullanimina
kolaylikla uyum saglayabilir. Oncelikle kirsal kesimde gesitli kapasitelerde biyodizel
iiretim tesisleri kurularak tarim makinelerinin ve kamyonlarin bu yakiti kullanim
ozendirilmelidir. Ayrica egzoz Kkirliliginin yogun oldugu biiyiik sehirlerin toplu
tagima araglarinda da biyodizel kullaniminin yararli oldugu biyodizel kullanimlarinin

artmasi ile kanitlanmaya baslayacaktir.

13 Nisan 2002°den beri Trakya’da bir firma tarafindan biyodizelin siirekli iiretimi
gergeklestirilmektedir. B50 formatinda olmak iizere su anda 8 koyde satist ve
kullanimi gergeklestirilmektedir. Ayrica Istanbul, izmir, Mersin, Adana ve Kocaeli
illerimizde de kesikli siireglerle kiiclik miktarlarda biyodizel iretimi yapilmaktadir.
Ezici ve Ayhanlar firmalar1 2006’dan itibaren {iretime ge¢mistir. Yakin zamanda ¢ok
daha yeni tesis stirekli liretime gececektir. Ve ¢ok sayida yeni girisimci de basinin da

etkisi lizerine biyodizel {iretimi i¢in kollar1 stvamistir.

T.C. 57. Hiikiimeti ile Diinya Bankasi arasinda imzalanan “Tarimsal Reform ve
Uygulama Projesi” olan ARIP’nin amaci, mevcut destekleme politikalarini ortadan
kaldirarak dogrudan gelir destegine ge¢cmektedir. Alternatif {iriin projeleri
gergeklestirerek arz fazlasi olan tiitiin ve findik iireticilerinin faaliyet alanlarinin, arz
ac1g1 olan f{iriinlere yoOneltilmesi saglanacaktir. Bu kapsamda c¢ift¢i, biyodizel
tiretiminde hammadde olarak kullanilabilecek bitkilerin tarimina yonlendirilecektir.
Bu nedenle 30 Nisan 25094 sayili teblig, 25.10.2002 tarih ve 24917 sayili Resmi
Gazete’de yayimlanan 2002 yil1 tirlinii kiitli pamuk, yaglik ayc¢icegi, soya fasiilyesi,
kanola ve zeytin yag iireticilerine destekleme primi 6denmesine dair 2002/4842

sayil1 Bakanlar Kurulu Karar1 esas alinarak hazirlanmistir (Anonim 1, 2006).

Kararnameye gore yaglik ayciceginde; yag sanayi isletmelerine satis yapilmasi veya
ham yag olarak isletilmesi kosuluyla tiiccar alimlar1 destekleme primi uygulamasi
kapsamina alinmistir. Soya fastilyesi ve kanolada ise; yem sanayi, yag sanayi ve gida
sanayi isletmelerine satisg yapilmasi kosuluyla tiiccar alimlar1 da destekleme primi

kapsamina alinmastir.
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Ulkemizde biyodizel pazarmi etkileyen en onemli faktdr, biyodizel iiretim
maliyetinin yiiksek olmasidir. Biyodizelin birim liretim maliyetinde etkili bir faktor,
yan lirlin olarak elde edilen gliseroliin ekonomik olarak degerlendirilmesidir. Bu
gliserol, sabun ve kozmetik sanayinde kullanilabildigi gibi saflastirarak ilag

sektoriinde de degerlendirilmektedir (Anonim 1, 2006).

Biyodizelin iilkemizde iiretimi ve tiiketimi tamamen yayginlasinca, biyodizelin
alternatif yakit olarak dizel motorlar1 disinda da yaygin olarak kullanimi
beklenmektedir. Biyodizel bu 6zelliginden dolayi, “Acil Durum Yakit1” ve “Askeri
Stratejik Yakit” olarak da adlandirilabilir. Kesinlikle kiikiirt icermeyen biyodizel,
tarimda kullanilan seralar i¢in miitkemmel bir yakit olabilir. Yer altt madenciliginde,
gida isleme sanayi dahil olmak iizere sanayinin biitiin alanlarinda ve ayrica jenerator
yakiti ve kalorifer yakiti olarak da degerlendirilmesi miimkiindiir. Biyodizel
ulagtirma sektdriinde dizel yakit yerine kullanildigi gibi konut ve sanayi sektoriinde

de fuel oil yerine kullanilabilecek ¢ok yonlii bir yakittir (Anonim 1, 2006).
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BOLUM.4. BIYODIZEL VE DiZEL YAKITLAR VE OZELLiKLERIi

4.1. Biyodizel Ozellikleri

Biyodizel, dizel yakit ile tamamen homojen karisabilir ve genellikle karisim halinde
test edilir. Bu karigimlar, karisim igerisindeki biyodizelin hacimsel yiizdesi ile
tanimlanir. Ornegin, ¢esitli kombinasyonlar1 Sekil 4.1°de gdsterilen B-20 hacimsel
olarak %20 biyodizel iceren karigimdir. B-20 yaklasik %2 agirlikta oksijen igerir ve
kaynaklardaki ¢aligmalarin biiyiik bir kismi bu karisim iizerinden yiiriitiilmektedir.
Biyodizelin igerigindeki oksijen oraninin artmasi, yanma aninda oksijen ihtiyacinin
kolay saglanarak enerji yogunlugunu da %10 oraninda azaltir (Graboski ve

McCormick 1998, Canakci ve Gerpen 2003).

Petrol Dizeli Biyodizel

e
f
B100

Bo| ([

N
"_‘--.‘1
Q @ @ @ @

Sekil 4.1. Biyodizelin petrol kokenli dizel ile karigtirilarak olusturulan kombinasyonlart.
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4.1.1. Kimyasal yapisi ve ozellikleri

Bitkisel yaglardan elde edilen monoalkil esterlerin kimyasal yapisi, yag asidi alkil
zincirlerinin uzunluguna ve doymamislik derecesine baglhdir. Petrol kokenli dizelden
en biiyiik farki, yapisinda agirlik¢a %10-12 oraninda oksijen icermesidir ve bu da
partikiil emisyonunu azaltic1 etki yapar. Biyodizel, kiikiirtli bilesikler icermez. Yakit
blinyesindeki kiikiirt bilesikleri, egzoz ug¢ borusunda kiikiirt oksitlere, sonra da
kirletici olan siilfiirik aside doniistiiriiliir. Ayrica petrol kokenli dizel, biyodizelden
dezavantajli olarak hacimsel olarak %20-40 oraninda degisen miktarlarda aromatik
bilesik icerir. Aromatikler ise, ¢evre kirliliginin en biiyiik sebeplerinden olan partikiil

emisyonunu ve NOy emisyonunu arttirir. Biyodizel ise, aromatik degildir.

Doymus yag asitlerinin donma noktalari, doymamis yag asitlerinden daha yiiksektir.
Ornegin, oleik asit 16°C’de erir iken, stearik asit 70°C’de erir. Bunun sebebi, oleik
asitin yapisinda tek c¢ift bag bulunmasidir, yani doymustur. Donma ve kaynama
noktasi i¢in yag asitlerinin kimyasal yapist belirleyici faktordiir. Yag asitlerinin
kaynama noktasi ise zincir uzunlugundan etkilenir, doymamislik derecesinden
bagimsizdir. Yag asitlerinin kimyasal yapisinin erime ve kaynama noktalari
tizerindeki bu etkisi, ayn1 zamanda yag asitlerinin esterleri i¢in de gegerlidir

(Graboski ve McCormick 1998).

4.1.2. Yanma ozellikleri

Dizel yakitlarda setan sayisi, atesleme gecikmesinin bir olgiisiidiir. Setan sayisinin
yiksek olmasi, yakit enjeksiyonunun basladigi andan itibaren atesleme arasinda
gecen zamanin kisa olmasi demektir. Bu, her dizel yakiti icin arzu edilen bir
ozelliktir. Biyodizelin setan sayisi, biyodizelin iiretildigi yag kaynagina baglilik
gosterir ve genelde No.2 dizel yakitin setan sayisindan daha yiiksektir. Bu da

biyodizelin, motorda daha kolay ateslendigini gosterir.
Soya yag1 metil esteri i¢in belirlenen setan sayist araligi 45,8-56,9 ve kolza yagi

metil esteri i¢in ise 48-62 civarindadir (Graboski ve McCormick 1998). Degerlerin

genis bir aralikta olmasi, muhtemelen esterler i¢in trigliserid oranlarindaki
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degisimlerden ve yakitta istenmeyen atik metanol ve gliserol bulunma ihtimalinden
kaynaklanmaktadir. Ester degisimi tepkimesine girecek olan alkoliin etanol ya da
biitanol gibi daha uzun zincirli alkoller olmasinin setan sayisi lizerinde etkisi yok
denecek kadar azdir. Setan sayisinini artmasi, NOx emisyonlarinda azaltici etki
gostermektedir.

No.2 dizelin 0,85 olan 6zgiil agirligi, biyodizelde 0,86-0,90 arasinda degistigi rapor
edilmis ve daha ¢ok 0,88 olarak gozlenmektedir (Graboski ve McCormick 1998). Bu
nedenle, biyodizelin hacimsel olarak daha fazla harcanmasina sebep olur. Biyodizel
hem hacimsel hem de kiitlesel olarak petrol kokenli dizele gore daha diisiik enerji
icerigine sahiptir. Yani, motor enjektorii daha fazla yakit kiitlesi gonderse de,
gonderilen gercek enerji No.2 dizelinkinden daha diisiiktiir. Dolayistyla, yakat

tiikketimi acisidan biyodizel daha fazla tiiketilmis olur.

Yakitin iizerindeki yakit ve buhar karigiminin tutusabilecegi kadar yakitin 1sitilmasi
gerekli olan sicaklik, parlama noktasidir. Biitiin No.2 dizel yakitlar bagil olarak,
minimum 54°C ve tipik olarak 71°C olmak {iizere yiiksek parlama noktalarina
sahiptirler. Saf biyodizellerin parlama noktasi ise, en az 90°C olmak {lizere ¢ok daha
yliksektir. Baz1 ¢alismalarda dlgiilen diisiik parlama noktalarinin sebebi, biyodizelin
safsizligindan ileri gelir, yani i¢erisinde istenmeyen atik metanol ya da gliserolden
kaynaklanabilir. Yaklasik olarak 90°C’den yiiksek parlama noktasina sahip yakitlar,
A.B.D. Tagimacilik Diizenleme raporuna gore kendi kendine alevlenme acisindan ve
dolayisiyla depolama konusunda tehlikesizdirler. Bu rapora bakilirsa saf biyodizel
yakitin, parlama noktas1 bakimindan dizel yakittan ¢ok daha giivenilir ve tehlikesiz
oldugu goriilmektedir. Karisimlarda ise, biyodizelin %50 ve daha yiiksek oranda
kullanilmas1 halinde parlama noktasinda yiikselme saglanmis olur (Graboski ve

McCormick 1998).

Yakitin 6nemli bir yanma 6zelligi de yanma 1sisidir. Yakat tiikketiminin, alt ya da net
1s1l degere baglh oldugu ve yakitin hacimsel enerji yogunlugu ile orantili oldugu
kabul edilir. Biyodizel, No.2 dizelden yaklasik olarak %10 daha az 1s1l degere
sahiptir. Bu nedenle, biyodizelin %50 ve daha yiiksek oranda kullanildig:
karisimlarda hacimsel yakit tiikketimi daha yiiksek olacaktir.
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Yakitin viskozite degeri, yakitin akis 6zelligini olusturdugundan énemlidir. Ornegin,
soya yagl metil esterinin viskozitesi, 40°C’de en fazla 4,1 degerindedir. Kolza yagi
ve i¢ yag1 metil esterlerin viskoziteleri ise, bu degeri olduk¢a asar. Herhangi bir
durumda saf biyodizellerin viskozitesi, No.2 dizelden daha yiiksektir. Yiiksek
viskozite de, yakit spreyinin daha kotli atomize olmasina ve yakit enjektorlerinin
daha diisiik dogrulukta calismasina neden olan olumsuz bir Ozelliktir. Ayrica,
biyodizelin ve karisimlarinin viskozitesi, sicaklik diisiiriildiigiinde No.2 dizele gore
¢ok daha hizli artar. istenmeyen bir yan iiriin olan monogliseritlerin, soya metil

esterinin viskozitesini 6nemli dl¢giide arttirdig goriilmiistiir.

Yakitin yiizey gerilimi ise, sprey atomizasyonunu, damlacik boyutunu ve yakit
spreyinin diger 6zelliklerini etkiledigi i¢in 6nemli bir 6zelliktir. Bu deger, No.2 dizel
icin 100°C’de 22,5 dyne/cm ’dir. Ve kolza yag1 metil esteri i¢in ise, 100°C’de 25,4
dyne/cm olarak 6l¢iilmiistiir (Graboski ve McCormick 1998).

