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OZET

Thermomyces lanuginosus lipaz enzimi mikroporoz stiren-divinilbenzen-
poliglutaraldehit (STR-DVB-PGA) polimerine kovalent olarak immobilize edilmistir.
Merkezi kompozit dizayn ile immobilizasyon iizerine enzim konsantrasyonunun (% 4-
16 v/v), tampon pH’nin (6,0-8,0), tampon konsantrasyonunun (20-100 mM),
immobilizasyon siiresinin (8-40 saat) etkisi incelenmis ve etkili faktorler optimize
edilmistir. Enzim konsantrasyonu, pH ve tampon konsantrasyonunun spesifik aktivite
tizerinde etkili olan 6nemli faktdrler oldugunu bulunmustur. Optimum kosullardaki
tahmini spesifik aktivite 8.78 pmol pNP/mg enzim.dk olarak hesaplanmis, deneysel
spesifik aktivite ise 8,41 umol pNP/mg enzim.dk olarak belirlenmistir. Metanol ve #-
biitonoliin immobilize lipazin spresifik aktivitesi Tlizerine etkisi incelenmistir.
Immobilize lipazin aktivitesi t-biitanolde hemen hemen degismezken, metanolde biiyiik
oranda azalmaktadir. Calismanin ikinci asamasinda ¢apraz baglayici olarak glutaraldehit
kullanilarak kitosan kiireler hazirlanmistir. Candida antarctica A lipaz enzimi kitosan
kiireler iizerine kovalent olarak immobilize edilmistir. Bu kiireler {izerine yapilan
immobilizasyonda en yiiksek spesifik aktivite, % 12 (v/v) enzim konsantrasyonunda ve
24 saat immobilizasyon siiresinde elde edilmistir. Optimum kosullarda enzim
immobilize edilen STR-DVB-PGA polimeri ve kitosan kiireleri kullanilarak 6n islem
uygulanmamig atik kanola yagindan biyodizel lretilmistir. Her iki destek maddesi
kullanilarak {iretilen biyodizel verimleri sirasi ile % 85,95 ve % 59,32 dir. STR-DVB-
PGA destek maddesi ile daha yiiksek oranda biyodizel elde edildigi goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Merkezi kompozit dizayn, lipaz, immobilizasyon,

STR-DVB-PGA, kitosan, atik kanola yagi, biyodizel.
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ABSTRACT

Lipase from Thermomyces lanuginosus was immobilized by covalent binding on
a novel microporous styrene-divinylbenzene-polyglutaraldehyde copolymer (STY-
DVB-PGA). The central composite design was employed to evaluate the effects of
enzyme concentration (4-16 %v/v), buffer pH (6.0-8.0), buffer concentration (20-100
mM) and immobilization time (8-40 h) on the specific activity, and significant
parameters were optimized. The results indicated that enzyme concentration, pH and
buffer concentration were the significant factors on the specific activity of immobilized
lipase. The predicted specific activity was 8.78 umol pNP/mg enzyme.min under the
optimal conditions and the subsequent verification experiment with specific activity of
8.41 umol pNP/mg enzyme.min confirmed the validity of the predicted model. The
effect of methanol and fert-butanol on the specific activity of immobilized lipase was
investigated. The immobilized lipase was almost stable in tert-butanol whereas it lost
most of its activity in methanol. In second part of study, chitosan beads were prepared
by using a crosslinking agent as glutaraldehyde. Lipase from Candida antarctica A was
immobilized by covalent binding on chitosan beads. The maximum specific activity was
found as enzyme concentration of 12 % (v/v) and immobilization time of 24 hours.
Production of biodiesel was performed with STY-DVB-PGA polymer and chitosan
beads as support materials using waste canola oil. The yields of biodiesel were 85.95 %
and 59.32 %, respectively. It was observed that STY-DVB-PGA support material
provided higher biodiesel yield.

Keywords: Central composite design, lipase, immobilization, STY-DVB-PGA,

chitosan, waste canola oil, biodiesel.
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1. GIRIS

Son yillardaki petrol krizleri, sera etkisi ve CO; sorunu alternatif enerji kaynagi
arayislarini hizlandirmistir. Fosil kaynakli yakitlarin kullanimiyla salinan gazlar ¢evreyi
ve saghigimizi tehdit etmektedir. Bir siire sonra bu yakitlarin rezervlerinin tiilkenecegi
bilinmektedir. Bu nedenlerle yenilenebilir ve c¢evreye =zarar vermeyen enerji

kaynaklarinin aragtirilmasina yonelik ¢alismalar onem kazanmaktadir.

Yenilenebilir enerji kaynaklar1 arasinda bitkisel ve hayvansal kaynaklardan
edilen biyoyakitlar, petrol kaynakli yakitlara en Onemli alternatif enerji kaynagi
olmustur. Biyoyakitlarin ticari olarak kendine en fazla yer bulam1 biyodizeldir.
Biyodizel, bitkisel ve hayvansal kokenli yaglardan elde edilen yag asidi metil
esterleridir. Biyodizel saf olarak kullanilabilecegi gibi petrolden elde edilen dizel yakita
karistirilarak da kullanilabilmektedir.

Ik olarak 1895°te Rudolf Diesel’in yerfistig1 yag: kullanarak dizel yakit elde
etmesiyle glindeme gelen biyodizelin 1990’lardan itibaren diinyada kullanimi
yayginlasmaya baslamistir. Bugiin ABD ve AB iilkeleri ile Malezya’da iiretimi ve
kullanim1 6nemli miktarlara ulasan biyodizelin fosil yakitlardan elde edilen {irtinlere
gore cesitli avantajlar1 vardir. Biyodizel, toksik olmayan, yenilenebilir ve diisiik

emisyon degerlerine sahip bir yakittir.

IIk dizel motorlarda dizel yakiti olarak bitkisel kokenli yaglar kullanilmasina
ragmen, bu yakitlarin motorlarda olusturdugu problemler dikkate alinarak, motor
tireticileri fosil yakitlara yonelmistir. Oksijen igeren yakitlarin egzoz emisyonlarini
azaltmas1 ve artan gevre bilinci yaglarin dizel motorlarinda kullanimint 1980’11 yillarin
basinda tekrar giindeme getirmistir. Ancak bitkisel yaglarin petrol kaynakli dizel yakita
gore viskozitelerinin ve molekiiler agirliginin daha yiiksek olmasi motor icinde tortu
olusumu ve karbon birikimi gibi olumsuz etkilere neden olmaktadir. Bu durum
motorlarda ciddi problemlere yol agar. Bitkisel veya hayvansal yaglarin dizel
motorlarda herhangi bir degisiklik yapilmadan kullanilabilmesi i¢in petrol kaynakli

dizele yakin ozelliklere sahip bir yakita doniistiiriilmesi gerekmektedir. Bitkisel ve



hayvansal yaglarin dizel yakitina dontistiiriilmesinde dért metot vardir. Bunlar, bitkisel
ve hayvansal yagin seyreltilmesi, termal kraking (piroliz), mikroemiilsiyon ve
transesterifikasyon reaksiyonudur. Transesterifikasyon, son zamanlardaki arastirmalarda

tizerinde en ¢ok durulan, en yaygin metottur.

Transesterifikasyon, asit katalizli, baz katalizli, enzim katalizli ve siiperkritik
akiskan metanol kullanilarak gergeklestirilebilir. Kimyasal yontemlerin yiiksek enerji
maliyeti ve gliserin saflagtirma basamaklarinin olmasi nedeniyle, giiniimiizde lipaz
enzimleri kullanilarak biyodizel iiretimi onemli hale gelmistir. Lipaz enzimi ilimh
reaksiyon kosullarinda ¢alisilmasimi ve ilave islem gerektirmeden gliserinin geri
kazaniminmi saglamaktadir. Ayrica bu yontemle saflastirma islemlerine gerek kalmadan
daha saf esterler elde edilmektedir. Enzimatik yontemin en dnemli dezavantaji enzim
maliyetinin yiiksek olmasidir. Bu durum immobilize enzim kullanimiyla bir dlgiide

telafi edilebilmektedir.

Biyodizelin ticarilesmesinin 6niindeki baglica engel maliyetinin yiiksek
olmasidir. Biyodizelin iiretiminde maliyetin azaltilabilmesi i¢in hammadde olarak atik
bitkisel yaglarin kullanilmasi, siirekli transesterifikasyon reaksiyonu ve yan {riin olarak
¢ikan gliserinin degerlendirilmesi diisiiniilebilir. Ulkemizde yillik 350.000 ton bitkisel
atik yag olustugu tahmin edilmektedir. Bu atik yaglarin toplanarak biyodizele
donistiiriilmesi ile ¢evresel olmayan yollarla imhasinin 6nlenmesi, atik bir enerji
kaynagimin tekrar hayata gecirilmesi ve atik yaglardan firetilen biyodizelin rafine
yaglardan iiretilen biyodizele oranla maliyetinin ¢ok daha diisiik olmasi1 gibi avantajlar,
atik bitkisel yaglardan biyodizel {iretimini cazip hale getirmektedir. Biyodizel
tiretiminde hammadde olarak atik yaglarin kullanilmasi, hem ¢evre sorunlarinin

azaltilmasini hem de iiretim maliyetinin diisiiriilmesini saglamaktadir.

Ulkemizde petrol tiiketiminin ancak %15’i yerli iiretimle saglanabilmektedir.
Petrol tiiketiminde en biiyiik pay %34 ile dizel yakita aittir. Ulkemizde petrol
kaynaklarinin yetersiz olmasi ve kiiresel enerji krizleri, alternatif enerji kaynaklarinin

arastirilmasina hiz kazandirmistir. Tiirkiye’de biyodizel kullanimi, tiiketici tasarrufunu



ve petrol ithalatinin azaltilmasinmi saglarken, temiz ¢evrenin gelisimine de 6nemli bir

katki saglayacaktir.

Bu calismada Thermomyces lanuginosus lipaz enziminin (Lipozyme TL-100L)
mikro gozenekli stiren-divilbenzen-poliglutaraldehit polimer destek maddesine
immobilizasyon parametreleri kemometrik olarak optimize edilmistir. Optimum
kosullarda immobilize edilen enzime ¢-butanol ve metanoliin inhibisyon etkisi
incelenmistir. Kitosandan {iretilen polimerik destek maddesine Candida antarctica A
lipaz enzimi (Novozyme 735) immobilize edilmistir. Bu immobilize enzimler
kullanilarak  reaktér sistemi ile atitk kanola yagindan biyodizel iiretimi
gerceklestirilmistir.  Uretilen biyodizelin baz1 6zellikleri incelenerek kullanima
uygunlugu belirlenmistir. Bu veriler dogrultusunda endiistriyel olarak uygulanabilir

biyodizel iiretim sistemi gelistirilmesi amaglanmustir.



KURAMSAL TEMELLER

2.1. ATIK BITKISEL YAGLAR

Kizartma en eski ve en yaygin gida hazirlama yontemlerinden biridir. ABD’de
2005 yilinda 83 milyar $ ticari potansiyeli oldugu tahmin edilmektedir (Pedreschi ve
ark. 2005). Kizartilmig gidalar tiiketiciler tarafindan begenilen tat, renk ve yapiya
sahiptirler (Boskou ve ark. 2006). Kizartma islemi, gida maddesinin 150-190 °C
sicakligindaki yag icine daldirilmasi ile yag, gida ve hava arasinda ayni anda
gergeklesen 1s1 ve kiitle iletimi sonucunda, gidanin istenilen renk, doku ve lezzet

kazanarak kisa siirede pigsmesini saglayan bir prosestir. (Tiirkay 2007).

Kizartma ydnteminin gidalarin pisirilmesi i¢in ucuz, hizli ve verimli bir yontem
olmasit ve gida ylizeyinde sterilizasyon saglamasi gibi dstiinliiklerinin yani sira,
besleyici degeri agisindan da kizartilmis gidalarin diger yontemlerle pisirilmis gidalara
gore ustiinliikleri vardir. Ornegin, gida igindeki sicakhigin 100 °C’nin altinda ve
kizartma stiresinin kisa olmasi nedeniyle, C vitamini gibi 1stya hassas vitaminlerin
haslama ve firinlama yoOntemlerine gore daha az bozundugu saptanmistir. Benzer
sekilde kizartilmis gidalardaki mineral kaybi, haslanmis ve firinlanmis gidalarla
kiyaslandiginda ihmal edilecek kadar azdir. Kizartma amaciyla kullanilan tiim bitkisel
yaglar E vitamini icerdiklerinden, kizartilmis gidalar da tuttuklar1 yag nedeniyle bu
vitamince zenginlesirler. Dolayisiyla yag icerigi ve bundan kaynaklanan kalorileri sorun
olmadig siirece, kizartma igsleminin gidanin besleyici degerine olumlu bir katkisindan
s0z edilebilir. Ancak kizartilmis iiriinlerin insan sagligina olumsuz etkisi olmamasi igin,
mutlaka kizartma isleminde kullanilan yagin igerdigi bozunma iiriinlerinin miktarinin
takip edilmesi gerekmektedir (Tiirkay 2007). Kizartma isleminin yararlar1 cizelge

2.1.1.de 6zetlenmistir.



Cizelge 2.1.1. Kizartma isleminin yararlari

= Ucuz, hizli ve verimli bir pisirme yontemidir.

* (Gida maddesinin yiizey sterilizasyonu saglanir.

= (Gida maddesinin C vitamini gibi yiiksek sicaklikta bozunan vitamin
kayb1 daha azdir.

= (Gida maddesinin yagda ¢6ziinen vitaminlerden A vitamini kaybi1 daha
fazla iken, kizartma yagindan gelen E vitamini kazanim fazladir.

* (Gidanin i¢erdigi mineral madde kaybi daha azdir.

» Gelismemis iilkelerde yiiksek kalori igerigi ile iyi bir besleyici madde
kaynagidir.

KAYNAK: Tiirkay 2008.

2.1.1. Kizartma Mekanizmasi:

Kizartma iglemi bir su giderme (dehidrasyon) islemidir. Kizartma isleminde;
- Gida kisa siirede piser.

- Uriiniin sicaklig1, kabuk bolgesi harig¢ 100 °C’yi gegmez.

- Suda ¢6zilinen madde kaybi minimumdur (Tiirkay 2008).

Uygun siire ve sicaklikta kizartilan gida canli renkte, gevrek yapidadir ve uygun
miktarda yag adsorplamistir. Daha diisiik sicaklikta veya daha kisa siirede kizartilan
gida beyaz veya agik sar1 renkte, kismen pismemis i¢ yapiya sahiptir. Daha yliksek
sicaklikta veya daha uzun siirede kizartilan gida daha koyu renkte, daha sert bir dis
yapiya sahiptir ve fazla miktarda yag adsorplamistir (Blumenthal 1991).

Kizartma iglemi sirasinda istenen veya istenmeyen kimyasal bilesikler olugsmasi
nedeniyle kizartilan gidanin lezzetinde, kalitesinde, renginde, yapisinda ve besleyicilik
Ozelliklerinde bazi degisimler olur. Yagda hidroliz, oksidasyon ve polimerizasyon gibi
kimyasal reaksiyonlar gerceklesir, ugucu ve ugucu olmayan bilesikler olusur. Kizartma
yaglari, kizartma islemi sirasinda olusan sagliga zararli olabilecek bu maddelerden

baska gida maddesinden kaynaklanan ve yagda yiiksek ¢oziiniirliigii olan heterosiklik



aminler (HAs), poliaromatik hidrokarbonlar (PAHs), poliklorlu bifeniller (PCBs),
diokosinler, akrilamidler gibi sagliga zararli maddeleri kulanim siiresine bagli olarak

degisen miktarlarda icerebilirler (Tiirkay 2008).

Kizartma sirasinda yagda bozunmaya neden olan etmenler ve bozunma sonucu
olusan triinler ¢izelge 2.1.1.1°de verilmistir. Kizartma sirasinda yagda olusan ugucu ve
ucucu olmayan bilesenler de ¢izelge 2.1.1.2.°de verilmistir. Olusan ugucu olmayan

bozunma {irlinleri yagin toplam polar madde i¢erigini olusturur (Tiirkay 2007).

Cizelge 2.1.1.1. Kizartma sirasinda bozunmaya neden olan etmenler ve bozunma
sonucu olusan iiriinler

Reaksiyon Neden olan etmen Reaksiyon iiriinleri
Hidroliz Gidanin igerdigi su Yag asitleri
Monogliseridler
Digliseridler
Okgidasyon ve Hava Oksitlenmis monomerik,
polimerizasyon dimerik ve oligomerik
trigliseridler

Ugucu maddeler (aldehit,
keton, alkol vs.)

Isil  bozunma ve | Sicaklik

polimerizasyon Halkal1  yapida  dimerik,

polimerik trigliseridler

KAYNAK: Tiirkay 2008.



Cizelge 2.1.1.2. Kizartma sirasinda yagda olusan bozunma iiriinleri

Ucucu olmayan bozunma iiriinleri

(Toplam Polar Madde Igerigi) Ugucu bozunma iiriinleri

Monogliseridler Hidrokarbonlar
Digliseridler Ketonlar
Oksitlenmis trigliseridler Aldehitler
Trigliserid dimerleri Alkoller
Trigliserid trimerleri Esterler
Trlgllserldvpol?mer'lerl Laktonlar
Serbest yag asitleri PALlar
Akrilamidler PCB’ler
Heterosiklik aminler Dioksin

KAYNAK: Tiirkay 2007.

Kizartma sirasinda yagin bozunmasi sonucu olusan ugucu bilesiklerin ¢ogu
buharlagarak atmosfere karisir. Yagdaki kalan ucucu bilesikler bir¢ok kimyasal
reaksiyona maruz kalir veya gida tarafindan adsorplanir. Ucgucu olmayan bilesikler
kizartilan gidanin lezzetine, kalitesine ve yapisina depolama siiresince etki eder.
Kizartma islemi sirasinda yagdaki doymamis yag asitleri azalir. Kopiiklenme, renk,
viskozite, yogunluk, spesifik 1s1, serbest yag asidi igerigi, polar maddeler ve polimerik
bilesikler artar. Kizartma siiresine bagli olarak bu parametrelerin degisimi sekil
2.1.1.1.”de gosterilmistir. Kizartma sicakligi ve zamani, kizartma yagi, antioksidanlar ve
kizartma yapilan kap kizartma sirasinda yagin oksidasyon, polimerizasyon ve

hidrolizine etki eder (Choe ve Min 2007).



Peroksitler

Artan deger

e
';;umerik madde

Zaman ———————

Sekil 2.1.1.1. Kizartma sirasinda zamanla yagdaki fiziksel ve kimyasal degisimler
(Choe ve Min 2007).

2.1.2. Kizartma Sirasinda Yagdaki Kimyasal Reaksiyonlar

2.1.2.1. Yagin Hidrolizi

Kizartma sirasinda ortamda var olan su ve oksijen kizartma yaginda ve gidada
kimyasal reaksiyonlar1 baslatirlar. Su, zayif bir niikleofil olarak trigliseritin ester bagina
saldirarak monogliserid, digliserid, gliserol ve serbest yag asitlerinin olusmasina neden
olur. Kizartma yaginin serbest yag asidi igerigi kizartma sayisi arttik¢a artar (Chung ve
ark. 2004). Kizartma yaginin kalitesinin belirlenmesinde kullanilan parametrelerden biri
de serbest yag asidi miktaridir. Termal hidroliz, su-yag ara ylizeyinden ziyade baslica
yag fazinda gerceklesir (Lascaray 1949). Hidroliz, kisa ve doymamis yag asitleri iceren
yagda uzun ve doymus yag asitleri iceren yaglardan daha fazla meydana gelir. Ciinkii
kisa ve doymamis yag asitlerinin suda ¢Oziiniirligli uzun ve doymus yag asitlerinden
daha fazladir. Gidalardaki su, kisa zincirli yag asitlerini kolaylikla hidroliz eder (Nawar

1969).



Fazla miktarda su, yagi hizlica hidroliz eder (Dana ve ark. 2003). Yag ile
gidanin sulu fazi arasindaki temasin fazla olmasi yagin hidrolizini arttirir (Pokorny
1989). Patates kizartmasi sirasinda, pamuk yagindaki mono ve digliseridler 155-195
°C’de baslangigta artar ve sonra sabit bir noktaya ulasir (Houhoula ve ark. 2003).
Kizartma yaginin sik sik taze yag ile degistirilmesi ile kizartma yagimin hidrolizi
yavaglatilir (Romero ve ark. 1998). Kizartma kabinin temizliginde sodyum hidroksit ve
diger bazik maddelerin kullanimi yagin hidrolizini arttirir. Kizartma siiresinin yagin

hidrolizine etkisi yoktur (Naz ve ark. 2005).

Serbest yag asitleri ve onlarin okside olmus bilesikleri kotii tat ve koku iireterek
yagin kizartma islemine uygunlugunu azaltir. Digliseridler ve monogliseridler, gliserol
ve serbest yag asitleri yagin hidroliz reaksiyonunu daha da hizlandirir (Frega ve ark.,
1999). 150 °C’de gliserol buhar1 ve yagda kalan gliserol, hidroliz ile yag asitlerinin
olusumunu arttirir (Naz ve ark., 2005). Stevanson ve ark. (1984) kizartma yagi i¢in
maksimum yag asidi igeriginin %0,05 ile %0,08 arasinda olmas1 gerektigini

Onermislerdir.

2.1.2.2. Yagin Oksidasyonu

Kizartma islemin sirasinda oksijen yag ile tepkime verir (Peers ve Swoboda
1982, Houhoula ve ark. 2003). Termal oksidasyonun kimyasal mekanizmasi aslinda
otooksidasyon mekanizmasi ile aynidir. Termal oksidasyon, otooksidasyondan daha
hizhidir. Ama termal ve otooksidasyon arasinda detayli bilgi ve kiyaslama
bulunmamaktadir. Termal oksidasyonun mekanizmasi sekil 2.1.2.2.1.’de goriildigl gibi

baslama, ¢cogalma ve sonlanma agamalarindan olusur.
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i + H I
Sonlanma CH;+(CH;)s— CH;
Sekil 2.1.2.2.1. Yagin termal oksidasyonunda baglama, ¢cogalma ve sonlanma
(Choe ve Min 2007).

Radikal olmayan singlet haldeki yag triplet haldeki diradikal oksijen ile spin
engelinden dolayr tepkime vermez. Havadaki oksijen bir diradikal bilesiktir.
Oksidasyon reaksiyonu igin radikal oksijen ile tepkime verecek olan yag radikal halde
olmalidir. Yagdaki karbona daha zayif bag ile bagl olan hidrojen ilk olarak uzaklagarak
radikal haline gelecektir. Linoleik asidin 11. karbonunda, karbon ile hidrojen arasindaki
bag1 kirmak icin 50 kcal/mol enerjiye ihtiya¢ vardir (Min ve Boff 2002). Cifte bagli 9.
ve 12. karbonlarin karbon-hidrojen baginin enerjisi, elektronlarin ¢ekilmesi nedeniyle
11. karbondan daha azdir. Oleik asidin ¢ifte baginin o konumundaki 8. veya 11.
karbondaki karbon-hidrojen bagi yaklasik 75 kcal/mol’diir. Yaninda ¢ifte bag icermeyen
doymus karbondaki karbon-hidrojen bagi yaklasik 100 kcal/mol’diir (Min ve Boff,
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2002). Yag asitlerindeki karbon-hidrojen baginin farkli kuvvetlerde olmasi stearik, oleik
ve linoleik asitlerin termal veya otooksidasyon sirasinda farkli miktarlarda oksidasyona
ugramalarini agiklar. Linoleik asitteki en zayif karbon-hidrojen bagi 11. karbondadir ve
ilk olarak 11. karbondaki hidrojen uzaklagarak 11. karbonda bir radikal olusur. 11.
karbondaki radikal trans ¢ifte bagli 9. veya 13. karbondaki konjuge pentadienil radikali
olusumuyla yeniden diizenlenir. Is1, 151k, metaller ve reaktif oksijen tiirleri yagda radikal
olusumunu kolaylastirirlar. Fe* ve Cu?" gibi ¢ok degerlikli metaller diisiik sicakliklarda
bile metalin yiikseltgenme-indirgenme mekanizmasit sayesinde yagdan hidrojeni
uzaklagtirarak alkil radikalleri olustururlar. Doymus yag asitlerinde radikal olusum
bolgesi doymamis oleik ve linoleik asitlerinkinden farklidir. Doymus yag asitlerinin
alkil radikali elektron c¢ekme ozelligine sahip karboksil grubunun o pozisyonunda
olusur. Bir yag molekiiliinden bir hidrojen uzaklagmasiyla alkil radikalinin olusumu
yagin oksidasyon reaksiyonunun baslama basamagi olarak isimlendirilir. Alkil radikali,
alkil radikalleri, alkoksi radikalleri ve peroksi radikalleri ile tepkime vererek dimerler ve

polimerler olusturabilir.

Alkil radikali diradikal triplet oksijen ile hizli bir sekilde tepkime verir ve
peroksi radikalleri meydana gelir. Peroksi radikali de oleik asit ve linoleik asitten
hidrojen ayirir ve hidroperoksit olusur. Peroksi radikali bir baska yag molekiiliinden bir
hidrojen atomu uzaklastirir ve yeni hidroperoksit ve bir baska alkil radikali olusur. Bu
zincir reaksiyonu gidalardaki serbest radikal zincir reaksiyonu olarak adlandirilir ve
cogalma basamagidir. Peroksi radikalleri de diger radikaller ile tepkime vererek
dimerleri veya polimerleri olusturur (Choe ve Min 2005). Serbest alkil radikalleri ve

peroksi radikallerinin zincir reaksiyonlar1 yagin termal oksidasyonunu hizlandirir.

R-O-0O-H yapisindaki oksijen-oksijen baginin kuvveti yaklasik 44 kcal/mol’diir.
Bu bag goreceli olarak zayif bir kovalent bagdir (Hiatt ve ark. 1968). Hidroperoksitler
genellikle kizartma sirasinda kararli degildirler (gizelge 2.1.2.2.1.). Hidroperoksitler
peroksit baginin homolizi ile alkoksi ve hidroksi radikallerine parcalanirlar.
Hidroperoksitin parcalanmasiyla oksi ve hidroksi radikalleri olusur. Toschi ve ark.
(1997) 150 °C’de termal oksidasyona ugramis metil linoleatin hidroperoksitlerinden

cesitli hidroksil tiirevleri tanimlamistirlar. Alkoksi radikali diger alkoksi radikalleri ile



12

tepkime verir veya pargalanmasiyla radikal olmayan iiriinler olusur. Radikal olmayan,
ucucu veya ugucu olmayan bilesiklerin olugmasiyla oksidasyon sona erer ve bu

sonlanma basamagi olarak adlandirilir (sekil 2.1.2.2.1.).

Cizelge 2.1.2.2.1. Farkl1 sicakliklarda 1sitma sirasinda etil linolenatin peroksit degerleri
70 °C 180 °C 250 °C
Isitma Peroksit Isitma Peroksit Isitma Peroksit
siiresi degeri siiresi degeri siiresi degeri
(saat) (meq/kg yag) (saat) (meq/kg yag) (saat) (meq/kg yag)
6 1777 5 237 3 44
24 1058 10 251 5 77
45 505 20 119 10 198
69 283 30 80 20 67
60 44 30 0

KAYNAK: Nawar 1984.