Bir yakitin diisiik sicakliklardaki akis 6zelligi, o yakitin soguk hava sartlarinda
kullanilmasini etkileyen en 6nemli 6zelliktir. Soguk havadaki kullanilmasinda temel
akis Ozelliklerini etkileyen en 6nemli faktorler, o yakitin bulutlanma ve akma
noktasidir. Bulutlanma noktasi, yakit filtresinin mum olugumu tarafindan tikanmaya
basladig1 sicakliktir. Yakit sogutuldugunda ilk mum olusumunun gozlendigi sicaklik
olarak Olciiliir. Akma noktast ise, yakitin jellesme noktasinin bir dl¢limiidiir. Bu
sicaklik, yakitin yakit pompasindan artik pompalanamadigi sicakliktir. Akma
noktasi, her zaman bulutlanma noktasindan daha diisiiktiir. Bulutlanma noktas1
genellikle, akis iyilestirici olarak bilinen katki maddelerinden etkilenmez. Bu akis
iyilestirici katki maddeleri, yakitin soguk hava sartlarinda mumlasarak
kristallenmesini engeller ve dolayistyla mum tikanikliginin bir sorun haline geldigi
sicaklig1 diigtiriir. Akis iyilestiriciler, yakitin jellesme sicakligini da disiirticii etki
gosterirler. Kis aylarinda No.2 dizel yakitinin, Kuzey Amerika’da kis akis
ozelliklerini iyilestirmek i¢in No.1 dizel ya da karosen ile inceltmekte ve de yakitin
bulutlanma ve akma noktalar1 bdlgesel iklim sartlarina karsi rafinerilerde
degistirilmektedir. Tiim biyodizeller, No.2 dizelden 20-25 °C daha ylksek
bulutlanma  ve akma noktasina sahiptir. Bu da, biyodizellin dizele kars

avantajlarindan biridir (Cetinkaya ve dig. 2004).
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Biyodizelin doymamislik orani, zincir uzunlugu ve zincirin dallanma derecesi,
donma noktasimi etkileyen yapisal ozellikleridir. Yiiksek oranda doymus i¢ yagi
esterleri, soya ve kolza gibi bitkisel yag esterlerinden daha dezavantajlidir. Soya ve
kolza metil esterlerinin ortalama bulutlanma noktalar1 yaklasik 0°C ila 5°C arasinda
ve akma noktalart ise, -4°C ila -10°C arasinda seyir etmektedir. I¢ yag1 metil esterleri
ise, yaklagik olarak 14°C’lik bulutlanma noktasma ve 10°C’lik akma noktasina
sahiptirler. Zincir uzunlugunun, doymamislik derecesinin ve zincirin dallanma
yogunlugunun etkisinin bulutlanma ve akma noktalarina etkisi géz Onilinde
bulundurularak, biyodizel iiretiminde diisliniilmelidir. Bu oneriyi destekleyen bir
calismada ise, iso-propil esterlerinin metil, etil ya da biitil esterlerinden daha iyi
soguk akis ozelliklerine sahip oldugu gozlenmistir. Zincir uzunlugunu azaltmak veya
zincir dallanmasimi arttirmak, yakitin soguk akis o6zelliklerini iyilestirici etki

gostermektedir.

Zincir uzunlugu ve dallanma derecesi; bitki yetistiriciligi, genetik miihendisligi
yaklagimlar1 ve ayrica biyodizelin kimyasal siireci sayesinde ikili baglar1 bolmek ya
da dallanmis izomerler olusturmakla iyilestirilebilir. Ancak bugiine kadar kimyasal
siire¢ alaninda ¢ok az arastirma yapilmistir. Biyodizelin soguk akis ozellikleri,
aragtirma yapilmasi olduk¢a dnemli ve ihtiya¢ olan bir husustur. No.1 dizel ve No.2
dizel ile soya ve i¢ yagi alkil esterlerinin karigimlarinda, karisimin ester miktari
artttkca bulutlanma ve akma noktalarinda da artis gozlenmistir (Graboski ve
McCormick 1998). Her iki durumda da kimyasal yapisina uygun olarak i¢ yagi

esterleri, soya esterlerine gore daha kotii 6zellik gosterirler.

Yakitlarin soguk akis o6zellikleri, akis iyilestirici katki maddeleri ile iyilestirilebilir.
Bu katki maddeleri, mum olusumunu Onlemez, yani bulutlanma noktasin
degistirmez; ama kii¢ciik mum kristallerinin biiylimesini ve birlesmesini engeller.
Boylece, akma ve soguk filtre tikanma noktasi etkilenmis olur. Akis iyilestirici
katkilar, Ozellikler kis aylarinda kullanilmasi icin ticari biyodizel yakitlar1 ve

karisimlari i¢in gerekli olan maddelerdir (Graboski ve McCormick 1998).
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4.1.3. Emniyet ve ¢evre yonetmeligi

Biyodizelin emniyet ve ¢evre yonetmeligi hakkindaki asagidaki bilgiler, K.S.
Tyson’nin 2001 yilina ait NREL/TP-580-30004 no’lu “Biodiesel Handling and Use

Guidelines” eserinden derlenmistir.

Bilesimi: Biyodizel, tehlikeli degildir, tehlikeli madde igermez. Biyodizelin yag asidi
metil ester gesitleri 12 ve 22 karbonlu zincir uzunluklar arasinda degisir. Daha ¢ok
18 karbonlu zincir uzunlugu yaygindir. Yakitsal degerleri ise yakit kalite standart

degerleri icinde olmalidir.

Teneffiis etme: Biyodizel 1sitilip buharlagsmadikea teneffiis etme agisindan bir tehlike
igermez. Buhar ve ince duman materyali, sinir sistemine etki ederek sinirlilik hali,
bas donmesi ve mide bulantisina sebep olabilir. Bu belirtiler goriildiigli zaman, temiz

havaya ¢ikip derin nefes alinmalidir.

Goz ile temasi: Biyodizelin goze temast halinde en az 15-20 dakika su ile
yikanmalidir. Beklenmedik bir etki halinde derhal tibbi miidahale gerekmektedir.
GoOze sigrama ve buharina kars1 emniyet gozliikleri, koruyucu gozliikler veya yiiz

koruyuculari ile korunmasi tavsiye edilir.

Yutma: Biyodizelin toksinsiz ve tehlikesiz olmasina karsin, sayet yutulursa 1-2
bardak su i¢ilmelidir. Yutmadan dolayi mide semptomlart goriiliirse, tibbi
miidahaleye bagvurulur. Bu durumdaki bilingsiz kisiye asla agizdan bir sey verilmez.
Miishil ile benzer etki gosterir. Agizdan alma durumunda o6ldiiriicii dozun alt siniri,
viicut agirlig: basina 17,49 g *dir. Sofra tuzu ile karsilastirilirsa, NaCl 10 kat daha
toksiktir.

Cilt tahrisi: Insan cildi {izerinde 24 saatlik uygulanan testte sulandirilmamis
biyodizelle meydana gelen ¢ok az tahrigin, %4’ liikk sabun-su karisiminin meydana
getirdigi tahristen daha diisiik derecede oldugu goriilmiistiir. Eger biyodizelin cildi

tahrisi s6z konusu ise, su ve sabun ile yikanir. Yakit sicak iken, yanma tehlikesinden
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dolay1 temas etmeyiniz. Cilt ile temas1 engellemek i¢cin PVC kaplh eldiven giymek

onerilir. Cilt, sik stk yumusatilmalhdir.

Biyolojik indirgenebilme: Biyodizel, petrol kokenli dizele gore 4 kat daha hizh
indirgenebilir. Saf biyodizel, suyun i¢inde 28 giinde %85-88 oraninda indirgenir.
Glikozun bir formu olan dekstroz da ayni oranda indirgenir. Dizel ile karistirilmig
biyodizel karisimlarinda biyolojik indirgenme dizele oranla hizlanir. Ornegin,

%20’lik biyodizel karisimi yakit, No.2 dizele gore 2 kat daha hizli indirgenir.

Parlama noktasi: Biyodizel yakitlarinin parlama noktas1 65,6°C, dizelinki ise 51,7°C
civarindadir. Testlerde biyodizel karisimlarinin parlama noktasinin artmasinin,
karistmin yiizdelik oraninin artmasiyla ilgili oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle,
biyodizel ve dizel-biyodizel karisimlarinin depolanmasi ve tasinmasi daha giivenli ve

petrol kokenli dizelden daha kullanishdir.

Tasima ve depolama: Depolama hususunda, depo sicakliginin 10 ila 48,9°C arasinda
olmasit ve deponun kuru ve temiz olmasi gerekli ve Onemlidir. Oksitleyici
maddelerden uzak tutulmali, asir1 1s1 ve tutusma kaynaklarindan ve giinesten
korunmalidir. Tagima husunda ise, bidon veya kapta delik, kayma veya siiriiklenme

olmamasina dikkat edilmeli, bidon ya da kap basingli olmamalidir.

4.1.4. Biyodizel standartlar:

Biyodizel, petrol kokenli dizel yakitin alternatifi oldugundan ikisi arasinda
karsilastirma yapabilmek icin dizel yakit1 standartlarin1 da bilmek gerekir. Dizelde de
biyodizelde oldugu gibi Amerika ve Avrupa standartlar1 bazi farkliliklar
icermektedirler (bkz. Tablo 4.1). Ve wyillar gectikge teknolojik gelismeler
dogrultusunda standartlarda eklemeler ve diizeltmeler yapilarak revize edilmektedir.
Ornegin, kiikiirt icin, 1996 hedefi en ¢ok %0.05 (500 ppm), 2000 hedefi 350 ppm,
2005 hedefi 50 ppm ve 2009 hedefi ise 10 ppm olarak konulmustur. Setan sayis1 da
2000 y1linda 40’dan 51°e yiikseltilmistir.
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Biyodizelin tiim dizel motorlu sistemlerde uzun siireler boyunca sorunsuz bir sekilde
kullanilabilmesi i¢in, yliksek yakit kalitesinde olmasi, yani standartlara uymasi
gerekmektedir. Clinkii, dizel motorlu araglarda yeni bir dizel yakit piiskiirtme sistemi
olarak kullanilmaya baslanan “common rail” sistemi, “kiitiik” olarak adlandirilan
dagitict bir enjektor sisteminden yakiti her silindirin ihtiyaci kadar gonderen yeni bir
teknolojidir. Bu sistem, silindirlere yiiksek basingla gonderdigi yakitin kalitesi

acisindan ¢ok hassas olmay1 gerektirir. (Anonim 4, 2006)

Tablo 4.1. Avrupa (EN 590) ve Amerika (ASTM D 975) dizel yakit standartlari.

ASTM D 975:2005 EN 590:2003
Ozellik ASTM Birim No.2 Dizel No.1 Test No.2
Metot Dizel metodu Dizel
Alevlenme noktasi D 93 °C (en az) 52 38 ISO 2719 55,0
Su ve Kalint1 D 2709 mg/kg 200 200 D 1744 200
(tortu) D1796  (en9ok) 10 10 24
Viskozite (40 °C) D 445 mm?/s 1,9-4,1 1,3-2,4 ISO 3104 2,0-4,5
Siilfat kil D 482 Kiitlesel % 0,01 0,01 EN 26245 0,01
(en ¢ok)
Kiikiirt D 2622 Kiitlesel % 0,5 0,5 EN 24260 0,2
(en ¢ok)
Bakir korozyonu D 130 - No.3 No.3 ISO 2160 No.1
(50 °C, 3 saat)
Setan sayis1 D613 (en az) 51 51 ISO 5165 51
Karbon kalintis1(%10) D 524 Kitlesel % 0,15 0,15 ISO 10370 0,30
(en ¢ok)

Biyodizel ic¢in Avusturya’da ON C 1190 Standardi, Almanya ve diger Avrupa
iilkelerinde EN 14214 Standardi kullanilmakta olup, A.B.D. ’de ise ASTM
(American Society of Testing Materials) tarafindan ASTM D 6751 standard: ile
ozellikleri belirlenmistir. Tablo 4.2 ve Tablo 4.3’de verilen Avrupa ve Amerika
standartlarinda da gériildiigii gibi bu standartlarda bazi farkliliklar vardir. Ornegin,

Avrupa biyodizel standardinda alkol igerigi mevcut iken, Amerikan standardinda ise,
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eger biyodizelde atik alkol varsa zaten bunun alevlenme noktasinda kendisini

gosterecegi gerekcesiyle belirtilmemistir (Sanli, 2005).

Tablo 4.2. Avrupa Biyodizel B100 Standardi. (EN 14214:2005)

Ozellik
Ester icerigi

Yogunluk (15 °C)

Viskozite (40 °C)

Alevlenme noktast
Kikiirt
Karbon kalintist (%100)
Setan sayisi
Siilfat kiili
Su
Toplam kirletici
Bakir korozyonu (50°C, 3 h)

Oksitlenme kararliligi
(110°C)

Asit degeri
Linoleik asit alkil esteri
Doymamus alkil esteri
Alkol igerigi
Monogliserid igerigi
Digliserid igerigi
Trigliserid igerigi
Serbest gliserol
Toplam gliserol
Bazik metaller (Na+K)

Fosfor igerigi

Test Metodu
EN 14103

EN ISO 3675 / EN ISO
12185

EN ISO 3104

ISO/CD 3679
EN ISO 20846
EN ISO 10370
EN ISO 5165
ISO 3987
EN ISO 12937
EN 12662
EN ISO 2160
EN 14112

EN 14104
EN 14103
EN 14110
EN 14105
EN 14105
EN 14105
EN 14105
EN 14105
EN 14108 / EN 14109
EN 14107
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Limit Birim
en az 96,5 Kiitlesel %
860-900 kg/ m®
(en az-en ¢ok)
3,5-5,0 m m?/s
(en az-en ¢ok)
en az 101 °C
en ¢ok 10,0 mg/kg
en ¢ok 0,3 Kiitlesel %
en az 51,0 -
en ¢ok 0,02 Kiitlesel %
en ¢ok 500 mg/kg
en ¢ok 24 mg/kg
No.1 -
en az 6 saat
en ¢ok 0,5 mgKOH/g
en ¢ok 12 Kiitlesel %
en ¢ok 1 Kiitlesel %
en ¢ok 0,2 Kiitlesel %
en ¢ok 0,8 Kiitlesel %
en ¢ok 0,2 Kiitlesel %
en ¢ok 0,2 Kiitlesel %
en ¢ok 0,02 Kiitlesel %
en ¢ok 0,25 Kiitlesel %
en ¢ok 5 mg/kg
en ¢ok 10 mg/kg



Tablo 4.3. Amerikan Biyodizel B100 Standardi. (ASTM D 6751:2005)

Ozellik ASTM Metot Limit Birim
Alevlenme noktasi D 93 en az 130 °C
Su D 2709 en ¢ok 500 ppm
Tortu D 2709 24 mg/kg
Kinematik viskozite (40 °C) D 445 5,0 m m?/s
Siilfat kiilii D 874 en ¢ok 0,02 Kiitlesel %
Kiikiirt D 5453 en ¢ok 0,05 Kiitlesel %
Bakir korozyonu (50°C, 3 h) D 130 en ¢ok No.3 -
Setan sayist D613 en az 51 -
Bulutlanma noktasi D 2500 Bolgesel °C
Karbon kalintis1 (%100) D 4530 en ¢ok 0,05 Kiitlesel %
Asit Numarasi D 664 en ¢ok 0,50 mg KOH/g
Serbest gliserol D 6584 en ¢ok 0,02 Kiitlesel %
Toplam gliserol D 6584 en ¢ok 0,24 Kiitlesel %
Distilasyon sicaklig1 (%95) D 1160 en ¢ok 360 °C

4.1.5. Biyodizel emisyonlar:

Biyodizel yakit emisyonlari, petrol kokenli dizel yakit emisyonlarina nazaran gozle
gorilir bir farkla daha diigiiktiir. 20 kat daha az karbon monoksit ¢iktis1 ve daha fazla
serbest oksijen agiga ¢ikar. Biyodizelin emisyon karakteristikleri, petrol kokenli dizel
ile karsilastirildiginda biyodizelin her bakimdan daha c¢evre dostu oldugu

goriilmektedir.

Biyodizel emisyonlarinda net karbondioksit (CO;) emisyonlarinda %50 azalma,
kiikiirt dioksit (SO;) emisyonlarinda %100 azalma, hidrokarbon emisyonlarinda
%10-50 azalma, is emisyonlarinda %40-60 azalma, karbon monoksit (CO)
emisyonlarinda %10-50 azalma, PAH, aldehitler, bemapyren phenanthren gibi
kanserojen maddelerde %100 azalma, dizel motorunun yasina ve ayarina gore

oksitlerde %5-10 artma veya azalma tespit edilmistir (Tickell 2000).
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Biyodizelin dizel yakittan farkli olarak igerigindeki %11 oranindaki oksijen miktari
ve dizelden yliksek setan sayisi, yanmanin ¢ok daha iyi gerceklesmesini ve is

miktarinin azalmasini saglamaktadir.

Biyodizel kiikiirt bilesikleri igermediginden hem siilfat ve SO, emisyonlarina neden
olmamakta, hem de oksidasyon katalizorlerinin kullanimina imkan vermektedir.
Boylelikle atik egzoz gazi igerisindeki zararli maddeler azaltilmakta ve tipik kizarmis
patates kokusu da giderilmektedir. Biyodizel katkisiz olmasi ve dogal yapisi ile
petrol kokenli dizelin aksine ¢ok daha iyi bir biyolojik pargalanabilirlik performansi

gostermektedir (Cildir 2003).

4.2. Dizel Yakit Ozellikleri ve Biyodizel ile Karsilastirilmasi

Diiz hidrokarbon zincirlerinden olusan bir yakit olan dizel, stabilitesini ve tutusma
kalitesini arttirmak amaciyla 6n islemlerden gectikten sonra kullanima sunulur. Bir
baska 6n islem de, dizeli olusturan parafin, sogukta kristalleserek ¢oktiigiinden, yakit
hattin1 ve filtreleri tikama sorununu engellemek icin, diisiik isida kullanim &6zelligi
kazandirmaktir. Dizel yakitin performansi, dncelikle tutusma kalitesine baglhdir.
Dizelin atesleme kolayligin1 ve diizenli yanmasini “setan numarasi (SN)” belirler.
Diisiik setan numarali bir dizel, yanma hiicresinde dogru noktada tutusmadigindan,
kontrolsiiz bir bigimde yanmaktan dolay1 giiriiltiiye ve motor i¢inde hasara yol agar

(Cildir 2003).

Trigliseritler, ester degisimi yontemi ile biyodizele doniistiiriildiigiinde setan sayist
ve 1s1l degeri biraz daha iyilesmesiyle birlikte ¢ok biiyiik bir sorun olan yiiksek
viskozite degeri dizel yakitinkine yaklasirken, uguculuk degeri de iyilesme gosterir.
Biyodizel, ana yakit karakteristikleri agisindan petrol tiirevi dizel yakita (D-2,

motorin) oldukc¢a benzerlik gdstermektedir.

Biyodizelin petrol tiirevi dizelden en biiylik farki, yapisinda kiitlesel bazda %10-11
civarinda oksijen icermesidir. Yapisindaki oksijen, biyodizelin 1s1l degerini dizele
oranla %10 diisiiriir. Bu nedenle biyodizel kullanimi durumunda, ayni ¢ikis giiciinii

alabilmek i¢in daha fazla yakit harcamak icap eder. Dizel yakiti yapisinda biiyiik
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oranda hidrokarbon bilesikleri igerirken, biyodizel aromatik degildir (Graboski ve

McCormick 1998).

Dizel yakitlarinin kiikiirt bilesiklerini igermesi, hem korozyona hem de partikiil
olusumuna neden oldugu i¢in istenmeyen bir durumdur. Dizel yakiti ¢inko alagimli
celik depolarda saklarken ¢inko ile birleserek korozif bazi bilesenler olusturmamasi

i¢in, ¢inko ile aktivitesinin az olmasi istenir.

Dizel yakitinin en énemli problemlerinden biri, yanma sonundaki kalint1 birikimidir,
yani 6nemli Ol¢lide karbon ve kiil igermesidir. Bu kalintilar motorun iginde silindir
ylizeylerinde, segman ve enjektorlerde biriktikleri i¢in yakittan olabildigince

uzaklastirilmalidir (Borat ve dig. 1994).

Viskozite degerinin yiiksek olmasi, yakitin akigkanligini azalttigindan yakitin iletim
yollarinda probleme ve enjektorden piiskiirtme bozukluklarina neden olur.
Enjeksiyonda olusan iri damlalar tam yanmayacagindan egzoz gazlar1 ¢ok isli ve
dumanli olur (Borat ve dig. 1994). Bu nedenle, yakitin viskozitesinin diisiik olmasi

daha uygundur.

Motorda vuruntudan dolay1 herhangi bir hasarin olmamasi ve motor i¢inde biriken
yakitin vuruntuya neden olmamasi i¢in, dizel yakitin kisa tutusma gecikmesine sahip
olmast gerekir. Setan sayisi, yakitin tutugsmaya yakinligmin bir gostergesidir.
Tutusma siiresi ne kadar kisa olursa setan sayis1 da o kadar yliksek olur. Ancak, setan
sayisinin 70’den yiiksek oldugu durumlarda yakitin is olusumu arttigindan en yiiksek

setan sayist sinir1 70 olarak belirlenmistir.

Ozellikle hafif dizel yakitlar1 kapali hacimlerde, deniz seviyesindeki sicaklik ve
basinglarda daha kolay tutusabildiginden sivi yakit tanklar1 iistiinde patlayict bir
ortam olusturma tehlikesine sahip olduklarindan alevlenme noktasinin diisiik olmasi
tercih edilir. Ve yakitin diisiik sicaklikta buharlagabilmesi, motorun ilk harekete
gecebilmesi i¢in daha makbuldiir. Yakitin buharlagsma 6zelligi azaldik¢a kendi
kendine tutugma 6zelligi kotiilesir ve is miktar1 da artar. Bu tiir yakitlar, motorun

yakit tiikketiminin azalmasini saglar (Borat ve dig. 1994).
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BOLUM.5. DENEYSEL MALZEME VE YONTEM

5.1. Malzemeler

Biyodizel iiretiminde hammadde olarak kullamilan yag, alkol ve katalizoriin
ozellikleri iiretilecek olan yakitin 6zelliklerini  dogrudan etkilediginden bu
ozelliklerin gozden gegirilip dikkatli karar verilmesi biitiin ¢alismaya yon verecek

Onemli bir noktadir.

Bu arastirmada biyodizel {iretiminde malzeme olarak kullanilan bitkisel yag yerine
kullanilmis restorant kizartma yaglari, Kocaeli Saray Catering’den hediye edilmistir.
Enzim tutuklanmasi ve biyodizel yakit {iretimi, Marmara Universitesi Miihendislik
Fakiiltesi Kimya Miihendisligi Boliimii Biyoteknoloji Laboratuarindaki cihazlar ve

kimyasallar kullanilarak gergeklestirilmistir.

5.1.1. Arastirmada kullamilan kimyasallar

Arastirmada kullanilan lipaz enzimi toz halinde, Novozymes (Danimarka)’dan
tedarik edilen Novozym-435 ve Lipozyme-TL IM olup her iki lipaz enzimi de
Aspergillus niger bakterisinden izole edilmistir. Ticari enzim oldugundan deneylerde
kullanirken herhangi bir saflastirma islemine gerek yoktur. Novozym-435 akrilik
re¢ine tlizerine tutuklanmis formdadir. Enzimin aktivite 6l¢iimlerinde kullanilan 4-
Nitrofenil Palmitat, 4-Nitrofenol ve protein dl¢limlerinde kullanilan Commassie Blue
G250 ve protein standart1 olan Bovine Serum Albumin Merck Chemical Co. ve

Sigma Chem. Ltd.’den temin edilmistir.

Enzimin tutuklanmasi ic¢in kullanilan tutuklayici malzemeler olan dort farkli zeolit
tipinden 13-x ve 5A Altek Metal Ticaret A.S. (Tiirkiye)’den, FM-8 ve AW-300
Zeochem EU ve Aldrich iiriinii olarak tedarik edilmistir. Diger bir tutuklama
malzemesi olarak kullanilan hidrotalsit ise Boliim 5.2°de belirtildigi sekilde Kocaeli

Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Kimya Miihendisligi ~ Boliimii Katalizor
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Arastirma Gelistirme Laboratuarinda (KARGEL) 6zel olarak {iretilmistir. Analitik
caligmalarda kullanilan diger biitiin kimyasallar Merck AG (Darmstadt, Almanya) ve
Sigma Chem. Ltd. (St Louis, USA)’den satin alinmistir.

5.1.2. Arastirmada Kullamilan Cihaz ve Aletler

Biyodizel iiretiminde katalizor olarak kullanilan lipaz enziminin aktivitesi ve protein
degeri analizlerinde Lambda 35 model (Perkin Elmer Instrument) UV/VIS

Spektrofotometre kullanilmistir.