Kizartma yagindaki ucgucu bilesiklerin ¢ogu kizartma sirasinda buharlasarak
uzaklagir (May ve ark. 1983). Kizartma sistemine su eklenmesiyle yagdaki ucucu
bilesikler azalir (Wu ve Chen 1992). Yagda bulunan ugucu bilesiklerin miktar1 yag tiiri,
gida tiirti ve kizartma kosullarina bagl olarak biiyiik 6l¢iide degisir. Kizartma yagindaki
ucucu bilesikler, buharlagsma, bozunma ve ugucu bilesiklerin diger gida bilesenleri ile
reaksiyonu nedeniyle azalir veya tamamen ortadan kalkar (Nawar 1985). Kizartma
yagindaki ucucu bilesikler oksidasyon, dimerizasyon ve polimerizasyon gibi pek ¢ok
reaksiyona maruz kalir. Ucucu bilesikler kizartma yaginin ve kizartilan gidalarin lezzet
kalitesine onemli ol¢iide katkida bulunur. Oksidatif par¢alanma reaksiyonlari, oksijen
konsantrasyonu ve serbest radikallerin artmasi ile artar (Paul ve Mittal 1997). Mono ve
digliseridlerin miktarlar1 kizartma isleminin baslangicinda azdir. Kizartma sisteminde
ylksek yiizeyler aras1 gerilimi su kabarciklar1 ve yag yiizeyini kaplayan buhar olusumu
kirar. Yiizeyi kaplayan su yag ile oksijen arasindaki temasi azaltir ve yagin oksidasyonu
azalir (Blumenthal 1991). Rafine yag genellikle 1 ppm’den daha az yag asitlerinin
sodyum ve potasyum tuzlar1 gibi alkali madde igerir. Taze kizartma yagi 10 ppm’den

daha az alkali madde igermelidir (Moreira ve ark. 1999).
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2.1.2.3. Yagin Polimerizasyonu

Kizartma yaginin ve kizarmis gidalarin lezzet kalitesinde ucucu bilesikler
fazlasiyla 6nemlidir ama kizartma yagindaki tiim bozunma iiriinlerindeki ugucu igerigi
milyonda bir seviyesindeki konsantrasyonda bulunur (Nawar 1985). Kizartma yaginin
baslica bozunma {iriinleri ugucu olmayan polar bilesikler, trigliserid dimerleri ve
polimerleridir. Siklik bilesiklerin miktarlar1 ugucu olmayan polar bilesikler, dimerler ve
polimerler ile karsilastirildiklar1 zaman goreceli olarak kiiciiktiir (Takeoka ve ark. 1997,
Dobarganes ve ark. 2000). Dimerler ve polimerler molekiil agirligi 692 ile 1600 Dalton
arasinda olan biiyiik molekiillerdir ve —C-C-, -C-O-C-, ve —C-O-O-C- baglarinin
kombinasyonuyla olusurlar (Kim ve ark. 1999). Dimerler ve polimerler, hidroperoksi,

epoksi, hidroksi ve karbonil gruplarina, —C-O-C- ve —C-O-O-C- baglarina sahiptirler.

Olusan dimerler ve polimerler, reaksiyon siireglerine ve yagin icerdigi yag asidi
tiirlerine bagl olarak siklik veya asiklik olabilir (Tompkins ve Perkins 2000). Kizartma
islemi sirasindaki dimerizasyon ve polimerizasyon radikalik reaksiyonlardir. Allil
radikalleri tercihen ¢ift baglarin a konumundaki metilen karbonlarinda olugur. Dimerler
C-C bagindan allil radikalinin reaksiyonu ile olusur. Isitma sirasinda oleik asitten siklik

olmayan polimerlerin olusumu sekil 2.1.2.3.1.’de gosterilmistir.
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Ry~CH,—CH=CH-R;
~> H- Ry~CH—-CH=CH-R;
+ R1-(I:'.H'CH:CH-R2
Ry~ CH—CH=CH-R; ®  R~CH=-CH=CH-R,
dimer
I 4 Ry~CH;—CH=CH-R;
R1-CH'CH:CH'RE + He R1—EH—CH=CH_R2
Ry=CHz=CH=CH-R,  Ry=CH;~CH—CH,~R;
dimer
+ Ry~CH;—CH=CH-R;
Ry~ CH-CH=CH-R; +H Ry~CH—CH=CH-R;
Ry~CH;—CH=CH-R; *  R{~CH;—CH-CH-R;
Ry=CH;=CH=CH-R; Ry=CH,—CH—CH,—R,
l + Ry~CH,—CH=CH-R; trimer
polimer
Sekil 2.1.2.3.1. Kizartma sirasinda oleik asitten siklik olmayan polimer olusumu
(Choe ve Min 2007).

Trigliseridler oksijen ile reaksiyon verir ve alkil hidroperoksitler (ROOH) veya
dialkil peroksitler (ROOR) olusur. Bunlar kolaylikla RO-OH seklinde boliinerek alkoksi
ve ROO-R seklinde boliinerek peroksi radikallerine bozunur. Alkoksi radikalleri yag
molekiiliinden hidrojen kopararak hidroksi bilesikleri meydana getirebilir veya diger
alkil radikalleri ile birleserek oksidimerler meydana getirebilir. Peroksi radikalleri alkil
radikalleri ile birlesebilir ve peroksi dimerleri olusturabilir (Choe ve Min 2007).
Kizartma sirasinda yagda eter ve peroksit baglarmin olusumu Sekil 2.1.2.3.2.°de

gosterilmistir.
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CH;—CH,~CH=CH-CH,~-CH=CH-CH=CH-CH-CHz— (CH. )s—~COOH

- 0
I
CH;-CH,-CH=CH-CH,-CH=CH-CH=CH-CH—-CH:— {CH;)s—COOH

|

CH;—CH,-CH=CH-CH,-CH=CH-CH=CH-CH-CH:— (CH;);—COOH

|
CH;-CH;-CH=CH-CH,-CH=CH-CH=CH-CH-CH:— (CH;);~COOH
Eter bagi

H;CH;CH=CH-CH,-CH=CH-CH=CH EH CHz- (CH;);~COOH
+ .
O

CHsCH; CH=CH-CH, CH=CH-CH=CH E'H CH;~ (CH;)s~COOH

b

CH;-CH;-CH=CH-CH,-CH=CH-CH=CH EH CHz— (CH;)—COOH

0
I
CH;—CH:—CH=CH-CH;~CH=CH-CH=CH—-CH-CHz— (CH; )y~ COOH
Peroksit bagi
Sekil 2.1.2.3.2. Kizartma sirasinda yagda eter ve peroksit baglarinin olusumu

(Choe ve Min 2007).

Dimerler ve polimerlerin olusumu yagin tiirline, kizartma sicakligmma ve
kizartma sayisina baglidir. Kizartma sayisi ve kizartma sicaklhigi arttiginda ¢izelge
2.1.2.3.1. (Cuesta ve ark. 1993) ve sekil 2.1.2.3.3.’da (Takeoka ve ark. 1997) gorildiigii
gibi polimer miktar1 artar. Kizartma sirasinda linoleik asit¢e zengin olan yag oleik asitce

zengin yagdan daha kolay polimerize olur (Bastida ve Sanchez-Muniz 2001).
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Cizelge 2.1.2.3.1. Patates kizartmasi sirasinda aygigegi yaginda (mg/100 mg yag)
trigliserid polimerlerinin olusumu
Kizartma Sayisi
0 20 30 50 75

Trigiserid 0,10 1,65 2,50 3,15 3.44
polimerleri
Trigliserid 0,75 6,25 7,09 737 7,51
dimerleri

KAYNAK: Cuesta ve ark. 1993.

—&— Misir yagi 190 °C
=y Misir yag 204 °C

& Pamuk yagi 190 °C
=5 Pamuk yag) 204 °C

25 /

=y e
=20 P P
=] T
] A& P
‘:’" 5 _-‘,/ --_.______--‘
: _
S 10 -
o

5

0 B

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Isitma siresi (glin)

Sekil 2.1.2.3.3. 190 °C ve 204 °C’de 1sitilan pamuk yagi ve misir yagiin polimer

icerigi (Takeoka ve ark. 1997).

Siklik polimerler, trigliseridler arasinda veya iginde radikalik reaksiyonlar (Sekil

2.1.2.3.4.) ve Diels-Alder reaksiyonuyla (sekil 2.1.2.3.5.) meydana gelir. Kizartma

yaginda siklik bilesiklerin olusmasi doymamislik derecesi ve kizartma sicakligina

baglhidir (Meltzer ve ark. 1981). Siklik monomerlerin ve polimerlerin olusumu linoleik

asit miktarinin artmastyla artar (Tompkins ve Perkins 2000). Kizartma sirasinda soya

yaginda siklik monemerlerin yani sira linoleatin bisiklik ve trisiklik dimerleri de

meydana gelir (Christopoulou ve Perkins 1989).
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Ry~CH=CH=-CHy=CHSCH-R,

=
Ry—LH—CH=CH—CH=CH—R;

*+ Ry=CHECH=CHy=CH=CH-R;

Ry=CH=CH=CH—CH=CH—R;

Ry=CH=CH=CH,=CH=CH-R;

R1-'|:II-I:‘I"'I-'l:-\:"'I -CHIEHFRE & M+ R1_{: H= GH}‘CH_CH= GH_R;
*

Ry=CH=CH=CH;=CHECH-R, Re=GH—CH-CH,—GH=CH=R,

Monosiklik dien dimer
+ Ry=CH=CH-CH.~GH=CH=R;

P:,—-El-l—ﬂH-;:H-EH: CH=R;

Ry=CH=CH=CH,=CHECH=R; e
* -
Ry=CH=CH=CHy=CH=CH-R;
Ry=CH=CH=CH=CHECH=R; :

& He
Ry=CH=CH-CH,~CHECH-R,

H- Ry~ CH=CH=CH-CH=CH-R;

[
Ty

Ry=CH=CH=CH,=CH=CH,~R;
Ry=CH=CHo=CH,=CH=CH=R;
Bisiklik monoen dimer

R,=CH=CH=CH=CH=CH=R,

Ry=CH=CH=CH,=CH=CH=R,;

Monosiklik trien trimer

Sekil 2.1.2.3.4. Kizartma sirasinda linoleik asitten siklik dimerler ve polimerlerin
olusumu (Choe ve Min 2007).
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Ry~ CH=CH-CH,—CH=CH-R,

-

R1-9H_CH=CH_CH=CH_R2

R;—CH,—CH=CH-CH=CH-R,

l + R3—CH,—CH=CH—-R4

CH=—CH
R-]_CHZ_CH CH"'R2

Rg_CHZ_CH_ CH_R4

< dimer >
Sekil 2.1.2.3.5. Kizartma sirasinda Diels-Alder reaksiyonuyla linoleik asitten siklik
bilesiklerin olusumu (Choe ve Min 2007).

Polimerler oksijence zengin kizartma islemlerinde olusur. Yoon ve ark. (1988)
yagin oksidasyonunu oksitlenmis polimer bilesiklerinin hizlandirdigin1  rapor
etmiglerdir. Polimerler yagin parcalanmasini daha hizlandirir. Bunun sonucunda yagin
viskozitesi artar, 1s1 transferi azalir, kizartma sirasinda kopiik meydana gelir ve gidada
hos olmayan renk olusur (Tseng ve ark.1996). Ayrica polimerler gidanin fazla miktarda

yag adsorplamasina neden olur.

Polimerler dienlerle biiylik 6l¢giide birlesir ve havanin oksijeni ile yag ve metalin
temas etmesiyle kizartma kabinin kenarlarinda kahverengi, re¢ine benzeri maddeler
meydana gelir. Yag nemden uzaklastirnlmadiginda da recine benzeri maddelerin

meydana gelisi artar (Moreira ve ark. 1999).
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2.1.3. Kizartma Yaglariin Kullanimdan Cekilmesi

Kizartma yaglarimin kullanimdan ¢ekilmesi i¢in en yaygin olarak kullanilan
kriter yagdaki toplam polar madde (TPM) miktaridir. Polar maddeler bir yagdaki
trigliserid olmayan maddeler olarak tanimlanabilir. Ornegin kullanilmamis yag
baslangigcta %96-98 trigliserid igerir, kalan %2-4’liikk kisim polar fraksiyon olarak
degerlendirilir. Kizartma sirasinda yagin yiiksek sicaklik, hava ve gida ile olan
etkilesimleri sonucunda pek c¢ok bilesik olusur. Olusan bu polar pargalanma iiriinlerinin

cogunun toksik etkiye sahip oldugu diistiniilmektedir (Hein ve ark. 1998).

Toplam polar madde miktarinin Olglilmesi kizartma yaglarinin kalitesini
belirlemek icin en genel ve giivenilir metottur. Pek ¢ok iilkede kizartma yagindaki TPM
miktart i¢in siir degerler belirlenmistir. Bu iilkelerin ¢ogunun yemeklik yag
yonetmeliginde polar madde icerigin en fazla %25 olmasi gerektigi belirtilmektedir.
Tiirkiye’de de bu konuyla ilgili olarak gida maddeleri iiretim, satis ve toplu tiiketim
yerlerindeki kizartma islemlerinde kullanilmakta olan kat1 ve s1v1 yaglarin resmi kontrol
ve denetimlerindeki fiziksel ve kimyasal kriterleri belirlemek amactyla 2007/41 no’lu
“Kizartma Amaciyla Kullanilan Kat1 ve Sivi Yaglarin Kontrol Kriterleri Tebligi”
yayinlanarak 28.07.2008 tarihinde yiirlirliige girmistir. Bu teblige gore kizartma
amaciyla kullanilan yaglarin TPM igerigi en fazla %25, dumanlanma noktas: en az 170
°C olmalidir. Cizelge 2.1.3.1.°de bazi Avrupa iilkelerinde kizartma yaglarmnin
kullanimdan ¢ekilme kriterleri verilmistir. Yapilan bir arastirmada 40 kizartmadan sonra
tim kullanilmis yaglarin %25’in {izerinde polar madde igerdigi tespit edilmigtir

(Dobargenes 2000, Oziewicz ve Tymoszczyk 2005).
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Cizelge 2.1.3.1. Bazi iilkelerde kizartma yaglarinin kullanimdan ¢ekilme kriterleri

e | TR | polir | QR | agisays | R
Madde

Fransa <25

Avusturya <27 <1 <2,5 >170

Bel¢ika <25 <10 <5 > 170

Almanya <24 <0,7

Ispanya <25

Macaristan <25

Italya <25 <4,5

Hollanda <27 <16

Portekiz <25

Tiirkiye * <25 > 170

* 28.08.2007 tarih ve 26627 sayili “Kizartma Amaciyla Kullanilan Kati Ve Sivi Yaglarin Kontrol
Kriterleri Tebligi” (Teblig No:2007/41).

KAYNAK: Demir 2008.

Kullanilmis kizartma yagindaki TPM miktar1 avug igine sigabilen boyuttaki
portatif cihazlarla saniyeler iginde belirlenebilir. Kizartma sirasinda yag, c¢esitli
etkilesimler sonucu bozundugundan polar molekiillerin miktarinda bir artis olur. Bu
artis ortamin dielektrik sabitini arttirir. Portatif test cihazlar1 da dielektrik sabitindeki
degisimden vyararlanarak polar madde miktarmi belirler. Olgiimler basit, yiiksek
kesinlikte ve tekrar edilebilirdir

(http://www.libralabs.com/TKT/Information/RefTPMIndustrial.pdf 2009).

2.1.4. Atik Yaglarin Cevresel Etkileri

Tirk mutfaginda hazirlanan yemeklerde genel olarak bol miktarda yag
kullanilmaktadir. Ozellikle kizartma islemleri sirasinda nemli miktarda atik yag
olugmaktadir. Son yillarda diinyada oldugu gibi iilkemizde de yagda kizartilmig patates
ve diger yiyeceklerin kullaniminda énemli artislar olmustur (Oztiirk 2004). Bu artisin
sonucunda olusan atik bitkisel yag miktar1 da artmistir. Bazi {ilkelerdeki kisi basina

diisen yillik yag tiikketim miktarlar ¢izelge 2.1.4.1.”de goriilmektedir.


http://www.libralabs.com/TKT/Information/RefTPMIndustrial.pdf
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Cizelge 2.1.4.1. Bazi iilkelerin kisi bagina diisen yillik yag tiiketimleri

TOplf‘m Aycicek | Soya | Kanola | Palm | Pamuk | Misirézii | Zeytin

Ulke il Yas | yag yagt | yagi | yagi | yad yagi yagi

iiketimi

(kg) (kg) (kg) (kg) (kg) (kg) (kg) (kg)

ABD 50,9 0,5 26,8 2,2 0,6 1,1 2,3 0,8
AB 50,5 5,5 5,6 8,8 9,1 0,3 0,56 53
Tiirkiye 26,4 6,4 4,01 0,1 4,3 3,1 2,2 1,2
Rusya 20,1 9,3 3,0 0,4 23 0,01 0,01 0,03
Misir 18,4 1,9 44 | 0,003 | 8,1 1,03 0,4 0,01
Cin 16,4 0,2 4,2 3,0 2,2 1,0 0,04 | 0,001

KAYNAK: Bulut 2008.

Bitkisel ve hayvansal yag atiklarinin kalorileri ¢ok yiiksektir. Bu atik yaglar,
suya, kanalizasyona dokiildiigii zaman su yiizeyini kaplar, su sistemine zarar verir,
havadan suya oksijen transferini Onler, zamanla suda bozunarak sudaki oksijenin
tikenmesini hizlandirir. Atik su aritma tesislerinin isletme maliyetini artirir. Atik su
borularina yapigarak boru kesitinin daralmasina ve tikanmasina neden olur. Kullanilmis
yaglar lavaboya dokiildiigli zaman dren sistemine sivanir, kanalizasyon borusu i¢indeki
atiklarin yapigsmasina ve zamanla borunun daralmasina neden olur. Kanalizasyona
dokiilen atik yaglar diger atiklari tutar ve kanalizasyon sisteminin kullanilmaz hale
gelmesine sebep olurlar. Boylece atik su aritma tesislerine zarar verir ve isletme
maliyetini artirir. ABD’de yapilan bir arastirmaya gore lavaboya dokiilen atik yaglarin
kanalizasyon sistemlerinin %40 oraninda tikanmasina sebep oldugu bildirilmistir

(http://www.albiyobir.org.tr/aby b.htm 2009).

Kullanilmis bitkisel yaglar atik su kirliliginin %25’in1 olusturmaktadir. Denize,
akarsuya ve gole ulasan bitkisel atik yaglar, kuslara, baliklara ve diger canli tiirlerine
zarar vermektedir. Yukarida siralanan olumsuzluklardan dolay:r gelismis iilkelerde
kullanilmig bitkisel ve hayvansal yaglarin kanalizasyona, ylizeysel sulara dokiilmesi

yasaktir.


http://www.wordoil.com/InfoCenter/Infocenter_Main.asp%202008
http://www.albiyobir.org.tr/aby_b.htm
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Bitkisel ve hayvansal yag atiklarinin ¢Op igerisine atilmasi veya dokiilmesi
yasaktir. Cope dokiilen atik yaglar ¢op depolama alaninda yangin ¢ikmasina neden
olmaktadir. COp depolama alani isleticileri kizartma yaglarinin ¢ope karigmamasini
isterler. Kopekler, ayilar ve mart1 gibi baz1 kus tiirleri bitkisel ve hayvansal yag
atiklarint severler. Bu durum hayvanlarin bu depolama alanina gelmesine neden olur
Kullanilmis yaglar yer alt1 sularinin da kirlenmesine neden olur. Her iilke i¢in énemli

bir igme suyu kaynagi olan yer alti sularimi temizlemek oldukg¢a pahali ve zordur

(Oztiirk 2006).

Cevre ve Orman Bakanlig1 verilerine gore lilkemizde her yil yaklasik 1,5 milyon
ton bitkisel yag gida amaci ile kullanilmaktadir. Ozellikle kizartma islemlerinden sonra
150-350 bin ton civarinda kizartmalik atik bitkisel yag olustugu tahmin edilmektedir. 1
litre yagin 1 milyon litre igme suyunu kirlettigi géz Oniine alindiginda bu miktarin
onemi daha iyi anlasilacaktir. Ancak bu yaglarin yaklasik %1°1 toplanabilmektedir.
Buna gore atik yaglarin %99’u gidaya, yem sanayisine, kozmetik sanayisine,
kanalizasyona ya da topraga gitmektedir. 2005-2008 yillar1 arasinda lisansl toplayicilar

tarafindan toplanan atik yag miktarlari ¢izelge 2.1.4.2.’de gosterilmistir.

Cizelge 2.1.4.2. Ulkemizde toplanan kizartma yag miktarlari

vil Toplanan Atik Yag
Miktari (ton)
2005 1380
2006 1680
2007 2450
2008 5850

KAYNAK: Cakir 20009.

Yaklagik olarak yillik 350 bin ton civarinda olusan kullanilmis bitkisel ve
hayvansal atik yaglarin kanalizasyona dokiilmeyip geri kazanilmasi ile yilda 350 bin ton
biyodizel, 35 bin ton gliserin iretilerek ekonomiye katki saglanabilir. Kullanilmis
bitkisel ve hayvansal yaglarin geri kazanilmasi ile evsel atik sular %25 oraninda daha az

kirlenmis olur (Cakir 2009).
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2.1.5. Bitkisel Atik Yaglarla Ilgili Yasal Diizenlemeler

Bitkisel atik yaglar ekotoksik ozelliklerinden dolay1 ¢evreyle uyumlu olarak
yonetilmesi gereken atiklar arasinda yer almaktadir. Bu nedenle Cevre ve Orman
Bakanligi’'nca “Bitkisel Atik Yaglarin Kontrolii Yonetmeligi” 19.04.2005 tarih ve
25791 sayili Resmi Gazete’de yayinlanarak yiirtirliige girmistir. Bu yonetmeligin amaci,
bitkisel atik yaglarin iiretiminden bertarafina kadar, ¢evreye zarar verecek sekilde
dogrudan veya dolayli bir bigimde alici ortama verilmesinin dnlenmesini, bu atik
yaglarin yonetiminde gerekli teknik ve idari standartlarin olusturulmasini, gegici
depolama, geri kazanim ve bertaraf tesislerinin ¢evreyle uyumlu yonetimi i¢in buna
yonelik prensip, politika ve programlarin belirlenmesi amaciyla hukuki ve teknik

esaslarin diizenlenmesini saglamaktir.

Bu yonetmelige gore, atik yaglarin ithali yasaktir. Atik yaglarin kaynakta
azaltilmas: ve geri kazanilmasi esastir. Geri kazanima uygun olmayan atik yaglar
bertaraf edilir. Kullanilmis kizartmalik yaglarin dogrudan veya dolayli olarak yemeklik
yaglara, ham yaglara, mineral yaglara karigtirllmasi ve dogrudan yakit olarak
kullanilmas1 yasaktir. Atik yaglar, toplama lisansli geri kazanim tesisleri ile gegici
depolama izni almis toplayicilar disinda gercek ve tiizel kisiler tarafindan toplanamaz,
almip satilamaz. Bitkisel atik yag {ireten tesisler, bu yaglarin toplanmasi icin lisansh
geri kazanim tesisleriyle veya toplayicilarla yillik s6zlesme yapmakla yiikiimliidiirler.

Bu yaglarin ticretsiz olarak geri kazanimciya veya toplayicilara teslim edilmesi esastir.

Bitkisel atik yaglarin canlilar {izerindeki kanserojen etkileri dolayisiyla yem ve
sabun sanayinde kullanilmasi ilgili kurumlarin da isbirligi ile yasaklanmigtir. Tarim ve
K&y Isleri Bakanligi’nin 2005/24 sayili tebligi ile yem sanayinde kullanilmasi, Saglik
Bakanligi’nin 15.02.2006 tarih ve 1697 sayili yazisi ile de sabun iiretiminde
kullanilmas1 yasaklanmistir. Bu nedenle bitkisel atik yaglar sadece biyodizel iiretiminde

kullanilabilirler.
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2.2. BiYODIZEL

2.2.1. Bitkisel Yaglarin Yakit Olarak Kullanim

Yapilan arastirmalar sonucunda bitkisel yaglarin dizel motorlarda yakit olarak
kullanilmasiyla uzun vadede bazi motor problemlerinin ortaya ¢iktigr goriilmiistiir.
Motor problemleri, bitkisel yaglarin viskozitesinin yiiksek olmasi, ucuculuklarinin
diisiik olmas1 ve soguk akis 6zelliklerinin kotii olmasindan kaynaklanmaktadir (Clark ve
ark. 1984). Bu nedenle bitkisel yaglarin dizel motorlarda yakit olarak kullanilmasi igin
bu sorunlarin giderilmesi gerekmektedir. Bitkisel yaglarin yakit olarak kullanilabilmesi
icin inceltme (seyreltme), piroliz (termal kraking), mikroemiilsiyon ve

transesterifikasyon olmak tizere dort yontem kullanilmaktadir (Ma ve Hanna 1999).

Inceltme, bitkisel yaglarin uygun bir seyrelticiyle viskozitelerini diisiirme
yontemidir. Bu yontemde kullanilacak bitkisel yaga belirli oranlarda dizel yakiti
katilmasi tercih edilen bir uygulamadir. Ayrica biitanol, aseton, etanol, metanol gibi
organik ¢oziiciiler de inceltme amaciyla kullanilabilmektedir. Ancak bu karigim enjektor

tikanmasina neden oldugu i¢in kullanima pek uygun degildir (Altun ve Giir 2005).

Piroliz, bitkisel yaglarin 1s1 etkisiyle alkanlar, alkenler, alkadienler, karboksilik
asitler, aromatik bilesikler ve az miktarda gaz bilesik vererek bozunmasidir (Demirbas,
2005). Piroliz yontemi yakitin viskozitesindeki azalma ve soguk akis o6zelliklerinin
iyilesmesi nedeniyle avantajlidir. Ancak yiiksek maliyeti, fraksiyonlama basamaklarinin

uzun olmasi nedeniyle dezavantajlidir (Ranganathan ve ark. 2008).

Mikroemiilsiyon yonteminde bitkisel yagin metanol, etanol, propanol gibi bir
alkolle mikroemiilsiyonu olusturulur. Mikroemiilsiyon, birbiriyle karigsmayan iki sividan
olusan akigkan mikro yapilarin dengedeki kolloidal dagilimidir. Mikroemiilsiyon
yontemiyle elde edilen yakit diislik viskozite ve yiiksek setan sayisi gibi avantajlara
sahiptir. Uzun siireli kullanimda enjektorlerde olusan atesleme problemleri, karbon

birikimi ve tam yanmanin meydana gelmemesi gibi dezavantajlara sahiptir (Ma ve

Hanna 1999).
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Transesterifikasyon reaksiyonunda bir ester bagka bir estere dontstiiriiliir.
Trigliseritin yapisindaki {i¢ tane yag asidi ile esterlesmis gliserol yerine yag asitlerinin
her biri kisa zincirli bir alkol ile esterlestirilir. Buradan iiretilen yag asidi alkil esterleri
motora hicbir zarar vermeden saf olarak veya petrol kaynakli dizel yakitla karistirilarak
kullanilabilir. Ayrica yan iirlin olarak elde edilen gliserol de cesitli sekillerde

degerlendirilebilir.

2.2.2. Biyodizel

Bitkisel ve hayvansal kaynakli yaglarin bir katalizor esliginde metanol ile
reaksiyonu sonucu meydana gelen yag asidi metil esterleri biyodizel olarak
adlandirilmaktadir. Biyodizel sentezi sirasinda gerceklesen transesterifikasyon

reaksiyonu sekil 2.2.2.1.”de goriilmektedir.

|CH2 -0-CO-R; CH, - OH R; - COOCH;3;

katalizor

(le -0-CO-R, +3CH;OH —, ICH—OH + Ry, - COOCH;
CH,-0-CO—-R; CH, - OH R3 — COOCHj3

Trigliserid Metanol Gliserol Biyodizel

Sekil 2.2.2.1. Trigliserid molekiiliiniin transesterifikasyon reaksiyonu

Transesterifikasyon reaksiyonunda stokiyometrik olarak 1 mol trigliserid i¢in 3
mol metanol kullanilir. Uriin olarak 3 mol yag asidi metil esteri (biyodizel) ve 1 mol

gliserol olusur.

Biyodizel yenilenebilir, biyoparcalanabilir ve zehirsiz bir yakittir (Hama ve ark.
2007). Biyodizel, dizel motorlarda herhangi bir degisiklik yapilmadan dogrudan
kullanilabilen bitkisel yag bazli tek yakittir. Biyodizel, petrol kaynakli dizele benzer
ozellikleri sayesinde bu yakitla her oranda karisabilir. Biyodizel-dizel yakit karisimlari
motor pargalarinin daha uzun siire ¢alismasini saglayacak {istiin yaglama ozelligine

sahiptirler (Barnwal ve Sharma 2005). Karisimdaki biyodizel yiizdesi BXX seklinde
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ifade edilir. XX yakit karisimdaki biyodizel oranimi gostermektedir. Yakit karigimi
icinde %20 biyodizel, %80 petrol kaynakli dizel kullanilmigsa karisim B20 olarak
adlandirilir. B100 ise saf biyodizeli ifade etmektedir.

2.2.2.1. Biyodizel Uretim Yéntemleri

Transesterifikasyon reaksiyonu asit katalizorlii, baz katalizorli, siiperkritik
akigkan metanol kullanilarak veya enzim katalizorliigiinde gergeklestirilebilir

(Enweremadu ve Mbarawa 2009).

Asit katalizorli yontemde siilfirik asit (H,SO,), siilfonik asit (RSOsH) ve
hidroklorik asit (HCI) siklikla kullanilan katalizorlerdir.  Asit  katalizorlii
transesterifikasyon reaksiyonu baz katalizor kullanilanlara gore ¢ok daha yavastir (Ma
ve ark. 1999). Baz katalizorler icin katilan katalizor miktar1 yagin kiitlece % 0,1-11
oranindayken, asit katalizorlerde bu oran %3-5"e ¢ikar (Ma ve Hanna 1999). Asitlerin
korozyon etkileri, gliseroliin ayrilmasindaki giigliikler, motor pargalarinin zarar gérme
ihtimali ve reaksiyonun daha yavas olmasi nedeniyle ticari uygulamalarda asit

katalizorler tercih edilmemektedir (Freedman ve ark. 1984).