Yag asidi metil esterlerinin analizi icin 6890N model, 7694E Headspace Sampler ve
Agilent 5973 Network Mass Selective dedektdrli GC-MS Gaz Kromatografisi
(Agilent Technologies) kullanilmistir. Kromatografik analizlerde yag asidi metil
esterlerinin ayirma islemii¢in Agilent Technologies’den 122-3832 numarali DB-
35ms model, 0,25 mm * 0,25 pum * 30 m oOzelliklerinde silika kapileri kolon
kullanilmistir. Kolonda tasiyic1 gaz olarak 1,2 ml/dk. akis hiz1 ile kolondan gegirilen
helyum gazi kullanilmigtir. Ayrica diger deneysel islemlerde de 94960 model Sigma
laboratuar santrifiijii, en fazla 220 g, en az 10 mg kapasiteli Weighing Technology
MonoBloc AB204-S hassas terazi, Polyscience sicaklik kontrollii su banyosu,
BINDER (Germany) marka etiiv, ELGA Purelab Prima distile su cihazi, peristaltik
pompa ve pH-metre kullanilmistir. Ve kullanilan diger laboratuar aletleri asagida
stralandig1 gibidir:

. Otomatik mikro pipet (10 pl, 200 pl, 1000 pl)

o Kapakli ve kapaksiz cam deney tiipii (15 ml)

o Manyetik karigtirict

o Mekanik karistict

o Teflon magnet (balik)

. Beher (5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml, 100 ml, 250 ml, 1000 ml)

o Erlen mayer (100 ml, 250 ml, 1000 ml)

° Meziir (10 ml, 25 ml, 40 ml, 100 ml, 250 ml)

o Spatiil
. Koruyucu maske
o Eldiven
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5.2. Deneysel Yontem

Aragtirmanin  ilk  sathasindalipaz =~ enziminin tutuklanmas1 ¢alismalar1  ve
optimizasyonu i¢in tutuklayict malzeme tipi, tanecik boyutu ve tutuklanma sicakligi
degistirilerek toplam 120 adet deneme yapilmistir. Bu ¢alismada hidrotalsit ve dort
farkli zeolit tipi, lipaz i¢in tutuklayict malzeme olarak kullanilmistir. En iyi sonuglari
veren malzeme iizerine lipazin tutuklanma kosullar1 optimize edilmis ve ¢alismanin
ikinci kismi olarak 14 adet deney ile biyodizel iiretiminde kullanilmigtir. Bu

caligmalarin detay1 asagidaki basliklarda verilmektedir.

5.2.1. Lipazin hidrotalsit iizerine tutuklanmasi

Biyodizel tiretiminde katalizor olarak kullanilan lipaz enzimi hidrotalsit ve zeolitin
13-x, 5A, FM-8 ve AW-300 olmak {izere 4 ayr ¢esit zeolit lizerine tutuklanmis ve
tutuklanma performanslar1 denenmistir. Parametre olarak tutuklayic1 malzeme tipi,

tanecik boyutu ve tutuklama sicakligi degistirilmistir.

Once lipazin tutuklanmasi igin kullanilan hidrotalsit malzemesi asagida anlatildig1
gibi tretilmistir: Lipazin tutuklandigr malzemelerden biri olan hidrotalsit, Tsyganok
ve dig. (2004) tarafindan belirtildigi sekilde birlikte ¢oktiirme yontemi ile elde edilen
sentetik Mg ve Al karisik oksitleridir. Hidrotalsit sentezinde birlikte ¢oktiirme
tepkimesi i¢in, izolasyonlu ve otomatik sicaklik ayarli su banyosu, bir mekanik
karistirici, yukardan {i¢ boyunlu cam kiire tepkime kabi, peristaltik pompa ve bir de

pH-metreden olusan bir yari1 kesikli tepkime sistemi kullanilmistir.

300 cm’® saf su i¢inde iyice ¢dziilerek hazirlanan Mg(II) nitrat (500 mM) ve Al(III)
nitrat (167 mM) ¢ozeltisi, 600 cm® sulu 200 mmol Na,CO3 ¢ozeltisine bir peristaltik
pompa yardimu ile ii¢c boyunlu cam kiire tepkime kabinin i¢ine sicaklik 60-61°C *de
sabit tutularak damla damla ilave edilmistir. Birlikte ¢oktlirme sirasinda reaksiyon
karistmi 500 rpm hizla mekanik bir karistict ile karistirilmis ve pH 10°da sabit
kalacak sekilde 1 M NaOH c¢o6zeltisi damla damla ilave edilmistir. Mg(II) nitrat ve
AI(IIT) nitrat ¢ozeltisi ilavesi tamamlandiktan sonra olusan siispansiyon, 1 saat

boyunca 60°C ’de karistirllmaya devam edilmistir. Bir saat sonra karistirma islemi
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bitince ayni sicaklikta karistirma olmadan 18 saat boyunca dinlenmeye birakilan
renksiz beyaz kati siiziildiikten sonra, saf suile yikanmis ve 80°C’de 16 saat
kurutulmustur. Kurutulan kati, 80-150-200-250 pm olmak iizere dort farkli boyutta
elenerek 500°C’de 16 saat boyunca kalsine edilmigtir. Olusan Mg ve Al karigik
oksitlerin faz yapilarinin belirlenmesi i¢in XRD analizine gonderilmis ve sonuglar Ek

D.1’de Sekil D.1 ve D.2 ile gosterilmistir.

Parcacik biyiikliigi kiiciildiikge yiizey alami ve gozeneklilik artacagindan lipaz
enziminin adsorplanma kapasitesine ve ester degisimi verimine olan etkisini
incelemek amaciyla tiim tutuklayict malzemeler, 80-150-200-250 um olmak iizere
dort farkli parcacik boyutunda elenmislerdir. Eleme isleminden sonra lipaz enziminin
malzemeler {izerine tutuklanmasi gerceklestirilmistir. Tutuklama islemi icin farkli
boyutta hazirlanmis hidrotalsitten 0,2g tartilarak 2 ml lipaz (Lipozyme-TL IM)
¢Ozeltisi (2,5 mg/mL)ile 18 saat boyunca 4-25-37°C olan farkli tutuklama
sicakliklarinda, karistirma olmadan cam deney tiipleri igine siispanse edilmistir.
Lipazin hidrotalsit lizerine tutuklanmasi i¢in pH 8,5 olan 0,1 M Tris-HCI tampon
cozeltisi kullanilmistir. 18 saat sonunda elde edilen siispansiyon 10.000 rpm hizla
santrifiijlenerek c¢ozelti ile tutuklanmis hidrotalsit kismi ayrilmistir. Hidrotalsit
lizerine tutuklanmig lipazlar biyodizel deneylerinde kullanilmak tizere 4°C’de
saklanmigtir. Santrifiijlendikten sonra elde edilen sivi ve kati1 kismin protein igerigi
ve lipaz aktivitesi Boliim 5.2.3 ve 5.2.4’de anlatilan yontemler ile hesaplanmustir.

Hesaplamalara iligkin ham veriler Ek A’da verilmektedir.

Hidrotalsit ve zeolit gesitlerinin tutuklama performanslarina bakildiginda hidrotalsit
verilerinin zeolitlere gore daha iyi olmas1 sebebiyle lipaz enzimini hidrotalsit iizerine
en iyi performans ile tutuklayabilmek icin, tutuklama kosullar1 optimize edilmistir.
Hidrotalsit iizerine tutuklama isleminde pH’1n tutuklanmaya etkisini tespit etmek icin
0.1M fosfat tampon ¢dzeltisi ayr1 ayr1 pH 6,0 ve pH 7,0 ve Tris-HCI tampon ¢ozeltisi
de pH aralig1 8,0, 8,5 ve 9,0 olmak {izere ayr1 ayr1 hazirlanmis ve ayrica pH 5,0 olan
asetat tampon ¢ozeltisi de tutuklanma islemi i¢in denenmistir. Bu deneylere iliskin

hesaplamalarin sonucunda elde edilen ham veriler Ek B ve Ek C’de gosterilmektedir.
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Tutuklanma siiresinin lipazin hidrotalsit iizerine tutuklanmasina etkisini goérmek icin
hazirlanan karigim yine karistirma olmaksizin bekletildigi miiddet boyunca esit
zaman araliklarinda kii¢lik miktarlarla alinan sivi 6rneklerinde Boliim 5.2.3°te

anlatildig1 gibi protein degeri dl¢limleri yapilmistir.

Tim oOrneklerde tutuklanma igleminden sonraelde edilen hidrotalsit iizerine
tutuklanmis lipaz, enzimin denatiirasyonunu engellemek amaciyla soguk saf su
icerisinde yikanarak varsa tutuklanmamis serbest enzim kalintilart giderilmistir. Son
olarak yikanan kati 10.000 rpm’de tekrar santrifiijlenerek biyodizel uygulamalarinda

kullanilmak iizere 4°C’de saklanmaya birakilmistir.

5.2.2. Lipazin zeolit iizerine tutuklanmasi

13-x, 5A, FM-8 ve AW-300 olmak iizere dort farkli zeolit tipi tutuklayici malzeme
olarak denenmistir. Uygulanan yontem, Boliim 5.2.1°de anlatilan hidrotalsit igin
uygulanan yontem ile aynidir; ancak birkag kiigiik farklilik igerir. Farkli boyutlardaki
dort ayri zeolit tiplerinden 0,2 g tartilarak 2 ml lipaz (Lipozyme-TL IM) ¢ozeltisi
(2,5 mg/mL) ile 18 saat boyunca 4-25-37°C tutuklanma sicakliklarinda, karistirma
olmadan cam deney tiipleri i¢ine slispanse edilmis ve lipazin zeolitlere tutuklanmasi
i¢in pH 7,0 olan 0,1 M fosfat tampon ¢o6zeltisi kullanilmistir (Knezevic et al 1998).
18 saat sonunda elde edilen siispansiyon 10.000 rpm hizla santrifiijlenerek ¢ozelti ile
tutuklanmis zeolit kism1 ayrilmistir. Elde edilen sivi ve kati kismin protein icerigi ve
lipaz aktivitesi Bolim 5.2.3 ve 5.2.4’de anlatilan yontemler ile hesaplanmustir.
Zeolitler tizerine tutuklanan lipazlar biyodizel deneylerinde kullanilmak tizere 4°C’de

saklanmustir.

5.2.3. Protein tayini

Protein miktarlari, Bovine Serum Albumin’in standart olarak alindigi Coomassie
Blue G-250 ile baglama yontemi (Sekil 5.1) kullanilarak hesaplanmistir (Spector

1978, Sedmark ve Grossberg 1977). Protein miktarina bakilacak olan ¢ozelti ve

Coomassie Blue G-250 ile hazirlanan Bradford ¢6zeltisinden bire bir oranda alinan
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miktarlar cam deney tiiplerinde karistirildiktan sonra sonuglar spektrofotometrede

595 nm dalga boyunda Sl¢iilmiistiir. Elde edilen veriler Ek A’da gosterilmektedir.

Sekil 5.1. Coomassie Blue G-250 ile boyanmis protein molekiilleri.
Tasiyic1 tutuklama malzemesi iizerine adsorplanan protein miktar,, P, (mg/g)
asagidaki denklem kullanilarak hesaplanmistir (Knezevic ve dig. 1998) :
Denklemde gecen C, baslangic protein konsantrasyonu (mg/ml); Cr siiziintiideki
protein konsantrasyonu (mg/ml); V, lipaz ¢Ozeltisinin baglangic hacmi (ml); V¢

slizlintlinlin hacmi (ml); ve w ise tasiyici tutuklama malzemesinin agirligi (g)’dur.

Malzeme iizerine adsorpsiyon derecesi, Kolmogorov-Erofeev-Kazeeva-Avrami-

Mampel (KEKAM) tepkime modeli ile asagidaki denklemle hesaplanmistir:

a=P,/Pym (5.2)

Denklemde gegen Py, (mg/g), hidrotalsit ve zeolitler ilizerine adsorplanmis en fazla

protein miktaridir (Knezevic ve dig. 1998).
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5.2.4. Enzimatik etkinlik tayini

Tutuklanmis ve tutuklanmamis serbest enzimin etkinlik  tayini, 4-Nitrofenil
palmitat’tan serbest kalan 4-Nitrofenol miktarinin mikromol olarak 6l¢iimii olarak
tanimlanan Winkler and Stuckmann Yontemi ile yapilmistir (Kumar ve dig. 2005).
Bu yontemde enzimatik reaksiyon karisimi toplam hacim 3 ml olmak tizere 75 pl 4-
Nitrofenil palmitat ¢ozeltisi (20mM), 5 ul enzim ¢o6zeltisi ve 2920 ul tampon
cozeltisi (zeolitler i¢in 0,1M fosfat tamponu pH 7,0 ve hidrotalsit i¢in 0,1M Tris-HCI
tamponu pH 8,5)’den olusur. Bu karisim 45°C’lik su banyosunda 10 dakika boyunca
bekletildikten sonra tepkimeyi durdurmak igin-18°C’de 8 dakika bekletilmistir.
Enzim aktivitesinin ifade edildigi 1 IU (international unit), analiz kosullarinda
dakikada yag1 pargalayarak 1 umol serbest yag asidi olusumu i¢in gerekli olan enzim

miktar1 olarak tanimlanan bir birimdir (Knezevic ve dig. 1998).

Ve tutuklanma isleminin verimi (%) asagidaki denklem ile hesaplanmaktadir:

Verim (%) = [(Eo Vo — E¢ V) / (Eo Vo)] * 100 (5.3)

Denklemdeki E, lipazin baslangi¢ aktivitesi (IU/ml); E¢ tutuklanmadan sonra odlgiilen
lipaz aktivitesi (IU/ml); V, enzim c¢ozeltisinin baslangic hacmi (ml); ve V, ise

tutuklanmadan sonraki siiziintliniin hacmi (ml) olarak tanimlanir.

5.2.5. Atik kizartma ya@ asidi metil esterinin iiretimi

Ester degisimi tepkime karigimi, 9,65 g atik kizartma yagi, lipaz enzimi (agirlikca
yagin 4%’1) ve 1,4 g metanolden olusmaktadir. Alkol:yag molar orani 4:1 olarak
secilmistir (Du ve dig. 2003). Tepkime karisimi, tepkime siiresi boyunca 24°C (oda
sicakligl) ve 37°C olmak iizere iki ayri sicaklik kosullarinda tutulmus ve magnetik
karistirict ile 200 rpm hizla karistirilmistir. Tepkime igin 22-48-72-105 saat olarak
denenen tepkime siirelerinden sonra, metil ester ile organik faz 10.000 rpm hizla

santrifiijlenerek birbirinden ayrilmistir (Sekil 5.2).
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Tepkime siiresi sonunda tepkime karisiminin metil ester doniisiimii tespiti i¢in metil
ester icerigi gaz kromatografi yontemi ile GC-MS (Agilent Technologies Model
6890N) ve DB-35ms kapilleri kolon (0.25 mm * 0.25 pum * 30 m; Agilent)
kullanilarak ol¢tilmiistiir. Tasiyic1 gaz olarak kullanilan helyum, kolondan 1,2 ml/dk
akis hiz1 ile gecirilmistir. Kolon sicakligi 190°C’de 0,5 dakika korunmus, sonra
dakikada 4°C artis hiz1 ile 300°C’ye kadar c¢ikartilmistir. Analizlere iligkin
kromatogramlar Ek 5°te verilmistir. Tepkimedeki metil ester verimleri, tepkenler ile

iriinlerin agirlik farkindan hesaplanmaistir.

R

Sekil 5.2. Yemeklik atik yaglardan iiretilen metil ester.

5.2.6. Yapilan deneylerde izlenen parametreler

Ester degisimi islemi sirasinda katalizor olarak kullanilan enzimin formatinin, yani
enzimin serbest ya da herhangi bir malzeme iizerine tutuklanmis olmasinin,
tepkimeye etkisinin agiklanmasi i¢in hidrotalsit ve zeolit 13-x, SA, FM-8 ve AW-300
olmak {izere toplam bes farkli tagiyict malzeme iizerine tutuklanma gerceklestirilmis,
ve biyodizel iiretiminde katalizor olarak kullanildiginda performanslar1 dlctilerek
serbest enzimin tepkimeye girdigi denemelerde elde edilen verim ile

karsilastirilmastir.
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Lipazin tutuklanmasi icin degistirilen parametreler, tutuklayici malzemenin tanecik
boyutu, tutuklanmanin gergeklestirildigi ortam sicakligi ve ortam pH’sidir.
Sentezlenen hidrotalsit ve zeolit tipleri ayri ayri 80-150-200-250 pm tanecik
boyutunda elenerek, tutuklanma verimine etkisi gézlenmistir. Tutuklanma siirecinde
4-24-37°C olmak {lizere {i¢ ayrn tepkime sicaklifi denenmis ve tasiyict malzeme
iizerine adsorbe olan protein miktar1 6lgiilerek en optimum sicaklik belirlenmistir.
Ayrica, tutuklanma silirecinde pH 5-6-7-8-8,5-9 olmak iizere alti farkli ortamda
enzimin tutuklanmasi denenerek en optimum pH belirlenmistir. Lipaz enzimi pH
5,0’de hig etkinlik gostermediginden bu pH degeri elenerek optimizasyona diger
deger ile devam edilmistir. 24°C, 37°C ve 45°C olmak iizere ii¢ ayr1 sicaklik
kosullarinda sicakligin tutuklanma verimine ve enzimin tekrar kullanilabilirligine
etkisi de belirlenmistir. Yapilan bu optimizasyon ¢aligmalari sonuglarma gore
enzimin etkinliginin en 1yi gorildigi sicaklik araliginda, yani24°C’de (oda
sicakligl) ester degisimi tepkimesinde denenerek metil ester doniistimleri

belirlenmistir.

Biyodizel tepkimesinde ise 22, 48, 72 ve 105 saat tepkime siiresi denenerek tepkime
sonucu elde edilen metil ester doniisiimiine etkisi izlenmistir. Ayrica tutuklanmamis
ve tutuklanmis ticari lipaz enzimi ile bu ¢alismada elde edilen tutuklanmig lipaz

enzimlerinin biyodizel tepkimesindeki verimleri de incelenmistir.
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BOLUM.6. DENEYSEL BULGULAR VE TARTISMA

6.1. Tutuklayica Malzemenin Cinsi ve Tanecik Boyutunun Tutuklanma

Verimine Etkisi

Stire¢ denetimi ve islemlerinde sagladigi yararlardan dolayir endiistriyel enzim
uygulamalarinda biiyiik bir 6nemi olan enzimin tutuklanma islemi, biyokatalizérlerin
kararliliginin arttirilmasi i¢in kullanilan énemli bir yontemdir (Bornscheuer ve dig.
2002). Sentetik veya dogal polimerler, gézenekli cam, silika, zeolitler, seramikler,
kaolinit gibi inorganik malzemeler gibi daha bir¢cok farkli malzemeler de enzim

tutuklanmasinda kullanilabilir (Dumitriu ve dig. 2003).

Bu calismada sistematik olarak sadece dort farkli zeolit cinsi ve hidrotalsit olmak
iizere bes tip tutuklayici malzeme iizerinde calisilmistir. Literatiirde zeolit ile enzim
tutuklama denemesi ¢alisan birkag arastirmaci vardir (Alfani ve dig. 1994, Knezevic
ve dig. 1998, Peres ve dig. 2005), ancak enzim tutuklama islemi i¢in hidrotalsit
iizerinde herhangi bir detayli ¢alisma bugiine kadar mevcut degildir. Arastirma
sonuglar1 hakkinda saglikli yorum yapabilmek i¢in bu ¢alismada kullanilan zeolit
cesitleri ve hidrotalsitin yapisal ozellikleri ve kimyasal bilesimi Tablo 6.1°de

verilmektedir.

Tablo 6.1. Calismada kullanilan tutuklayict malzemelerin 6zellikleri.

Malzeme Tipi Onemli Gozenek Kimyasal Bilesimi
Katyonu Cap1
5A A Ca** 5A° Cay sNa3[(AlO,)12(S10,),2].30H,0
13X X Na® 10 A° Nagg[(AlO;)56(S102)106]-276H,0
AW-300 Mordenite Na' 4 A° Nayg 45[(Al03)0.57(S102)0.45].1,64H,0
Zeocat FM-8 Mordenite Na” 3A° Nayg.17[(A107)1.10(S107)9.17].1,34H,0
Hidrotalsit - Mg®" AP - MgeAly(CO3)(OH);6.4H,0
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Hidrotalsit, yapisinda Mg(OH), katmanlar1 bulunan tabakali ve anyon degisimine
elverisli bir yapidir. Hidrotalsitin yogunlugunu, diger yapisal ve yiizey 6zelliklerini
belirleyen faktor, Al igerigidir. Yapisindaki Mg™/AlI"® molar oranmin 0,5-9,0
araliginda olmasi hidrotalsitin karakteristik bir 6zelligidir. AI™ iyonlarinin artmasi

sonucu Mg"%/Al™ molar orammnin diismesi ile hidrotalsitin anyon degistirme

kapasitesi artar (Nishida ve dig. 2004, Di Cosimo ve dig. 1998).

13,5 1
12,5 4 ——2z-AW
T 115 1 —m—z-13x
'S z-5A
Ea 1051 . z-FM8
9.5 1 ,/_ai—:f<: —%—HT
8,5 . . .
0 100 200 300
Tanecik boyutu (um)

Sekil 6.1. Tanecik boyutunun tutuklanmaya etkisi.

Bu caligmada dort farkli zeolit tipinin ve hidrotalsitin tanecik boyutunun tutuklanma
tizerine etkisi incelenmis ve karsilagtirmali olarak Sekil 6.1°de gosterilmistir. Tanecik
boyutunun artmasi ile zeolitler ve hidrotalsit {izerine adsorplanan protein
miktarlarinin hemen hemen degismedigi sekilden de goriildiigii gibi, tutuklayici
malzemenin tanecik boyutunun tutuklanmaya ¢ok onemli bir etkisinin olmadigi
sOylenebilir. Yani, tutuklayici malzeme iizerine adsorplanan protein miktari, protein
molekiillerinin adsorplanacagi yiizey alanini arttirmasi sebebi ile malzemenin tanecik

boyutundan ¢ok, tanecik tlizerindeki gézenek sayisi ve gézeneklerin capr ile ilgilidir.
Hidrotalsitin adsorplanan protein miktarina gore dort farkli cins zeolitten daha etkin

oldugu ve daha iyi performans gosterdigi goriilmiistiir. Hidrotalsit yapisindaki OH"

iyonlarinin lipazin yapisindaki karboksil gruplari ile daha kolay etkilesebilmesi,
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ylizey lizerine adsorplanan protein miktarinda hidrotalsitin daha etkin olmasinin
sebebi olabilir. Ayrica, gozeneklilik arttikca tanecigin ylizey alaninin artmasina bagli
olarak yiizeye adsorplanan protein miktar1 da artacagindan; bu durum, hidrotalsitin
gozenekliliginin, zeolit cinslerininki ile karsilagtirldiginda daha fazla oldugu
varsayimi ile agiklanabilir. Tutuklayict malzeme iizerine adsorplanan protein miktari
(Py), hidrotalsitte 13 mg/g iken bu miktar zeolitlerdeen fazla9 mg/g olarak
goriilmektedir. En iyi tutuklanma verimi hidrotalsitte 95,8% iken zeolit ¢esitlerinde
bu verim sadece 56,1%’dir. Dolayisiyla, lipazin tutuklanmasi ic¢in hidrotalsit

kullanilmasinin daha kullanigh ve daha avantajli oldugu sdylenebilir.

Zeolitler, AlIO4~ ve Si0O4 bilesiklerinin olusturdugu ii¢ boyutlu tetrahedral kafes
yapist olan her birine oksijen atomu bagli aliiminasilikatlarin hidratlanidir. Si/Al
orani, zeolitlerin 6nemli bir karakteristik 6zelligidir. Zeolitin kafes yapisindaki
aliminyum fazlahigindan dolay1 olusacak yiik dengesizligi, zeolitlerin iyon
degistirme ozelligi ile giderilir. Si/Al orani arttikca, zeolitin yapisindaki pozitif iyon
icerigi diiser, 1s1l kararlilig1 artar ve yiizey seciciligi 6zelliginde ise hidrofobiklik

derecesi artar (Tosheva 1999).

Kat1 yiizeye adsorplanma sirasinda, enzim molekiilleri yavas yavas baglanma
noktalarin1 agip, protein segmentlerinden ayrilmaya baslarlar ve ylizey etkin
merkezlerine dogru yonelirler. Fiziksel adsorpsiyon sirasinda enzimin agikta kalan
etkin bolgeleri, zeolit lizerindeki etkin ylizeyle temas edince kilitleniyor olabilir.
Enzimin zeolit {izerine tutuklanmasinda, protein adsorpsiyonunun hidrotalsite gore
daha diisiik olmasinin nedeni enzimin etkin bdlgesindeki bu kilitlenme olabilecegi
gibi ayrica soyle de aciklanabilir: enzim molekiillerinin kiiresel yapiya benzer bir
sekli olmasindan dolayi, enzimin zeolit yiizeyi iizerinde adsorplanacagi mikro
gozenek boyutlar kiiclik ve dar geldiginden enzimin gozeneklere girememesi sonucu
baglanma tam olarak ger¢eklesmemis olabilir. Bu da zeolit yiizeyi tiizerine
adsorplanan protein miktarmi diisiiriicli etki yapmistir. Enzimin zeolit yiizeyine
fiziksel baglanma ile adsorplanma gergeklestiginden kurulacak baglarin zaten zayif

olmasi nedeniyle baglanma saglikli bir sekilde gerceklesememistir.
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6.2. Tutuklanmanin Lipolitik Enzim Aktivitesine Etkisi

Tutuklanmadan 6nce ve sonra enzim etkinliginin spektrofotometrede 410 nm dalga
boyunda oOl¢limii (bkz. Boliim 5.2.4) sonucunda hidrotalsit izerine tutuklanmig
enzimin aktivitesinin %200 arttig1 ve zeolitler lizerine tutuklanmis enziminkinin ise
%30 azaldig1 goriilmiistiir. Tablo 6.2°de sadece bir 6rnegi verilen verilerin tamami

Tablo A.2’de verilmektedir (bkz. Ek A).