Baz katalizor yonteminde sodyum hidroksit (NaOH) veya potasyum hidroksit
(KOH) katalizor olarak kullanilir. NaOH, KOH’tan daha ucuz oldugundan ticari
uygulamalarda tercih edilmektedir. Yontem, ¢ok yiiksek olmayan sicaklikta (60 °C),
yiiksek ester doniisiimii saglamasi, iiretim maliyetinin diisiik olmasit ve reaksiyon
stiresinin kisa olmasi gibi avantajlara sahiptir. Gliseroliin reaksiyon ortaminda
ayrilmasindaki gtigliikler, reaksiyon ortaminin serbest yag asidi ve su igermesi
durumunda sabunlagma goriilmesi ve {iriin saflagtirllmasinin  zorlasmasi gibi
dezavantajlara sahiptir (Fukuda ve ark. 2001, Barnval ve Sharma 2005). Atik bitkisel
yaglarin serbest yag asidi igerigi daha yiiksek oldugunda asidik katalizorlii bir 6n

iyilestirme sonrasinda baz katalizor kullanilabilmektedir (Gerpen 2005).

Stiperkritik akigkan metanol kullanilarak biyodizel {retiminde, katalizor

kullanilmadan siiperkritik akiskan hale getirilmis metanolle yag reaksiyona girer.
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Siiperkritik akigskan metanol ile biyodizel iiretimi 240-500 °C sicaklikta ve 7-105 MPa
basingta elde edilir. Sicaklik ve basingtaki artis reaksiyon hizin1 da arttirir. Bu yontemde
reaksiyon irlinleri kolayca ayrilabilir ve yagin igerdigi serbest yag asitleri de metil
esterlere doniistiiriilebilir (Glisic ve Skala 2009). Yiiksek enerji sarfiyati ve 400 °C’nin
tizerinde esterlerde termal bozunmalarin olusmasi yoOntemin olumsuz yonleridir

(Demirbag 2006, Glisic ve Skala 2009).

Son yillarda katalizor olarak lipaz enzimini kullanilarak biyodizel iiretimine ilgi
artmaktadir. Lipazlar, trigiseridlerin hidroliz reaksiyonunu katalizledikleri gibi
esterlesme ve transesterifikasyon reaksiyonlarim1 da susuz ve sulu ortamda
katalizleyebilirler. Bu  nedenle  biyodizel {iretiminde  katalizér  olarak
kullanilabilmektedirler (Shimada ve ark. 2002). Bu yontem yan iirlinlerin olusmamast,
reaksiyon kosullarmin 1limli olmasi (35-45 °C) ve olusan iiriinlerin kolaylikla ayrilmas:
gibi 6nemli avantajlara sahiptir. Enzimatik reaksiyonlar yagin serbest yag igerigi ve su
iceriginden etkilenmedigi i¢in atik bitkisel yaglardan biyodizel {iiretiminde de
kullanilabilir. Bu ydntem diger yontemlerin dezavantajlarmi biiylik olgiide elimine
etmistir (Wu ve ark. 1999, Kulkarni ve Dalai 2006). Lipaz enzimi 1,5 molardan daha
fazla metanol igeren ortamlarda inaktive oldugundan basamakli transesterifikasyon
calismalar1 yapilmistir. Metanoliin reaksiyon ortamina basamakli olarak eklenmesinin
bu inaktivasyonu ortadan kaldirdig1 rapor edilmistir (Fukuda ve ark. 2001). Ancak, bu
yontem iiretim maliyeti agisindan diger biyodizel iiretim yontemlerinden oldukga

pahalidir (Fukuda ve ark. 2001).

Enzimatik biyodizel {retimi hiicre i¢i (intracellular) veya hiicre dist
(extracellular) lipaz kullanilarak gerceklestirilebilmektedir. Hiicre i¢i lipaz kullanilan
reaksiyonlarda lipaz enzimi sentezi yapabilen mikroorganizmalar kullanilir. Hiicre dis1
lipaz kullanilan reaksiyonlarda dogrudan mikroorganizmalardan elde edilen lipaz
enzimi kullanilir (Marchetti ve ark. 2007). Her iki yontemde de enzim uygun bir destek
maddesine tutturularak defalarca kullanilabilmektedir (Dizge ve Keskinler 2008).
Enzimlerin destek maddesine tutturularak tekrar tekrar kullanilmasi1 enzimatik biyodizel

liretim yOnteminin iiretim maliyetini diger yontemlerle kiyaslanacak kadar olmasa da
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distirmektedir. Cizelge 2.2.2.1.1.’de farkli biyodizel iiretim yd&ntemlerinin
karsilastirilmasi goriilmektedir.
Cizelge 2.2.2.1.1. Farkli biyodizel iiretim yontemlerinin karsilastirilmasi
Baz Enzim Siiperkritik Asit
katalizli katalizli alkol katalizli
Reaksiyon
sicakhi (°C) 60 - 70 30-40 239 - 385 55-80
Ham madtvied(?k.l Sgl_)l{nlaa.na Metil esterler Esterler Esterler
serbest yag asidi uriinleri
Ham maddedeki l‘{eja.kswon.a' Etki etmez Reja'kswon'a.
su girisim etkisi girigim etkisi
Metil ester verimi Normal Yiiksek Iyi Normal
Gliserol geri Zor Kolay Zor
kazanimi
Metil esterin Tekrarli yrkama Yok Tekrarl
saflastirilmasi yikama
Uretim maliyeti Ucuz Pahal1 Orta Ucuz

KAYNAK: Marchetti ve ark. 2007.

2.2.2.2. Atk Bitkisel Yaglardan Biyodizel Uretimi

Biyodizel iiretiminde maliyetin en biiylik kismimi hammadde olarak kullanilan
yaglar olusturmaktadir. Bu durum biyodizelin alternatif yakit olarak kullanilmasina
onemli bir engeldir. Ayrica gitgide artan Diinya niifusuna ragmen yemeklik olarak
kullanilabilecek kalitede yaglarin biyodizel iiretimi i¢in kullanilmasi ¢ok da mantikl
degildir. Biyodizel iiretiminde atik bitkisel yaglarin kullanilmasiyla hem bu olumsuz
yonlerin Oniline gegilmektedir hem de ¢evreye zarar veren atik yaglarin bertarafi

saglanmaktadir.

Kullanilan bitkisel yaglarin kimyasal ve fiziksel ozellikleri degismektedir.
Kullanilan yagin viskozitesi, yogunlugu artmakta, iyot degeri azalmaktadir. Serbest yag
asitleri, su ve yagin oksidasyonu sonucu olusan c¢esitli bilesikleri icermektedirler
(Watanabe ve ark. 2001). Yiksek miktarda

serbest yag asidi igeren yag



29

transesterifikasyon reaksiyonu i¢in bazik katalizor esliginde reaksiyona sokuldugunda
sabun olusumu meydana gelmektedir. Serbest yag asitlerinin varligi ester doniisiimiinii
azaltirken, reaksiyon sirasinda olusan sabun, reaksiyon sonunda ester ile gliserinin
ayrilmasini zorlastirir. Bazik katalizor ile transesterifikasyon reaksiyonu i¢in reaksiyon
ortami su icermemelidir. Cilinkii ortamda bulunan su, trigliseridler ve olusan yag asidi
metil esterleri ile hidroliz reaksiyonu verebilir. Bitkisel atik yag fazla miktarda su ve
serbest yag asidi igeriyorsa Once asidik katalizoér kullanilarak serbest yag asitleri
esterlestirilir, daha sonra bazik katalizér kullanilarak transesterifikasyon yapilabilir.
Asidik katalizorlii reaksiyonda reaksiyon siiresi daha uzundur (Canak¢1 ve Ozsezen

2005, Felizardo ve ark. 2006).

Atik bitkisel yaglardan biyodizel {iretiminde enzim katalizor kullanildiginda, asit
ve baz katalizor kullaniminda meydana gelen olumsuz etkiler olusmamaktadir. Atik
bitkisel yagin serbest yag asidi ve su igerigi transesterifikasyon reaksiyonunu
etkilememektedir. Yag asitleri de biyodizele doniistiiriilebilmektedir (Watanabe ve ark.

2001).

2.2.2.3. Biyodizel Ozellikleri

2.2.2.3.1. Biyodizelin Yakit Ozellikleri

e Biyodizelin alevlenme noktasi, petrol kaynakli dizelden daha yiiksektir. Bu
ozellik, biyodizelin kullanim, tasinma ve depolanmasinda daha giivenli bir yakit

olmasini saglar.

¢ Biyodizel petrol kaynakli dizel ile her oranda tam olarak karistirilabilmektedir.
Bu o6zellik petrol kaynakli dizelin kalitesini yiikseltir. Yanma sonucu olusan
cevreye zararlt gazlarin emisyon degerlerini diisliriir, motordaki yaglanma

derecesini artirir ve motor giiclinili azaltan birikintileri ¢ozer.

e Yakitin enjektorden piiskiirtiilmesi ile birlikte kendiliginden tutusabilirliginin
gostergesi olan setan sayisi, biyodizelde petrol kaynakli dizelden daha yiiksek

oldugu i¢in motor daha az vuruntulu ¢alismaktadir. Diisiik setan sayili bir dizel
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yakit dogru noktada tutusmaz. Bunun sonucunda, kontrolsiiz bigimde yanan

karigim, giirtiltiiye ve motor i¢inde hasara neden olur.

Biyodizelin avantajlarindan biri de yaglayici 6zelligidir. Yaglayiciligi daha az
olan petrol kaynakli dizele biyodizel karigtirarak yaglayiciligi arttirmak
miimkiindiir. Biyodizelin yaglayiciligini etkileyen ana bilesikler yag asidi metil

esterleri ve monogliseridlerdir.

Biyodizel, dizel yakit kullanan motorlarda herhangi bir teknik degisiklik
yapilmadan veya kii¢iik degisiklikler yapilarak kullanilabilir.

Biyodizel, ¢oziicli 6zelligi nedeniyle dizel yakitin depolanmasindan kaynaklanan
yakit deposu duvarlarindaki ve borulardaki kalintilari, tortular1 ¢6zdiigii igin

filtrelerin tikanmamasina yonelik 6nlemler alinmalidir.

Biyodizelin soguk akis 6zellikleri petrol kaynakl dizel yakita gore daha kotiidiir.
Bu nedenle soguk havalarda motorun ilk ¢alistirilmasi sirasinda sorunlara neden
olabilir. Ayrica yiiksek miktarda doymus yag asidi igeren biyodizeller kis
aylarinda yakat filtresi ve yakit hatti borularinin tikanmasina sebep olabilir. Bu

sorun donma noktasini diistiriicii katkilar ilave edilerek giderilebilir.

Biyodizelin diger bir dezavantaji da oksitlenmeye karsi egilimli olmasidir.
Havayla temas halindeki biyodizel o6zellikle yiiksek sicakliklarda hizla

oksitlenmeye baslar.

Biyodizelin kimyasal yapisi petrol kaynakli dizel yakitindan farklhidir. Cizelge
2.2.2.3.1.1.’de biyodizel ile petrol kaynakli dizel yakitin bazi o6zellikleri
karsilastirilmistir (Alptekin ve Canake1 2008,
http://www.eie.gov.tr/turkce/Y EK/biyoenerji/02biyodizel/bd_yakit ozellik.html,
2009).
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Cizelge 2.2.2.3.1.1. Biyodizel ile petrol kaynakl dizel yakitin baz1 6zellikleri
Yakat Ozellikleri Birim Biyodizel Dizel
Kapal Formiil Ci9H35,0; Ci2,226H23.2080,0575
Molekiil Agirhgi g/mol 296 120 - 320
Alt Isil Degeri
Kiitlesel Mj/kg 37,1 427
Hacimsel M;j/L 32,6 35,5
Ozgiil Agirhig (15 °C) kg/L 0,87 - 0,88 0,82 - 0,86
Kinematik Viskozite (40 °C) Mm?/s 43 2,5-35
Tutusma Noktasi °C >100 >55
Kiikiirt Icerigi % Kiitlece | <0,01 <0,05

Setan
Tutusma Katsayisi >55 42 -50

Sayis1
Kiil % Kiitlece | <0,01 <0,01
Su Miktan Mg/kg <300

KAYNAK: http://www.eie.gov.tr/turkce/Y EK/biyoenerji/02biyodizel/bd _yakit
ozellik.html 2009.