Enzimin dis yiizeyi, tutuklayici zeolit malzemesinin ylizeyine baglanirken hidrojen
baglar1, Van der Walls etkilesimleri, hidrofobik etkilesimler, iyonik baglar gibi diisiik
baglanma enerjisi gerektiren kuvvetle baglanir. Biitiin bu etkilesimler, protein
adsorpsiyonunun fiziksel adsorpsiyon oldugu yoniindedir (Knezevic ve dig. 1998).
Fiziksel adsorpsiyon sirasinda enzimin etkin bolgeleri zeolitin aktif bolgelerine

kilitlenerek enzimin lipolitik etkinliginde azalmaya neden olmus olabilir.

Tablo 6.2. Tutuklanmanin enzimin lipolitik aktivitesine etkisi.

Enzim Serbest Enzim Hidrotalsit Serbest Enzim Zeo-FM8
Sekli  Tris-HCI Tamp. C6z. Uzerine Tut. Fosfat Tamp. C6z. Uzerine Tut.

Aktivite

(IU/dk.) 331,79 675,80 813,06 630,40

Hidrotalsit {izerine tutuklanmig enzimin daha ytiksek aktivite gdstermesinin nedenleri
ise sOyle siralanabilir: a) Lipaz molekiilleri, hidrotalsit malzemesinin yiizeyi iizerinde
cok iyi bir sekilde dagilmis ve substrat-protein etkilesimi en iyi sekilde olusarak
enzim etkinligini kaybetmeden protein adsorpsiyonu gerceklesmistir; b) Lipaz
molekiillerinin hidrofobik ortama dogru yonelisleri sayesinde tutuklayict malzemenin
mikrogodzenekleri i¢inde kolay bir sekilde kimyasal baglanmanin gergeklesmesi ile
protein adsorplanmasi elverisli bir sekilde saglanmistir; c) OH- iyonunca zengin olan
hidrotalsit yiizeyi enzimin karboksil gruplari ile kimyasal bag olusturarak daha fazla

miktarda enzimin tutuklanmasini saglamaistir.
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6.3. Ortam pH’inin ve Sicakhigin Tutuklanma Verimine Etkisi

Sekil 6.2°de lipazin hidrotalsit lizerine tutuklanma isleminde pH ve sicakligin etkisi
ve  Sekil 6.3°de ise zeolit tipleri iizerine tutuklanmaya sicakligin etkisi
gosterilmektedir. Hidrotalsit lizerine adsorplanan en yiiksek protein miktar1 13 mg/g,
ortam pH 8,5 oldugunda elde edilmistir, bu deger de lipaz enziminin etkinlik

gosterdigi en uygun pH degeridir.

Sekil 6.2’ye bakildiginda ayrica, sicakligin 4°C’den 37°C’ye yiikselmesinin ne
hidrotalsit ne de zeolit cesitleri {izerine adsorplanan protein miktarini ¢ok dnemli
boyutta etkilemedigi goriilmektedir. Sicaklifa baglh olarak adsorplanma
mekanizmasinin ger¢eklesme hizinin artti1 tahmin edilse de, sicaklik artisinin yiizey

iizerine adsorplanan protein miktarini ciddi derecede etkiledigi sdylenemez.

14 i T T T T
Adsorplanan12 i | 4°C
protein - 4 W 40
miktari 10 L — 4 W 2eC
(mg/g) 8 4 37°C

8 8,5 9
pH

Sekil 6.2. Sicaklik ve pH’nin hidrotalsit iizerine tutuklanmaya etkisi.

Sekil 6.3°te de goriildiigii gibi tutuklanma sicakliginin degismesi ile farkli zeolit
tipleri iizerine adsorplanan protein miktarini en fazla 0,4 mg/g miktarinda degistirmis

olmasi, sicakligin zeolit iizerine tutuklanmasina ¢ok etkisinin olmadigin1 gosterir.
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Sekil 6.3. Sicakligin zeolit tipleri lizerine tutuklanmaya etkisi.

6.4. Sicakhigin Tekrarlanan Kullammmlarda Tutuklanmis Lipazin Kararhhgina

Etkisi

Lipazin etkinlik dl¢iimlerinde inkiibasyon sicakligi 6nce 55°C’deki su banyosunda
denendiginde hidrotalsit iizerine tutuklanmig lipazin tekrarlanan kullanimlarinda
etkinliginin kararhiligim1 oldukca kaybettigi goriilmektedir (bkz.Tablo 6.3). Bu
etkinlik azalmasinin sebebinin lipaz enziminin en iyi etkinlik gosterdigi sicaklik
aralig1 olan 30-40°C’nin asilmis olmasi nedeniyle sicakligin arttirilmasi ile lipaz
enziminin protein yapisinda bozulmalar olabilecegi goz Oniline alinarak bu
inkiibasyon sicakliginin agsamali olarak 6nce 45°C’ye sonra da 30°C’ye diisiiriilmesi
uygun goriilmiistiir. 45°C’deki su banyosunda denenen etkinlik Slgiimlerine gore
enzimin tekrarlanan yedinci kullanimi sonunda etkinligi 55°C iken %14 olan enzimin
kararliliginin  %36’ya yiikseldigi goriilmiistiir. Daha sonra ayni islem bu sefer
30°C’deki su banyosunda denendiginde enzimin etkinliginin yedinci kullanim

sonunda %38 korundugu goriilmiistiir. Bu sonuglar Tablo 6.3’de verilmektedir.

Hidrotalsit {izerine tutuklanmis lipazin her kullaniminda yeni substrat (4-Nitro fenil
palmitat) kullanilmistir ve tutuklanmis lipazin ilk kullaniminda Olgiilen etkinligi
%100 olarak kabul edilerek diger degerler hesaplanmistir. Bu c¢alisma sonucu

hidrotalsit iizerine tutuklamada elde edilen bu sonuglarin, Knezevic ve arkadaslarinin
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(1998) 37°C’de zeolit lizerine yaptiklar1 denemede yedinci kullanim sonunda elde
ettikleri %10,5’lik etkinlik oranindan c¢ok daha iyi degerlerle sonuglandigi

goriilmektedir.

Tablo 6.3. Tekrarlanan kullanimlarinda tutuklanmis enzimin kararlilig1.

Kullanim No. Bagil Etkinlik

30°C 45°C 55°C
1 100 100 100
2 91 90 64
3 74 72 50
4 67 66 40
5 58 55 30
6 51 49 22
7 38 36 14

Hidrotalsit tizerine tutuklanmig lipaz 30°C ve 45°C’de iki kez kullanildiginda ilk
etkinligini %9-10 oraninda kaybeder. Ugiincii kullanim sonunda, 55 °C’de etkinligini
%350 korumusken, 45°C ve 30°C’de bu oran %70’in ilizerinde kalmistir. Ve 30-45
°C’lerde yedi kullamm sonunda ise orijinal etkinligini %36-38’ini koruyabildigi
deney sonuglarinda kamitlanmistir. 55°C ise, enzim ilk kullanim sonunda aktivitesinin
yaklasik %40’ kaybetmis ve yedinci kullanim sonunda sadece %14 oraninda
etkinlik gosterebildigi goriilmiistiir. Bu sonuglara gore enzimin hidrotalsit {izerine
tutuklanmig formatinda tekrar tekrar kullanabilmek igin 30-45 °C sicaklik araligi,
enzimin orijinal etkinligini %70’in altina diigmeden kullanilabilecegi ilk ii¢ kullanim

i¢in olduk¢a uygundur.

6.5. Tutuklanma islemi Siiresinin Tutuklanma Verimine Etkisi

Tutuklayic1 malzeme {izerine protein adsorpsiyonunun zamanin bir fonksiyonu

oldugu Sekil 6.4°de goriilmektedir. Bu kinetik egri, artis kismi ve dengeye ulastigi
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kisim olmak tizere iki kisima ayrilir. Knezevic ve dig. (1998) grafikte de gdzlenen bu
artis kismini, adsorpsiyonun hizli ve adsorplanan protein miktarinin zamanla orantili
olarak yiikseldigi seklinde aciklar. Enzimin hidrotalsit {izerine tutuklanmasi yaklasik

5 saat icerisinde yatigkin duruma gelerek kararlilik gostermektedir.
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Sekil 6.4. Zamanin 4°C’de hidrotalsit iizerine tutuklanmasina etkisi.

6.6. Enzim Formatinin Yag Asidi Metil Ester (YAME) Doniisiimiine Etkisi

Katalizor olarak kullanilan hidrotalsit ve zeolitler lizerine immobilize edilen lipazin
(Lipozyme IM) etkinligi, yemeklik atik yag ile metanoliin ester degisimi tepkimesine
girmesi sonucu metil ester doniisiimiinii etkileyen en onemli faktordiir. Bu ¢alismada
ester degisimi i¢in tepkimede kullanilan yemeklik atik yagin serbest yag asidi igerigi
%1,05 ve asit degeri 2,1 mgKOH/g olarak KOU Alternatif Yakitlar Arastirma
Gelistirme Birimi (AYARGEB) ’nde 6l¢iilmiistiir. Bu 2,1 mgKOH/g olan yagin asit
degeri, alkali katalizorlii bir ester degisimi tepkimesi i¢in bir yagin yeterli oldugunu
ifade eden limitin (%1) lizerindedir. Yemeklik atik yagin yag asidi icerigi standart bir
titrimetrik metot (A.O.C.S. Official Test Method Cd 3a-63, Free Fatty Acid Standard
Method) ile hesaplanmustir.
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Bu calismada arastirilan tepkime sicakligi ve siiresi, enzim formati (tutuklanmis olup
olmamasi) ve malzeme tipi atik yemeklik yag ile metanoliin kullanildig: ester
degisimi tepkimesi i¢in degistirilen parametrelerdir. %95 olan en yiiksek metil ester
doniisiimii, serbest Lipozyme-TL IM enziminin oda sicakliginda gerg¢eklesen 105
saatlik tepkime sonucu elde edilmisbir sonugtur. Tepkimelerin verimi, GC

kromatogram sonuglarindaki doniisen Y AME oranlarina gore hesaplanmistir.

OH- iyonunca zengin olan hidrotalsit yilizeyi enzimin karboksil gruplari ile kimyasal
bag olusturarak daha fazla miktarda enzimin tutuklanmasini saglayarak alkol
molekiilleri i¢in bir “su deposu” gibi davranirlar, ¢iinkii polar ¢dziicli olan alkol
molekiilleri hidrojen baglar1 ile baglanabilecekleri polar yilizeye dogru yonelme
gosterirler. Malzeme yiizeyine kolayca tutunan enzim, metil ester doniisiimiinde de
etkinligini en 1yi sekilde gostermistir. Lipozyme-TL IM serbest enzimin hidrotalsit
tizerine tutuklanmis formunda kullanildiginda, %95°lik verimden biraz diisiik olan
%92,8 oraninda verim elde edilmistir. Bununla birlikte tepkimede kullanilan enzim
miktar1 agisindan karsilastirirsak, hidrotalsit lizerine tutuklanmig enzim tepkimeye
serbest enzim kullanildig1 miktardan daha az degerde girmesine ragmen serbest
enzimden daha fazlaenzim etkinligi gosterdigi goriilmektedir. Bunun nedeni,
tutuklayict malzeme olarak kullanilan hidrotalsitin de ester degisimi tepkimesinde

katalizor olarak etkin bir rol oynamasi olabilir.

Deneylerde iiretilen biyodizellerin yag asidi metil ester profilleri, Tablo 6.4’de
gosterilmektedir. Diger yandan zeolit-FM8 lizerine tutuklanmis  enzim
kullanildiginda metil ester doniisiimii hi¢ goriilmedigi ve ticari akrilik re¢ine iizerine
tutuklanmis enzim olan Novozyme-435, ayni tepkime kosullarinda olmasina ragmen
metil ester doslimiiniin sadece %20 oldugu Tablo 6.4’te goriilmektedir (bkz. Tablo
6.4). Bu biyokatalizorlerden tutuklayic1 malzeme olarak zeolit-FM8 kullanilan
enzimde etkinlik gdriilmemesinin nedeni, tutuklanma islemi sirasinda fiziksel baglar
olusurken lipaz enziminin substrat ile baglanmasi1 gereken aktif bolgelerinin
bloklanmasi veya yapisinda konformasyonel degisiklerin olugmasi olabilir. Akrilik
reg¢ine lizerine tutuklanmis ticari enzim kullanildiginda ise metil ester doniisiimiiniin
sadece %20 olarak kalmasinin nedeni ise, tutuklayici malzeme olan akrilik re¢inenin

ester degisimi tepkimesi i¢in uygun olmayip metil ester doniislimiinii yavaslatici
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olumsuz bir etki gostermesi olarak sdylenebildigi gibi, bu malzemenin ticari olmasi

nedeniyle tutuklu bulunan lipaz enziminin miktarinin tam olarak bilinememesi

sonucu enzim igeriginin hazirlananlardan daha az oldugunun tahmin edilmesi

olabilir.

Tablo 6.4. Uretilen biyodizel rneklerinde Y AME kompozisyonlari.

Enzim

Tutuklanmig

Hidrotalsit

(serbest enzim)

Tutuklanmig

FM-8

Novozym 435

(akrilik regine
iizerine
tutuklanmig
lipaz)

Enzim Verim
Miktarl (mg) %
5,0 92,8
386 95
5,0 Dontisiim
yok
386 20
(Akrilik regine
+ Enzim)

a: Karbon sayist : ¢ift bag

YAME
Ad1
Metil Miristat
Metil Palmitat
Metil Stearat
Metil Oleat
Linolenik asit ME
Arahidik asit ME
Diger ME

Metil Miristat
Metil Palmitat
Metil Stearat
Metil Oleat
Linolenik asitME
Arahidik asit ME
Diger ME

Metil Palmitat
Metil Stearat

Metil Oleat

Metil Miristat
Metil Palmitat
Metil Stearat
Metil Oleat
Linolenik asitME
Arahidik asit ME

Yapis1 ?
(Yag asidi)
14:0
16:0
18:0
18:1
18:3
20:0

Bilinmiyor

14:0
16:0
18:0
18:1
18:3
20:0

Bilinmiyor

16:0
18:0
18:1

14:0
16:0
18:0
18:1
18:3
20:0

YAME

(Wt %)
0,4
9,0
4,5
69,7
1,1
1,0
14,3

0,9
18
6,5
57,8
1,3
0,7
14,8

0,04
0,03
0,6

0,4
9,9
4,2
6,9
0,4
1,0



6.7. Tepkime Siiresinin Yag Asidi Metil Ester Doniisiimiine Etkisi

Ester degisimi deneylerinde tepkime siiresinin metil ester doniisiimiine etkisi, oda
sicakliginda (24°C) Lipozyme-TL IM serbest enzim kullanilarak 22-48-72-105 saat
stireleriyle denenmistir. Sekil.6.5’te goriildiigii gibi metil ester verimi, tepkime siiresi
uzadik¢a artmakta olup, 105 saat sonunda %95 doniisiim elde edilmistir. Bu nedenle,

yapilan diger tiim ester degisimi deneyleri de 105 saatlik tepkime siiresi lizerinde

calistlmisgtir.
120
100
Metil 80
ester
verimi 60 A
0
(%) 40 1
20 A
0 T T T T
10 30 50 70 90 110

Zaman (saat)

Sekil 6.5. Reaksiyon siiresinin metil ester verimine etkisi.
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BOLUM.7. SONUCLAR VE ONERILER

Diinyadaki petrol rezervlerinin giin gectikge tiikenmesi, petrol fiyatlarinin her gegcen
giin yiikselmesi ve zararli egzoz gazlarindan kaynaklanan ¢evre kirliliginin artmast
nedenleriyle dizel motorlarda kullanilan petrol kokenli dizel yakitin yerine
kullanilabilecek alternatif, kolay elde edilebilir, yenilenebilir ve ¢evre dostu yakit
arastirmalar1 olduk¢a yogunlasmistir. Ozellikle tarimsal potansiyelin yiiksek oldugu
iilkelerde bitkisel yaglardan elde edilen biyodizel yakit 6n plana ¢ikmistir. Bir tarim
iilkesi olan iilkemizde de bitkisel yaglarin yakit olarak kullanilmasinin miimkiin hale
getirilip ileride dogacak petrol krizlerinden iilkece etkilenmemeyi saglayarak,

biyodizel biiyiik bir potansiyel yakit haline getirilmelidir.

Bu calismada yapilan deneylerde, hazirlanan hidrotalsit ve dort farkl tip ticari zeolit
lipaz tutuklanmasinda kullanilmis ve en iyi performans gdsteren malzeme olan
hidrotalsit {izerinde optimizasyon calismalar1 yapilmistir. Sicaklik, pH, zaman ve
parcacik boyutu parametrelerinin enzim etkinligi iizerindeki etkileri arastirilmistir.
En yiiksek adsorplanan protein miktarinin, pH 8,5 ve 4°C kosullar1 altinda hidrotalsit
iizerinde 13 mg/g degerinde oldugu Olclilmiistiir. En yiiksek tutuklanma verimi
hidrotalsitte 95,8% iken, zeolit ¢esitlerinde bu verimin sadece 56,1% degerinde
kaldig1 goriilmiistiir. Dolayisiyla, lipaz tutuklanmasi i¢in tutuklayict malzeme olarak

hidrotalsitin kullanilmasinin daha kullanish ve avantajli oldugu sdylenebilir.

Ester degisimi tepkimesi sonunda enzimin tepkime ortamindan geri alimmin kolay
olmas1 ve tekrar kullanimlarinda avantaj saglamasi, enzimin bir malzeme {izerine
tutuklanmasinin en 6nemli artilarindandir. Hidrotalsit tizerine tutuklanmis lipazin

lipolitik etkinligi yedinci kullanim sonunda %36 olarak 6l¢iilmiistiir.
Hidrotalsit iizerine lipazin tutuklanma islemi bu ¢alismada hizlandiric1 faktor olarak

herhangi bir karistirma islemi uygulanmadan gerceklestirilmis olup, tutuklanma

olaymin yatiskin duruma ulastig1 siire 5 saat olarak Ol¢lilmiistiir. Bu siirenin

65



kisalmasi i¢in, ileriki ¢caligmalarda tutuklanma islemi sirasinda protein molekiillerinin

hareketini kolaylastirici bir karistirma islemi uygulanmasi onerilir.

Kullanilacak katalizoriin lipaz enzimi olmasi, bu enzimin ticari olarak pahali bir iiriin
olmas1 sebebiyle biyodizel iliretim maliyetini olumsuz yonde etkileyeceginden,
Candida anctartica ya da Aspergillus niger gibi en bilinen lipaz {ireticisi
mikroorganizmalarin bizzat kendisi tutuklayici malzeme {izerine tutuklanarak
biyodizel iiretiminde kullanilmasi ¢ok daha verimli ve ucuz olacagindan ileriki

caligmalar i¢in uygulanabilcek bir yontem olarak dnerilir.

Lipaz enziminin hidrotalsit iizerine tutuklanma mekanizmasinin belirlenmesi,
gelecekteki caligmalar i¢in 6nem kazanabilir. Bu nedenle hidrotalsit malzemesinin

gozenek yapisi ve yiizey alam gibi fiziksel 6zelliklerinin tespit edilmesi Onerilir.

Bu calismada tutuklayic1 malzemenin tanecik boyutunun yiizey lizerine adsorplanan
enzim miktarina herhangi bir 6nemli etkisinin olmadig1 goriildii ise de, biyodizel
iiretiminde ester degisimi sirasinda tanecik boyutunun etkili olabilecegi varsayimi ile
farkli boyutlardaki malzemeler iizerine tutuklanmis enzim veya mikroorganizmanin
kendisi ile biyodizel iiretimi denenebilir ve metil ester doniisiimiine bir etkisi olup

olmadig1 bilimsel olarak kanitlanabilir.

Bu calismada kullanilan atik yagin serbest yag asidi miktarinin diisiik olmasi
nedeniyle hazirlanan hidrotalsit iizerine tutuklanmis lipaz enziminin etkinliginin
serbest yag asidi yliksek diger atik yaglarda da arastirilmasi, elde edilen katalizoriin

ticari etkinliginin arastirilmasi i¢in 6nemli olabilir.
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EK A. Enzim Tutuklamada Protein ve Etkinlik Tablolari.

EK A.1

Tablo A.1. immobilizasyon sonrasi zeolitte 1/10 diliisyon ve HT de " diliisyonda
protein Ol¢limleri spektrofotometrede 595 nm’deki sonuglari. (BSA Egim:0.0154)

Materyal 4 °C 24 °C 37 °C

veBoyut " ops9s  Protein  OD595  Protin  OD595  Protein

250 pm  0,18710 0,0243 0,10900 0,0142 0,08615  0,0112

200 0,11880 0,0154 0,13615 0,0177 0,09455  0,0123
HT 150 0,15740 0,0204 0,12260 0,0159 0,13215  0,0172
80 0,15980 0,0208 0,09520 0,0124 0,10650  0,0138

250 pm  0,25635 0,1665 0,20320 0,1319 0,16045  0,1042

200 0,19245 0,1250 0,18860 0,1225 0,16605  0,1079
Z-AW 150 0,18625 0,1210 0,18810 0,1221 0,17845  0,1159
80 0,21240 0,1379 0,18565 0,1206 0,18965  0,1232

250 pm  0,14985 0,0973 0,26175 0,1700 0,11010  0,0715

200 0,13495 0,0877 0,29665 0,1927 0,13020  0,0845
Z-13x 150 0,12770 0,0829 0,25415 0,1651 0,15680  0,1018
80 0,10985 0,0714 0,25865 0,1680 0,17195  0,1117

250 pm  0,16910 0,1098 0,13795 0,0896 0,16965  0,1102

200 0,16255 0,1056 0,14760 0,0958 0,16905  0,1098
Z-5A 150 0,17080 0,1109 0,14215 0,0923 0,17945  0,1166
80 0,16540 0,1074 0,17260 0,1121 0,18820  0,1222

250 pm  0,08570 0,0556 0,12890 0,0837 0,13225  0,0859

200 0,14970 0,0972 0,13565 0,0881 0,12940  0,0840
Z-FM8 150 0,11545 0,0750 0,14620 0,0949 0,12545  0,0815
80 0,10775 0,0700 0,14540 0,0944 0,14395  0,0935
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EK A.2

Tablo A.2. 1mmobilizasyon sonrasi ODsgs protein ve OD4j¢ aktivite degerleri.

Materyal

ve Boyutu

250 pm
200

HT 150
80

250 pm

200
Z-AW 150

80

250 pm

200
Z-13x 150

80

250 pm

200
Z-5A 150

80

250 pm

200
Z-FMS8 150

80

4 °C
Protein Aktivite
0,18710 1,8585
0,11880 1,8825
0,15740 1,8368
0,15980 1,8462
0,25635 0,5528
0,19245 0,6679
0,18625 0,9620
0,21240 1,0092
0,14985 0,1921
0,13495 0,6403
0,12770 0,8097
0,10985 1,2578
0,16910 1,2390
0,16255 0,8001
0,17080 1,2400
0,16540 1,6147
0,08570 0,8577
0,14970 0,5283
0,11545 0,5957
0,10775 0,8816

24 °C
Protein Aktivite
0,10900 1,7307
0,13615 1,8878
0,12260 1,9189
0,09520 1,9115
0,20320 0,1355
0,18860 0,3747
0,18810 0,5702
0,18565 0,6604
0,26175 0,8907
0,29665 0,5122
0,25415 0,8440
0,25865 1,3281
0,13795 0,9986
0,14760 1,0835
0,14215 1,1450
0,17260 1,0056
0,12890 0,6583
0,13565 1,1281
0,14620 0,6972
0,14540 1,0974

77

38 °C
Protein  Aktivite
0,08615 1,7328
0,09455 1,7324
0,13215 1,7895
0,10650 1,8142
0,16045 0,2113
0,16605 0,7248
0,17845 0,9812
0,18965 1,1779
0,11010 0,8553
0,13020 0,9556
0,15680 1,5500
0,17195 1,7468
0,16965 0,6415
0,16905 1,0621
0,17945 1,0656
0,18820 1,3724
0,13225 0,5942
0,12940 1,0158
0,12545 1,3363
0,14395 1,1261



EK A3

Tablo A.3. Immobilizasyon sonrasi protein (mg/mlt) ve Pg (mg/g) degerleri.