2.2.2.3.2. Biyodizelin Cevresel Ozellikleri

e Biyodizelin ¢evre acisindan en Onemli avantajlarindan biri yenilenebilir
hammaddelerden elde edilerek siirdiiriilebilir bir enerji potansiyeline sahip

olmasidir.

e Dogada biyolojik olarak hizl1 ve kolay bozunabildigi icin birikerek toksik etki
yaratmamaktadir. Yapilan caligmalar biyodizelin suda 28 giinde %95’inin, dizelin

ise %40’ 1n1n bozunabildigini gostermektedir.

e Atik bitkisel ve hayvansal yaglardan iiretilebildigi i¢in olusan atik miktari
azaltilabilir. Bu nedenle biyodizel iiretimi, atiklardan enerjinin geri kazanildigi ¢cevre

dostu bir prosestir.


http://www.eie.gov.tr/turkce/YEK/biyoenerji/02biyodizel/bd_yakit_%20%20ozellik.html
http://www.eie.gov.tr/turkce/YEK/biyoenerji/02biyodizel/bd_yakit_%20%20ozellik.html
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e Biyodizel emisyonlar1 kimyasal olarak petrol kaynakli dizelden farklidir.
Biyodizel kullanimiyla daha diisiik CO, CO,, SOy, poliaromatik hidrokarbon (PAH)
ve partikiiler madde emisyonu olusmasi saglanir. Biyodizel emisyonlarinda,
potansiyel kanser nedeni olan PAH ve tiirevlerinden kaynaklanan emisyonlarda %

&5 oraninda azalma olmaktadir.

e Sera gazlan i¢inde biiylik bir orana sahip olan CO; diinyanin en 6énemli ¢evre
sorunlarindan biri olan kiiresel 1sinmaya neden olmaktadir. AB tarafindan
yayimnlanan arastirma raporu sonuclarina gore; 1 litre dizel tiiketiminden 3,2 kg/L
CO; emisyonu meydana gelirken, biyodizel tiiketiminde bu miktar 0,7 kg/L
seviyesine kadar diismektedir. CO,; ile birlikte yanma sonucu agiga ¢ikan ve sera
gazlar1 arasinda yer alan CO, NOy, SOy emisyonlar1 da sera gazi etkisini
hizlandirmakta ve insan saglhigini tehdit etmektedir. Biyodizel, tarimsal bitkilerden
elde edilmesi nedeniyle, biyolojik karbon dongiisii icinde, fotosentez ile COj'i
doniistiiriip karbon dongiisiinii hizlandirdig1 i¢in sera etkisini artirict yonde etki

gostermez.

e Biyodizelin NOy emisyonlar1 dizel yakita gore daha fazladir. Emisyon miktari
motorun biyodizel yakita uygunluguna bagli olarak degisir. NOy emisyonlarinin
%13 oranma kadar arttigi tespit edilmistir. Bununla birlikte biyodizel kiikiirt
icermediginden NOy kontrol teknolojileri biyodizel yakiti kullanan sistemlere
uygulanabilir. Petrol kaynakli dizel yakiti kiikiirt igerdigi i¢in NOy kontrol
teknolojilerine uygun degildir.

e Ozon tabakasina olan olumsuz etkiler biyodizel kullaninminda dizel yakita gore
%50 daha azdir. Asit yagmurlarina neden olan kiikiirt bilesenleri biyodizel
yakitlarda yok denecek kadar azdir. Biyodizel kiikiirt igermediginden petrol
kaynakli dizel yerine biyodizelin kullanilmast durumunda SOy emisyonu
olusturmaz, bu gazlardan kaynaklanan asit yagmuru gibi olumsuz cevresel etkilerin

olusmasini onler.

e Biyodizel yapisinda oksijen icerdiginden yanmasi sonucu ortaya ¢ikan CO
miktar1 petrol kaynakli dizel yakitlarin yanmasi sonucu olusan CO oranindan %48

daha azdir.
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e Biyodizelin sudaki canlilara kars1 herhangi bir toksik etkisi yoktur. Buna karsilik
1 litre ham petrol 1 milyon litre igme suyunun kirlenmesine neden olmaktadir.
(Dizge ve ark. 2005,  http://www.eie.gov.tr/turkce/Y EK/biyoenerji/02-
biyodizel/bd cevre.html 2009)

2.2.3. Diinyada Biyodizel

Ik biyodizel iiretimi 1983 yilinda Avusturya’da yapilmustir. 1994 yillarinda
yasanan petrol krizi alternatif enerji arayislarin1 hizlandirmig ve biyodizel tekrar
giindeme taginmustir. 1994 yilinda Mureck’te ilk endiistriyel {iretim tesisi ¢aligmaya
baslamis, bunu Hollanda, Ingiltere gibi diger bazi Avrupa iilkeleri takip etmistir.
Ozellikle 2000 yilinda ham petrol fiyatlarindaki artis biyodizeli 6n plana ¢ikarmis ve
yatirimlar biiyiik bir hizla artmistir (http://www.albiyobir.org.tr/dunyada_b.htm 2009).

Biyodizel iiretiminde hammadde olarak farkli kaynaklardan elde edilen yaglar
kullanilmaktadir. Kullanilan yaglarin dagilimlar sekil 2.2.3.1.’de goriilmektedir Buna
gore kanola yag1 %84 ile en ¢ok kullanilan hammadde olurken, onu ay¢icek yagi %13
ile takip etmektedir. Soya yagi, palm yagi ve diger hammaddeler ise liretimde %]1’lik
paya sahiptir. Kanola yag1 transesterifikasyonda kullanilan en 6nemli bitkisel yag ¢esidi
olup, yiiksek kalitede biyodizel iiretimi i¢in ¢ok uygundur. Almanya ve Avusturya
kanola kokenli biyodizel iiretiminde lider iilkelerdir. Aygicek yagi Giiney Fransa ve
Italya’da, soya yagi ABD’de, palm yagi Malezya’da biyodizel iiretiminde yaygin
kullanilmaktadir. ABD, Avusturya ve Ingiltere kullamlmis yemeklik yag kokenli
biyodizel iiretimini gerceklestiren lider {ilkelerdir. Biyodizel iiretimindeki en 6nemli

sorun hammaddenin diizenli ve siirekli saglanmasidir (Karaosmanoglu 2008).


http://www.eie.gov.tr/turkce/YEK/biyoenerji/02-biyodizel/bd_cevre.html%202009
http://www.eie.gov.tr/turkce/YEK/biyoenerji/02-biyodizel/bd_cevre.html%202009
http://www.albiyobir.org.tr/dunyada_b.htm%20%202009
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Aycicek %13

Soya %1
Palm %1
iger %1

Kanola %84

Sekil 2.2.3.1. Biyodizel iiretiminde hammadde olarak kullanilan yaglar
(Karaosmanoglu 2008).

Diinyada pek ¢ok iilkede biyodizel iiretimi ve kullanimi ile ilgili ¢alismalar
yogun olarak siirmektedir. Bitkisel ve hayvansal yaglardan Bat1 Avrupa’da 44, Dogu
Avrupa’da 29, Kuzey Amerika’da 8 adet biyodizel iiretim tesisi bulunmaktadir (Oztiirk
2004).

AB komisyonu da 2010 yilina kadar yenilebilir enerji pazar paymni %12’ye
arttirmayr onermektedir. AB komisyonu su an i¢in %5 biyodizel igeren dizel yakit
kullanilmasini 6nerirken, bu oranin 2010’da  %7,75’e, 2020°de %20’ye ve 2030’da
%?30’a cikarilmasimi onermektedir. AB bu Onerisi ile 2030 yilina kadar diinya ulasim
sektoriinde kullanilacak yakitin %4’ilinlin biyoyakit kaynaklarindan saglanmasini
planlamaktadir. Cizelge 2.2.3.1.’de AB iiyesi iilkelerin biyodizel iiretim miktarlar
goriilmektedir (www.ebb-eu.org/stats.php 2009).


http://www.ebb-eu.org/stats.php
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Cizelge 2.2.3.1. AB iilkelerinin biyodizel iiretim miktarlar

Ulke 2005 2006 2007 2008
(1000 ton) (1000 ton) (1000 ton) (1000 ton)

Almanya 1.669 2.662 2.890 2.819
Fransa 492 743 872 1.815
Italya 396 447 363 595
Avusturya 85 123 267 213
Ispanya 73 99 168 207
Danimarka 71 80 85 116
Portekiz 1 91 175 268
Ingiltere 51 192 150 192
Isvec 1 13 63 115
Yunanistan 3 42 100 107
Cek Cumhuriyeti 133 107 61 104
Slovakya 78 82 46 146
Litvanya 7 10 26 66
Polonya 100 116 80 275
Diger Ulkeler 24 83 367 717
Toplam 3.184 4.890 5.713 7.755

KAYNAK: http://www.ebb-eu.org/stats.php 2009.

2.2.4. Tiirkiye’de Biyodizel

Tiirkiye, biyodizelle ilgili ilk calismasini AB’den 6nce 1934 yilinda “Tarim
Traktorlerinde Bitkisel Yagin Yakit Olarak Kullanilmas1” ad1 altinda Atatiirk Orman
Ciftligi’nde yapmustir (http://www.albiyobir.org.tr/trde b.htm 2009).

Biyodizel Tiirkiye'de mevcut olanaklarla uygulamaya alinabilecek en onemli
alternatif yakit seceneklerinden biridir. Diinyada oldugu gibi iilkemizde de kara
tasimaciliginin 6nemli boliimiinde ve deniz tasimaciliginda dizel motorlu tasitlar
kullanilmaktadir. Ayrica endiistride jenerator yakiti olarak da onemli miktarda dizel
yakit  kullanilmaktadir.  Petrol tiiketimimizin ancak %]15'c1 yerli iiretimle

saglanabilmektedir. Petrol {riinleri tiiketimi icinde ise, en biiyiik pay %34 degeri ile


http://www.ebb-eu.org/stats.php
http://www.albiyobir.org.tr/trde_b.htm%202009
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dizel yakita aittir. Biyodizel kullaniminin artmasi ile petrol tiikketiminde ve egzoz gazi

kirliliginde 6nemli miktarda azalma gercgeklesecektir.

Biyodizel iiretmek ve kullanmak icin Tiirkiye yeterli ve uygun alt yapiya
sahiptir. Tirkiye'de kanola, aycicek, soya, aspir gibi yagli tohum bitkilerinin enerji
amacli tarimi miimkiindiir (Sariyildiz 2005). Ayrica biiylik bir atik yag potansiyeline

sahip olan tlilkemizde bu yaglar da biyodizel iiretiminde degerlendirilebilir.

Tiirkiye’de biyodizel diinyadaki gelismelerin etkisinde 2000’li yillarin basinda
giindeme geldi. Universitelerdeki calismalar hizla gelisti. 2001 yilinda Sanayi ve
Ticaret Bakanligi’nda “Biyodizel Calisma Grubu” olusturuldu. Ik kez biyodizel ve
ismi 04.12.2003 tarihinde 5015 Sayili Petrol Piyasasi1 Kanunu’nda harmanlanan
{iriinler arasinda yer aldi. Kanunda biyodizelin 6zel tiiketim vergisi (OTV) disinda
tutulmasi nedeniyle yatirimlar diinyaya paralel bigimde hizla artti. 10.09.2004 tarihli
ve 25579 sayili Resmi Gazetede “Petrol Piyasasinda Uygulanacak Teknik Kriterler
Hakkinda Yonetmelik ve 17.06.2004 tarihli Petrol Piyasasi Lisans Yonetmeligi ile
biyodizel akaryakit olarak kabul edilmis ve ithalati, dagitimi, taginmasi ve son

kullaniciya satisi lisans kapsamina alinmistir.

Enerji piyasast diizenleme kurulu (EPDK) 05.01.2006 tarihli “Motorin
Tiirlerinin Uretimi, Yurtdis1 ve Yurti¢i Kaynaklardan Temini ve Piyasaya Arzina
Iliskin Teknik Diizenleme Tebligi” kapsaminda biyodizelin %5’e (v/v) kadar motorin
ile harmanlama yapilmasina imkan tanimis, “Otobiyodizelin {iretimi, Yurtdisi ve
Yurti¢i Kaynaklardan Temini ve Piyasaya Arzina Iliskin Teknik Diizenleme” Tebligi
ile otobiyodizelde TS EN 14214 standardi aynen kabul edilmistir. Yakit biyodizelin
iretimi de aym teblig ile TS EN 14213’ maksimum iyot sayist 120’den 140’a
cikararak kabul etmistir. Bu teblig ile yakit biyodizelin kirmiziyla isaretlenerek
piyasaya sunulmasi kararlastirilmistir. Ayrica 05.01.2006 tarih ve 630/26 sayili kurul

karari ile biyodizel iireticileri biyodizel isleme lisans1 kapsamina alinmigtir.


http://www.albiyobir.org.tr/files/bdizel/01.pdf
http://www.albiyobir.org.tr/files/bdizel/02.pdf
http://www.albiyobir.org.tr/files/bdizel/02.pdf
http://www.albiyobir.org.tr/files/bdizel/03.pdf
http://www.albiyobir.org.tr/files/bdizel/06.pdf
http://www.albiyobir.org.tr/files/bdizel/06.pdf
http://www.albiyobir.org.tr/files/bdizel/06.pdf
http://www.albiyobir.org.tr/files/bdizel/07.pdf
http://www.albiyobir.org.tr/files/bdizel/07.pdf
http://www.albiyobir.org.tr/files/bdizel/08.pdf
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Petrol Piyasasinda haksiz rekabet olusturdugu gerekgesiyle 30.03.2006
tarthinde 5479 Sayili Gelir Vergisi Kanunu'nda degisiklik yapilarak otobiyodizele
litrede 0,6498 TL OTV getirilmistir. 08.12.2006 tarihinde 26370 Sayili Resmi
Gazetede yaymlanan 05.06.2007 tarihli Bakanlar Kurulu Karari ile 4760 sayili Ozel
Tiiketim Vergisi Kanununa Ekli 1 Sayili listede yer alan mallarda uygulanan 6zel
tiketim vergisi ile yerli tarim iriinlerinden elde edilen otobiyodizelin motorine %2

oraninda harmanlanmas1 OTV’den muaf tutulmustur.

Biitiin bu diizenlemeler sonunda firmalar biyodizel iiretmek i¢in EPDK’dan
biyodizel isleme lisansi almak, standartlara uygun tiretim yapmak ve petrol piyasasi
kanunu ve ikincil mevzuatina uygun dagitim sirketleri iizerinden ulusal markerle

isaretleyerek satmak durumundadir (http://www.albiyobir.org.tr/trde_b.htm, 2009).

Tiirkiye’de bugiin toplam bir milyon ton kapasiteli biyodizel iiretim tesisi
kurulu bulunmaktadir. Bu verilerle Tiirkiye, kurulu biyodizel kapasitesi agisindan
Almanya’dan sonra diinyada ikinci sirada yer almaktadir. Sekil 2.2.4.1.°de

Tiirkiye’nin akaryakit tiiketimi ve biyodizel kurulu kapasitesi goriilmektedir. (Afacan,

2009)

22 Milvon Ton
16 Milyon Ton
1 Milyon Ton
Biyodizel Kurulu Dizel + Fuel Oil Tiirkiye Toplam
Kapasitesi Tiiketimi Akaryakit Tuketimi

Sekil 2.2.4.1. Tiirkiye’de akaryakit tikketimi ve biyodizel kurulu kapasitesi
karsilastirmasi (Afacan 2009).


http://www.albiyobir.org.tr/trde_b.htm##
http://www.albiyobir.org.tr/trde_b.htm##
http://www.albiyobir.org.tr/trde_b.htm
http://www.marmara.gov.tr/NewsDetail.aspx?newsId=332
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Tirkiye’de 150’ye yakin biyodizel iiretimi yapabilecek tesis bulunmasina
ragmen EPDK verilerine gére 2009 yilinda 27 ile dagilmis durumda 57 adet lisans almis
biyodizel iiretim tesisi bulunmaktadir
(http://www.epdk.gov.tr/lisans/petrol/bayilik/isleme.asp 2009). Ancak biyodizel petrol
kaynakli dizel ile fiyat rekabeti yapamadigi icin iretilen biyodizel miktar1 gittikge
azalmaktadir. Cizelge 2.2.4.1.’de 2005-2007 yillar1 arasinda Tirkiye’de iiretilen
biyodizel miktarlar1 gériilmektedir (Afacan 2009).