Materyal

250 pm
200

HT 150
80

250 pm

200
Z-AW 150

80

250 um

200
Z-13x 150

80

250 pm

200
Z-5A 150

80

250 pm
200
Z-FM8 150
80

Protein

0,0243
0,0154
0,0204
0,0208

0,1665
0,1250
0,1210
0,1379

0,0973
0,0877
0,0829
0,0714

0,1098
0,1056
0,1109
0,1074

0,0556
0,0972
0,0750
0,0700

4 °C
Pg

12,9022
12,9689
12,9314
12,9284

9,0637
9,3750
9,4050
9,2783

9,5828
9,6548
9,6908
9,7770

9,4890
9,5205
9,4808
9,5070

9,8955
9,5835
9,7500
9,7875

24 °C
Protein Pg
0,0142 12,9780
0,0177 12,9517
0,0159 12,9652
0,0124 12,9914
0,1319 9,3233
0,1225 9,3938
0,1221 9,3967
0,1206 9,4080
0,1700 9,0375
0,1927 8,8673
0,1651 9,0743
0,1680 9,0525
0,0896 9,6405
0,0958 9,5940
0,0923 9,6203
0,1121 9,4718
0,0837 9,6848
0,0881 9,6518
0,0949 9,6008
0,0944 9,6045
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37°C
Protein Pg
0,0112 13,0004
0,0123 12,9922
0,0172 12,9554
0,0138 12,9809
0,1042 9,5310
0,1079 9,5033
0,1159 9,4433
0,1232 9,3885
0,0715 9,7763
0,0845 9,6786
0,1018 9,5490
0,1117 9,4748
0,1102 9,4860
0,1098 9,4890
0,1166 9,4380
0,1222 9,3960
0,0859 9,6683
0,0840 9,6825
0,0815 9,7013
0,0935 9,6113



EK A4

Tablo A.4. Immobilizasyon sonrasi Pg (mg/g) ve adsorpsiyon derecesi (o) degerleri.

4 °C 24 °C 38 °C
Materyal Pg a Pg a Pg a

250 ym 12,9022 0,994 12,9780 0,998 13,0004 1,000

200 12,9689 1,000 12,9517 0,997 12,9922 0,999
HT 150 12,9314 0,997 12,9652 0,998 12,9554 0,996
80 12,9284 0,996 12,9914 1,000 12,9809 0,998

250 um  9,0637 0,963 9,3233 0,991 9,5310 1,000

200 9,3750 0,996 9,3938 0,998 9,5033 0,997
Z-AW 150 9,4050 1,000 9,3967 0,999 9,4433 0,991
80 9,2783 0,986 9,4080 1,000 9,3885 0,985
250 pm  9,5828 0,980 9,0375 0,996 9,7763 1,000
200 9,6548 0,987 8,8673 0,977 9,6786 0,990
Z-13x 150 9,6908 0,991 9,0743 1,000 9,5490 0,977
80 9,7770 1,000 9,0525 0,997 9,4748 0,969
250 pm  9,4890 0,996 9,6405 1,000 9,4860 0,996
200 9,5205 1,000 9,5940 0,995 9,4890 1,000
Z-5A 150 9,4808 0,995 9,6203 0,998 9,4380 0,994
80 9,5070 0,998 9,4718 0,983 9,3960 0,990
250 pm  9,8955 1,000 9,6848 1,000 9,6683 0,996
200 9,5835 0,968 9,6518 0,996 9,6825 0,998
Z-FM8 150 9,7500 0,985 9,6008 0,991 9,7013 1,000
80 9,7875 0,989 9,6045 0,991 9,6113 0,990
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EK A.S

Tablo A.5. 1mm0bilizasy0n sonrasi aktivite OD4;¢ ve aktivite (IU) degerleri.

4 °C 24 °C 37 °C

Materyal OD 410  Activity OD410  Activity OD 410  Activity
U U U

250 pm  1,8585 710,71 1,7307 661,84 1,7328 662,64

200 1,8825 719,89 1,8878 721,91 1,7324 662,50
HT 150 1,8368 702,41 1,9189 733,80  1,7895 684,32
80 1,8462 706,01 19115 730,98 1,8142 693,77
250 um  0,5528 342,29  0,1355 83,90 02113 130,84
200 0,6679 413,56 03747 232,01 07248 448,79
Z-AW 150 0,9620 595,67  0,5702 353,06 009812 607,55
80 1,0092 624,90 06604 408,92 1,1779 729,35

250 pm  0,1921 118,95 0,8907 551,52 0,8553 529,60

200 0,6403 396,47 0,5122 317,15 0,9556 591,70
Z-13x 150 0,8097 501,36 0,8440 522,60 1,5500 959,75
80 1,2578 778,82 1,3281 822,35 1,7468 1083,47

250 pm  1,2390 767,18 0,9986 618,33 0,6415 397,21

200 0,8001 495,42 1,0835 670,89 1,0621 657,65
Z-5A 150 1,2400 767,80 1,1450 708,97 1,0656 659,81
80 1,6147 999,81 1,0056 622,66 1,3724 849,78

250 pm  0,8577 531,08 0,6583 407,62 0,5942 367,92

200 0,5283 327,12 1,1281 698,51 1,0158 628,98
Z-FM8 150 0,5957 368,85 0,6972 431,70 1,3363 827,43
80 0,8816 545,88 1,0974 679,50 1,1261 697,27
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EK B. Hidrotalsit Uzerine Tutuklama Kosullarim Optimizasyon Cahsmasi ile
flgili Tablolar.

EK B.1

Tablo B.1.a. 20 mM 4-NPP ile farkli inkiibasyon
sicakliklarindaki denenmis aktivite sonuglari.

Sicaklik (C) OD 410 nm A (IU/min)
30 1,6667 742,96
35 1,7329 772,47
40 1,8065 805,27
45 1,8593 828,81
50 1,7203 766,85
55 1,7210 767,16
60 1,6156 720,18
65 1,7056 760,30

Tablo B.1.b. Hidrotalsit lizerine immobilize lipazin tekrarlanan
kullanimlarindaki 55°C’de inkiibe edilerek denenmis stabilitesi.

Kullanim Aktivite A Stabilite
Sayisi OD 410 (IU/min) %
1 1,6930 754,68 100
2 1,0877 484,86 64
3 0,8473 377,70 50
4 0,6716 299,38 40
5 0,5056 225,38 30
6 0,3731 166,32 22
7 0,2394 105,51 14
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EK B.2

Tablo B.2. Hidrotalsit iizerine immobilize lipazin tekrarlanan
kullanimlarindaki 45°C’de inkiibe edilerek denenmis stabilitesi.

Kullanim Aktivite A Stabilite
Sayis OD 410 (IU/min) %
1 1,777 792,14 100
2 1,5815 705,00 90
3 1,2837 572,23 72
4 1,1791 525,60 66
5 0,9788 436,32 55
6 0,8770 390,94 49
7 0,6503 289,88 36
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EK B.3

Tablo B.3. 20 mM 4-NPP’nin farkli derisimlerde
45°C’de inkiibe edilerek denenmis aktivite sonuglari.

Molarite Aktivite A
(mM) OD 410 (TU/min)
2 0,3375 150,45
3 0,6896 307,40
4 0,5178 230,82
5 1,2982 578,70
7 1,2485 556,54
9 1,2757 568,66
10 1,4126 629,69
12 1,4395 641,68
15 1,6201 722,18
20 1,8066 805,32
25 1,9817 883,35
30 2,0137 897,64
35 2,0444 911,32
40 1,7890 797,50
45 1,7377 774,61
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EK C. Farkh PH ve Sicakliklarda Denenmis Enzim Tutuklama Verileri.

EK C.1

Tablo C.1.a. Serbest enzimin immobilize edilmeden once farkli tamponlar
kullanilarak SP’de 6l¢iilen aktivite (IU/min) ve protein (mg/mlt) degerleri.

Kullanilan Asetat Fosfat Tamp. Tris-HCI Tamp.
Tampon Tamp.
pH 5,0 6,0 7,0 8,0 8,5 9,0
A (IU/min) - 228,47 373,54 424,19 460,19 546,15
P (mg/ml) - 0,1376 0,2250 0,3983 0,2648 0,3359

Tablo C.1.b. Fosfat tamponda (pH 8.5-9.0) hidrotalsit {izerine immobilize olan
lipazin karsilagtirmalr aktivite (IU/min) degerleri.

Fosfat Tamponu 4°C 24 °C 37°C
pH 8.5 1 710,71 661,68 662,64
2 719,88 721,91 662,49
3 702,41 733,80 684,32
4 706,00 730,98 663,77
pH 9.0 1 952,38 987,19 850,34
2 886,63 889,84 868,66
3 970,07 853,19 871,83
4 961,60 868,62 821,46
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EK C.2

Tablo C.2. Farkli tamponlarda ve farkli pH degerlerinde hidrotalsit {izerine
immobilize edilen lipazin Pg (mg/g) degerleri.

Tampon Fosfat Tamponu Tris-HCI Tamponu
pH 6.0 7.0 8.0 8.5 9.0
4°C 1 0,7175 2,2388 9,0637 12,9022  3,2623
2 0,5668 2,2327 9,3750 12,9689  3,2300
3 0,6035 2,1270 9,4050 12,9314  3,2023
40,5848 2,1563 9,2783 12,9284  3,2233

24°C 1 0,3905 2,0910 9,3233 12,9780  3,0545
2 03313 2,2448 9,3938 12,9517  3,1753
3 03875 2,1563 9,3967 12,9652  3,1535
40,2338 2,1623 9,4080 12,9914  3,1693
37°C 1 0,1363 2,1615 9,5310 13,0004  3,1843
20,0971 2,0693 9,5033 12,9922  3,1700
30,0248 2,0160 9,4433 12,9554 32218
40,0457 2,0010 9,3885 12,9809  3,1115
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EK D. Hidrotalsit Yapisi Tayini Icin XRD Analiz Grafikleri.
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Sekil D.2. Hidrotalsit yapisi tayini i¢in XRD analiz sonuglari-2.
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EK E. Biyodizel Deneylerine Ait GC Analizi Kromatogramlari.

EK E.1

Sekil E.1. Biyodizel-1 6rneginin GC-MS’de yag asidi metil ester analizi.

Sekil E.2. Biyodizel-2 drneginin GC-MS’de yag asidi metil ester analizi.
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EK E.2
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Sekil E.3. Biyodizel-3 6rneginin GC-MS’de yag asidi metil ester analizi.

TIC: B011907.0

14'[13

Abundance
260000
240000
220000
200000
180000
160000
140000 /|

13.68
120000
100000 7.04

B0000

40000 I

|
20000 "+ o
s e Vibiiika S 1. wrprrer
Time—> 400 500 son 7.00 8.00 .00 mmnocmumauu1400150015_9017_90130019.002000210022-'1

TTTTTT

Sekil E.4. Biyodizel-4 6rneginin GC-MS’de yag asidi metil ester analizi.
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EK E.3
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Sekil E.5. Biyodizel-5 6rneginin GC-MS’de yag asidi metil ester analizi.
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Sekil E.6. Biyodizel-6 6rneginin GC-MS’de yag asidi metil ester analizi.
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EK E.4
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Sekil E.7. Biyodizel-7 6rneginin GC-MS’de yag asidi metil ester analizi.
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Sekil E.8. Biyodizel-8 6rneginin GC-MS’de yag asidi metil ester analizi.
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EK E.5
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Sekil E.9. Biyodizel-9 6rneginin GC-MS’de yag asidi metil ester analizi.
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Sekil E.10. Biyodizel-10 6rneginin GC-MS’de yag asidi metil ester analizi.
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EK E.6
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Sekil E.11. Biyodizel-11 6rneginin GC-MS’de yag asidi metil ester analizi.
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Sekil E.12. Biyodizel-12 6rneginin GC-MS’de yag asidi metil ester analizi.
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EK E.7
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Sekil E.13. Biyodizel-13 6rneginin GC-MS’de yag asidi metil ester analizi.
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Sekil E.14. Biyodizel-14 6rneginin GC-MS’de yag asidi metil ester analizi.
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EK E.8
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Sekil E.15. Biyodizel 6rneklerinde GC-MS’de yag asidi metil ester analizi i¢in kullanilan
FAME standart.
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EK F. Tanecik Boyutunun ve Sicakhigin Tutuklanmaya Etkisini Gosteren

Grafikler.
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Sekil F.1. 24°C’de hidrotalsit ve zeolitlere immobilizasyon verimleri.
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Sekil F.2. 37°C’de hidrotalsit ve zeolitlere immobilizasyon verimleri.
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EK F.2
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Sekil F.3. Farkl sicakliklarin zeolit- AW 300 iizerine immobilizasyona etkisi.
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Sekil F.4. Farkli sicakliklarin zeolit- 13x iizerine immobilizasyona etkisi.
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EK F.3
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Sekil F.5. Farkli sicakliklarin zeolit-5A iizerine immobilizasyona etkisi.
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Sekil F.6. Farkli sicakliklarin zeolit-FMS iizerine immobilizasyona etkisi.
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EK G. Protein ve Etkinlik Analizleri icin ilgili Kalibrasyon Egrileri.
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Sekil G.1. Protein analizlerinde standart olarak kullanilan BSA kalibrasyon egrisi.
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Sekil G.2. Aktivite tayini i¢in 4-Nitrofenol’tin pH 9.0 Tris-HCI] tamponundaki

kalibrasyon egrisi.
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EK G.2
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Sekil G.3. Aktivite tayini i¢in 4-Nitrofenol’tin pH 8.5 Tris-HCI] tamponundaki

kalibrasyon egrisi.
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Sekil G.4. Aktivite tayini i¢in 4-Nitrofenol’iin pH 7.0 Tris-HCI] tamponundaki

kalibrasyon egrisi.
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