Cizelge 2.2.4.1. Tiirkiye’de tiretilen biyodizel miktarlari

Y1l Uretilen biyodizel miktari (ton)
2005 90.000
2006 45.000
2007 20.000

KAYNAK: Afacan 2009.


http://www.epdk.gov.tr/lisans/petrol/bayilik/isleme.asp
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2.3. ENZIMLER

2.3.1. Enzimlerin Yapisi

Enzimler, hiicrelerde gerceklesen biyokimyasal reaksiyonlari katalizleyen
protein yapisinda molekiilerlerdir. Enzimler diger dogal proteinlerde oldugu gibi peptid
baglariyla birbirine baglanmig amino asitlerden olusur. Enzimlerin en 6nemli 6zellikleri
katalitik giicleri ve spesifiklikleridir. Kataliz enzimin 6zel bolgesi olan aktif merkezde
gerceklesir. Enzimler, reaksiyonun denge sabitini degistirmeden reaksiyon hizini
arttirmaktadirlar. Organizmalardaki organik molekiillerin yapimi ve yikimi, kas
hareketleri, solunum, sindirim gibi fizyolojik olaylar enzimlerin yardimiyla

yiritilmektedir (Wiseman 1986, Telefoncu 1997).

Enzimler protein yapisinda olmasina ragmen, pek ¢ok durumda bu protein
yapisina protein olmayan daha kii¢iikk yapili organik veya anorganik molekiillerin
baglanmasiyla olugsmus protein yapisi goézlenir. Bu yapida enzimin protein kismi
apoenzim, protein olamayan kismi ise koenzim olarak adlandirilmaktadir. Apoenzim ve
koenzimin birlesmesiyle meydana gelen yapiya haloenzim adi verilir. Koenzimler
enzimatik reaksiyonlarda elektron aligverisi saglarlar. Enzimin spesifik olarak etki ettigi
maddeye substrat denir. Koenzim enzimin etki edecegi kimyasal reaksiyonu, apoenzim

ise hangi substrata etki edecegini tayin eder (Tekman ve Oner 1994).

Enzimlerin protein zincirlerinin katlanmasiyla olusan ii¢ boyutlu yapilarinda
sadece o enzime 0zgili substrat molekiillerinin baglanabildigi katalizden sorumlu bir
bolge vardir. Ozel bir geometrisi olan bu bdlgeye enzimin aktif merkezi denir. Bu
nedenle enzimler spesifikligi ¢ok yiiksek olan katalizorlerdir. Enzimlerin aktif

merkezinde genellikle lizin, histidin, sistein, serin ve tirozin aminoasitleri yer alir.

Enzimin substrata baglanmasi, anahtar kilit modeli ve uyarilmig uyum modeli
olmak tizere iki farkli modelle aciklanir. Anahtar kilit modelinde, enzimin aktif merkezi

substrata birebir benzerdir. Uyarilmis uyum modelinde, enzimin aktif merkezi, enzim
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substrattan uzakta oldugu donemde substrata benzerlik gdstermez. Enzim substrata

yaklastik¢ca enzimin aktif merkezi substratin seklini alir.

2.3.2. Enzimlerin Ozellikleri

Enzimler de diger katalizorler gibi katalizledikleri reaksiyonun baglamasi igin
gerekli olan aktivasyon enerjisi disiirerek reaksiyonu hizlandirirlar. Enzimler
reaksiyonun hizini arttirirken basing, sicaklik ve pH agisindan oldukga 1limli kosullarda
calismay1 saglarlar. Ayrica en ucuz, en kolay bulunabilen ¢oziicli olan su kullanilarak

calismak enzimler ile miimkiin olmaktadir.

Enzimler hiicre icinde {iretilmelerine ragmen hiicre disinda da etkinliklerini
stirdiiriirler. Reaksiyonun tiiriine ve substrata oldukca spesifiktirler. Bu nedenle
katalizledikleri reaksiyonlar yan iiriin olusmaz ve yiiksek verimle gerceklesir (Bingol
1977). Enzimlerin kimyasal katalizorlere olan bu {stiinliikleri son yillarda endiistride
kullanimlarinin yayginlagmasini saglamistir. Gliniimiizde enzimler en fazla ila¢ ve gida

endistrisinde kullanilmaktadirlar.

2.3.3. Lipaz Enzimi

Lipazlar (E.C.3.1.1.3.) hidrolazlar sinifinda olup triagilgliserol ester hidrolazlar
olarak da adlandirilirlar (Villeneuve ve ark. 2000). Lipazlar hidrolazlar smifinda
olmalarina ragmen yag asidi esterlerinin hem hidrolizini hem de sentezini
katalizleyebilirler. Lipazlar spesifik olarak katalizor gorevini esterifikasyon ve hidroliz
reaksiyonlart haricinde asidoliz ve alkoliz reaksiyonlarinda da gdosterirler (Pandey ve

ark. 1999).

2.3.3.1. Lipaz Enziminin Kullanim Alanlan

Lipaz, sentetik organik kimyada karboksilli asitlerin esterlerinin hidrolizinde

katalizor olarak yaygin olarak kullanilan ve endiistride dnemli yeri olan ¢ok yonlil bir

enzimdir (Manfred 2002). Farkli kaynaklardan elde edilen lipazlar gida, deterjan, ilag,
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biyosensor, kozmetik ve parfiimeri endistrisi gibi ¢ok c¢esitli alanlarda
kullanilmaktadirlar (Hasan ve ark. 2006). Endiistride ¢ok farkli proseslerde
uygulanabilmelerinden dolay1 6zellikle mikrobiyal lipazlar icin talep siirekli
artmaktadir. Son 10-15 yilda mikrobiyal lipazlarin sulu ve susuz ortamda biyokatalitik

potansiyellerinin anlagilmasiyla endiistride son derece 6nemli hale gelmislerdir.

Lipazlar, trigliseridleri digliseridlere, monogliseridlere, gliserol ve yag asitlerine
hidrolizini katalizlerler. Belirli kosullarda ters yonde reaksiyonu da katalizleyerek yag
asitlerinden esterlerin olusumunu saglarlar. Yaglardan biyodizel sentezinde reaksiyon
ortaminda serbest yag asitleri ve su varliginin lipazin calisma mekanizmasi {lizerine
olumsuz etkisi olmamas1 ve reaksiyonun diisiik sicakliklarda gerceklesmesi yontemin

onemli avantajlaridir (Hama ve ark. 2009).

2.3.3.2. Lipaz Enziminin Ozellikleri

Lipaz enzimleri bitki, hayvan ve mikroorganizmalardan elde edilebilmektedirler.
Bunlardan en genis uygulama alani bulan digerlerine gore daha kolay ve hizh
yetistirildigi i¢cin mikroorganizmalardan elde edilen lipazlardir. Lipazlar birkag¢ tiir
reaksiyonu katalizleyebilir (Villeneuve ve ark. 2000). Lipazlarin katalizledigi

reaksiyonlar gizelge 2.3.3.2.1.”de 6zetlenmistir.

Cizelge 2.3.3.2.1. Lipaz enziminin katalizledigi reaksiyonlar
Reaksiyon adi Lipazin gorevi

Hidroliz Trigliseridlerdeki ester baglarini hidrolizini katalizler.

. Alkoller ile yag asitleri arasindaki esterlesme
Esterifikasyon reaksiyonlarini katalizler.

) Bir ester ile bir alkol arasindaki acil radikalinin degis

Transesterifikasyon tokusunu katalizler.
interesterifikasyon Bir ester bir baska esterin yeni bir ester olusturmasini

katalizler.
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Lipaz enzimleri pH 4 ile pH 8 araliginda ¢alismaya uygun enzimlerdir ama en
yuksek stabiliteyi pH 6,0 ile pH 7,5 arasinda gostermektedirler. Ancak bazi
mikroorganizmalardan elde edilen lipazlar bu pH araliklarinin disinda da aktivite

gosterebilmektedirler (Rajakumara ve ark. 2008).

Lipazlar trigliserid molekiiliindeki yag asitlerinin yerlerine ya da yag asidi
tiriine spesifik olabilir. Yer spesifitesi gosteren lipazlar trigliseritteki 1,3 veya 2
konumundaki agil gruplarina spesifik olabilir. Yag asidi spesifitesi gosteren lipazlar ise

sadece bazi yag asitlerinin olusturdugu ester baglarina etki ederler.

2.3.4. Enzim immobilizasyonu

Endiistriyel uygulamalar ¢ogunlukla ¢ozelti ortaminda gergeklestirildigi i¢in
katalizor olarak kullanilan serbest enzimin aktivitesini kaybetmeden geri kazanilmasi ve
yeniden kullanilmas1 miimkiin degildir. Serbest enzim reaksiyon ortamindan istenilen
anda uzaklastirilamadig i¢in reaksiyonun kontrolii ¢cok zordur. Reaksiyonun istenilen
anda durdurabilmesi icin inhibitér eklenebilir. Ancak bu durumda da serbest enzim
tarafinda kirletilmis olan reaksiyon ortamina yeni bir kirletici eklenmis olur. Ayrica
enzim tekrar kullanilamayacagindan ve inhibitor sarfiyatindan dolayr maliyette artis
olacaktir. Uriinlerin bu kirleticilerden ayrilmasi da maliyeti arttirmaktadir. Bu
nedenlerden dolay1 serbest enzimler siirekli iiretim sistemlerinde kullanilmaya uygun
degildirler. Bu sorunlarin iistesinden gelebilmek i¢in enzimlerin immobilize edilerek

kullanimlar1 giderek daha fazla 6nem kazanmaya baslamistir.

Enzim immobilizasyonu, enzim molekiillerinin katalitik aktifligini koruyarak bir
destek maddesine fiziksel veya kimyasal olarak tutturulmasidir. Kelime anlami
hareketsizlestirme olan immobilizasyon, tutuklanmis enzim molekiillerinin siirekli bir
islemde kullanilmasina imkan verir. Boylece enzimlerin tek kullanim yerine defalarca
kullanilmasina olanak saglanarak ekonomik agidan biiyiik bir avantaj elde edilir (Oztiirk

2001).
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2.3.4.1. Enzim Immobilizasyonunun Avantajlar

Enzim immobilizasyonu, enzimlerin stabilitesinin artmasin1 ve daha kiigiik bir
hacimde daha derisik enzim bulunmasini saglar. Bu da daha kii¢lik reaktorlerden daha
fazla iiriin saglanmasina imkan verir. immobilize enzimler serbest enzimlere gore pH
degisimlerine ve sicakliga karsi daha dayanikli yapidadirlar. Enzimlerin immobilize

edilerek kullanilmasiyla saglanan avantajlar agsagida siralanmstir.

e Immobilize edilen enzim tekrar tekrar kullanilabilir.
¢ Enzimin katalitik giicli biiyiik 6l¢iide sabitlenir.
e Uriinler saf olarak kolaylikla elde edilir.

¢ Enzimin ortam kosullarina (sicaklik, pH, organik maddeler) kars1 dayaniklilig

artar.
e Siirekli proseslere uygulanabilir.
e Immobilize enzim reaksiyon sonunda ortamdan kolayca ayrilabilir.
e Birbirini takip eden ¢ok basamakli reaksiyonlarda kullanilabilir.
e Secici olarak maddelerin sentezine imkan saglar.
e Immobilize enzim reaksiyon ortamindan kolaylikla ayrilabilir.
e Uretim maliyeti diiser.
e Uriin olusumu kontrol altinda tutularak iiriin inhibisyonu &nlenebilir.
e Immobilize enzim serbest enzime gore daha kararldir.

e immobilize enzim bazi durumlarda serbest enzimden daha yiiksek aktivite

gosterebilir (Telefoncu 1997).

Bununla birlikte enzimlerin immobilize edilmesi ile enzim aktifliginde azalma
ve destek maddesinden kaynaklanan maliyet artisi gibi dezavantajlar da
olusabilmektedir. Enzimlerin immobilizasyonunda kullanilan destek maddesi ve secilen
immobilizasyon yontemi ¢ok énemlidir. Immobilize enzimin dzellikleri, enzime, destek

maddesine ve immobilizasyon yontemine baglidir.
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2.3.4.2. Enzim Immobilizasyon Yéntemleri

Enzim immobilizasyonunda kullanilan yontemler baglama ve hapsetme olarak

ikiye ayrilir. Bunlar da kendi icinde iige ayrilir. Immobilizasyon ydntemleri sekil

2.3.4.2.1.”de goriilmektedir.

immobilizasyon
Yontemleri

Baglama

;I_)

Hapsetme

;I_)

baglama

[ Capraz

Enzim
kopolimerizasyonu

(& J

[

Tastyiciya
baglama

J

Jelde
Hapsetme

1

(Mikrokapsiil- |
leme

(& J

[

Lipozom
teknigi

1

Sekil 2.3.4.2.1. Enzim immobilizasyon yontemleri (Telefoncu 1997).

2.3.4.2.1. Capraz Baglama

Fiziksel
adsorpsiyon
-/

Kovalent

baglama
-

fyonik
baglama
-

Selat

baglama
-

TR
Biyospesifik
baglama

|

Bu yontem iki yada daha fazla fonksiyonel grup tasiyan enzim molekiillerinin

birbirlerine ¢apraz baglanarak suda ¢6ziinmeyen bir kompleks olusturmasi temeline

dayanmaktadir. Enzimleri birbirine baglamak i¢in glutaraldehit, diazobenzidin gibi

maddeler kullanilir. Bu yontemin dezavantajlari; ¢apraz baglanma reaksiyonunun
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kontroliiniin zor olmasi, fazla miktarda enzime ihtiyag olmasi ve baglanma sirasinda
enzimin aktivitesini kaybetme olasiliginin fazla olmasidir. Capraz baglama reaksiyonu
iliml kosullarda gergeklesmedigi i¢in enzimde genellikle onemli aktivite kaybi sz
konusudur (Hilal ve ark. 2004). Sekil 2.3.4.2.1.1.’de c¢apraz baglama ile enzim

immobilizasyonu gosterilmistir.

Sekil 2.3.4.2.1.1. Capraz baglamayla enzim immobilizasyonu

2.3.4.2.2. Enzim Kopolimerizasyonu

Enzimler bir kopolimerizasyon reaksiyonunda monomerlerden biri gibi
davranarak destek maddesine baglanmaktadir. Yontem polimer destek maddesine enzim
tutuklanmasina benzemekle birlikte enzim kagiginin Onlenmesi gibi bir dstiinligi

vardir.

2.3.4.2.3. Tasiyiciya Baglama

Fiziksel adsopsiyon; enzim immobilizasyonunda kullanilan en eski, en basit
metottur. Tasiyici ile enzim arasinda tersinir yiizey etkilesimleri ile olusur. Molekiiller
arasinda van der waals, iyonik ve hidrojen bagi gibi giigler etkindir. Yontem, suda
¢Oziinmeyen, adsorpsiyon Ozelliklerine sahip bir tasiyici ile enzim ¢dzeltisinin uygun
kosullarda karistirllmasi ve tutunmayan enzimin yikanarak uzaklastirilmast seklinde
uygulanir. Yontemin, basit, hizli ve ucuz olmasi, tastyicinin tekrar tekrar
kullanilabilmesi gibi avantajlart vardir. Optimum kosullarin belirlenmesindeki zorluk,

enzim ile tasiyici arasinda kuvvetli bir baglanma olmamasi durumunda enzimin serbest
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hale gegerek reaksiyon ortaminda iiriinleri kirletmesi gibi dezavantajlar1 vardir (Oztiirk
ve ark. 2007). Sekil 2.3.4.2.3.1.de fiziksel adsorpsiyon ile enzim immobilizasyonu

gosterilmistir.

o0 ©

Sekil 2.3.4.2.3.1. Fiziksel adsorpsiyonla enzim immobilizasyonu

Kovalent baglama; bu yontem enzim ile destek maddesi arasinda kovalent bir
bag olusumuna dayanir. Destek maddesi yiizeyindeki fonksiyonel gruplarla enzim
ylizeyindeki aminoasitlere ait fonksiyonel gruplar arasinda kovalent bag olusur.
Kullanilacak destek maddesi fonksiyonel grup igermiyorsa yardimci bir reaktifle aktive
edilmesi gerekir. Kovalent baglanmada en 6nemli nokta baglanmanin enzim aktivitesi
icin zorunlu gruplar iizerinden olmasi ve baglanma sirasinda sterik engellemeler
nedeniyle bu gruplarin pasiflestiriimemesidir. Bu yontemde destek maddesi tekrar
kullanilamaz (Huang ve ark. 2008). Sekil 2.3.4.2.3.2.’de kovalent baglama ile enzim

immobilizasyonu gosterilmistir.

Sekil 2.3.4.2.3.2. Kovalent baglama ile enzim immobilizasyonu
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Iyonik baglama; iyon degistirme yetenegine sahip, suda ¢dziinmeyen destek
maddelerine enzimin iyonik olarak baglanmasi temeline dayanan bir yéntemdir. Iyonik
baglanma ile enzimin destek maddesine baglanmasi adsorpsiyondan daha gii¢lii bir
baglanmadir. Iyonik baglama 1liman kosullarda gerceklestigi icin enzimin
konformasyonunda ve aktif merkezinde bir degisiklige neden olmaz. Ancak enzim ile
tagtyict arasindaki bag kovalent bag kadar giiclii olmadigi i¢in enzim kagisi soz
konusudur (Taylor 1991). Sekil 2.3.4.2.3.3°de iyonik baglama ile enzim

immobilizasyonu gosterilmistir.

Sekil 2.3.4.2.3.3. Iyonik baglama ile enzim immobilizasyonu

Selat baglama; bu yontemin esas1 destek maddesinin yiizeyini aktiflestirmek ve
enzimin destek maddesine baglanmasini saglamak amaciyla titanyum (III), titanyum
(IV), zirkonyum (IV) gibi gecis metali iyonlar1 kullanilmasina dayanir. Bu iyonlar

destek maddesi ile enzim arasinda koprii gérevi goriir (Taylor 1991).

Biyospesifik baglama; bu yontemde enzimler ile antikorlar ve lektinler
arasindaki biyospesifik etkilesimlerden yararlanilarak immobilizasyon gerc¢eklestirilir
(Telefoncu 1997).

2.3.4.2.4. Jelde Hapsetme

Capraz bagli bir polimerin enzim ¢dzeltisi i¢inde olusturulmasi temeline dayanur.

Polimerlesme sonucu enzim molekiilleri ¢apraz bag aglar1 arasinda tutuklanmakta ve
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boylece c¢ozeltiye gecmeleri engellenmektedir (Noureddini ve ark. 2005). Sekil

2.3.4.2.4.1.°de jelde hapsetme ile enzim immobilizasyonu gosterilmistir.

Sekil 2.3.4.2.4.1. Jelde hapsetme ile enzim immobilizasyonu

2.3.4.2.5. Mikrokapsiilleme

Bu yontemde capir 1-100 um olan yar1 gecirgen zarlar kullanilir. Enzim
molekiilleri bu membran iginde tutuklanir. Bu yar1 gecirgen zarlarin gdzenekleri
substrat ve Uriiniin gecisine izin verecek, ancak hapsedilmis enzimin ¢ikigina izin
vermeyecek biliyliklikte olmalidir. Mekanik dayanikliligt azdir ve uygulanmasi
sirasinda enzim inaktive olabilir. Ayrica enzimin membran i¢inden kagma olasiligi
fazladir. En biiylik avantaji oldukca kiiclik bir hacimde enzim ile substratin etkilesme
alaninin goreceli olarak yiiksek olmasidir (Christensen ve ark. 2003). Sekil

2.3.4.2.5.1."de mikrokapsiilleme ile enzim immobilizasyonu gosterilmistir.

Sekil 2.3.4.2.5.1. Mikrokapsiilleme ile enzim immobilizasyonu
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2.3.4.2.6. Lipozom Teknigi

Bu yontem, sivi-yiizey yapict membran temeline dayanmaktadir. Doniisiimlii ve
tamamen fiziksel bir yontemdir. Oldukga biiylik bir temas yiizeyine sahip olup, ayni
anda bir adimda bir¢ok enzimin immobilizasyonuna olanak saglamaktadir. Substrat ve
iirlinlin membrandan gegisinin ¢oziinlrliige bagimli olmasi, islem sirasinda enzimin
aktivesini kaybetmesi ve sivi olan membrandan enzimin ka¢gma olasiliginin bulunmasi

yontemin dezavantajlaridir (Luisi ve Magid, 1986).

2.3.4.3. Iimmobilizasyonda Kullanilan Destek Maddeleri

Enzim immobilizasyonunda dogal ve sentetik bir¢ok organik ve inorganik

materyal kullanilmaktadir. Yaygin olarak kullanilan bazi destek maddeleri cizelge

2.3.4.3.1.”de verilmistir.

Cizelge 2.3.4.3.1. Enzim immobilizasyonunda yaygin olarak kullanilan destek
maddeleri
Anorganik Dogal polimerler Sentetik polimerler

Cam Seliiloz Poliakrilamid
Kil Albumin Naylon
Silikajel Nigasta Iyon degistirici regineler
Seramik Ipek Epoksi regineleri
Ponza tasi Dekstran Oksiranlar
Bentonit Kitin ve kitosan Polistiren tiirevleri
Hidroksiapatit Jelatin Vinil ve allil polimerler
Titan dioksit Agar ve agaroz Maleik anhidrit polimerler
Aktif karbon Karragen Metakrilat
Zirkonyum dioksit Kollagen Polivinil alkol
Nikel oksit Alginat

KAYNAK: Aksoy 2003.

Immobilize enzim sistemlerinin yiiksek performans gostermesi igin destek
maddesinin se¢imi ¢ok dnemlidir. Segilen destek maddesinin kararlilik, diigiik maliyet

ve dayaniklilik gibi Ozelliklere sahip olmasi gerekmektedir (Vaidya ve ark. 2008).
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Immobilizasyonun yiiksek verimle gerceklesmesi ve kullanima uygun olmasi icin

kullanilacak destek maddesinin sahip olmasi 6zellikler ¢izelge 2.3.4.3.2.’de verilmistir.

Cizelge 2.3.4.3.2. Immobilizasyon destek maddesinde aranan 6zellikler

- Mekanik, kimyasal ve 1s1sal dayaniklilik

- Gozenekli yap1, uygun partikiil formu

- Suda ¢6ziinmeme

- Ekonomiklik

- Hidrofilik karakter

- Zehirsizlik

- Tekrar kullanima uygun olmasi

- Yiiksek immobilizasyon kapasitesi

- pH degerini degistirmemesi

- Mikroorganizmalara karsi direnglilik

- Uriin inhibisyonunu azaltmas1

- Kovalent baglanmada kullanilan tasiyicilar iliman kosullarda reaksiyon
verebilen fonksiyonel gruplar tagimalidir.

KAYNAK: Mateo ve ark. 2007, Aksoy 2003.

Bu ozelliklerin tamamini saglayan bir destek maddesi bulunmamaktadir. Bu
nedenle kullanim amacina ve immobilizasyon yontemine en uygun Ozellikleri iceren

destek maddeleri segilerek kullanilmakta ve yeni destek maddeleri gelistirilmektedir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. MATERYAL

3.1.1. Cahismada Kullanilan Maddeler

3.1.1.1. Kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasal maddeler ¢izelge 3.1.1.1.1.’de verilmistir.

Cizelge 3.1.1.1.1. Calismada kullanilan kimyasal maddeler
Kimyasal Adi Uretici Firma Katalog Numarasi

Stiren Acros 22053
Divinil benzen Merck 803598
Glutaraldehit (%25) Merck 820603
Potasyum persiilfat Fluka 60487
Span 80 Fluka 85548
Kitosan Aldrich 419419
Lipaz enzimi (Lipozyme TL 100L) Novozymes LAP40012
Lipaz enzimi (Novozyme 735) Novozymes LDN00026
Bovine serum albumine Sigma A7906
Coomasssie Brillant Blue G250 Merck 115444
Folin-Ciocalteu reaktifi Sigma-Aldrich F9252
Potasyum dihidrojen fosfat Merck 104873
Dipotasyum hidrojen fosfat Merck 105104
p-nitrofenilpalmitat Fluka 76166
p-nitrofenol Fluka 1048
Gum arabic Sigma G9752
Triton X-100 Sigma T9284
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Cizelge 3.1.1.1.1. (Devam) Calismada kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal Ad1 Uretici Firma Katalog Numarasi

Metanol Merck 106007
Etanol Riedel-de Haen 32221

2-propanol Merck 109634
t-biitanol Merck 822264
Izobiitil metil keton Merck 106146
Siklohekzan Merck 109666
Hekzan Merck 104368
Heptan Riedel-de Haen 15677

Metil heptadekanoat Fluka 51635

Wijs reagenti Riedel-de Haen 35071

Potasyum hidroksit Sigma-Aldrich 60370

Potasyum iyodiir Merck 105043
Potasyum iyodat Sigma-Aldrich 207977
Sodyum tiyosiilfat Merck 106513
Sodyum hidroksit Riedel-de Haen 06203

Sodyum karbonat Merck 106393
Sodyum-potasyum tartarat Merck 108087
Bakar siilfat Merck 102791
TLC plaka Merck 105554
Dietileter Merck 100921
Benzoik asit Merck 100136
Asetik asit (%98) Merck 100056
Siilfirik asit Merck 100713
Fosforik asit Merck 100557
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3.1.1.2. Cozeltiler

e 1 mol/L K,;HPO, ¢ozeltisi: 17,4100 g K,HPO, tartilarak saf su ile 100 mL’ye

tamamlanmustir.

e 1 mol/L KH,PO4 ¢ozeltisi: 13,6100 g KH,PO,4 tartilarak saf su ile 100 mL’ye

tamamlanmustir.

e 10 mg/mL metil heptadekanoat ¢ozeltisi: 0,5000 mg metil heptadekanoat tartilip

heptan ile 50 mL’ye tamamlanmustir.

¢ Poliglutaraldehit ¢ozeltisi: 10 mL %25°lik glutaraldehit alinarak saf su ile 50 mL’ye
tamamlanmistir. 3 mol/L NaOH ¢ozeltisi ¢ozeltisi kullanilarak pH’1 10,5’e ayarlanmig

ve manyetik karistiricida 30 dk karistirilmastir.

e 20 mM para-nitrofenil palmitat (pNPP) ¢ozeltisi: 0,1888 g pNPP tartilarak 2-propanol

ile 25 mL’ye tamamlanmustir.

¢ 10 mM para-nitrofenol (pNP) ¢ozeltisi: 0,1391 g pNP tartilarak 10 mL 2-propanolde

¢oziillip, pH 7 fosfat tamponuyla 100 mL’ye tamamlanmistir.

e Stok bovine serum albumin (BSA) c¢ozeltisi: 0,5000 g BSA, pH 7,0 fosfat
tamponuyla 50 mL’ye tamamlanarak 10000 pg/mL’lik stok ¢6zelti hazirlanmistir.

e 0,1 mol/L Na,S,0; ¢deltisi: 12,4093 g Na,S,03.5H,0 tartilip, saf suyla 500 mL’ye

tamamlanmistir.

e 100 g/L KI ¢ozeltisi: 10 g KI tartilip saf suyla 100 mL’ye tamamlanmustir.
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3.1.2. Cahsmada Kullanilan Aletler

Calismada kullanilan arag-geregler cizelge 3.1.2.1.’de verilmistir.

Cizelge 3.1.2.1. Calismada kullanilan arag-geregler

Arac-Gereg Marka Model
Gaz kromatografi kiitle spektrometresi (GC-MS) Shimadzu QP5000
UV-goriiniir bolge spektrofotometresi Ati-Unicam Uuv2
Fourier doniisiimlii infrared spektrometresi (FTIR) | Thermo Nicolet 6700
Taramal1 elektron mikroskobu (SEM) Carl Zeiss EVO 40
Etiiv Niive EN 500
Peristaltik pompa Watson Marlow 323S
Isiticilt manyetik karistirici Velp ARE
pH-metre Sartorius PP-15
Analitik terazi Gec Avery VA304
Saf su cihaz Niive NS112
Ayarlanabilir otomatik mikropipet (500-5000 pL) Eppendorf Research
Ayarlanabilir otomatik mikropipet (100-1000 pL) Eppendorf Research

3.2. YONTEM

3.2.1. STR-DVB-PGA Polimer Destek Maddesinin Hazirlanmasi

Deneysel c¢alismada kullanilan = stiren-divinilbenzen-poliglutaraldehit (STR-
DVB-PGA) kopolimeri %90 su faz1 ve %10 organik faz olmak {izere iki fazdan
olusmaktadir. Polimerik destek maddesinin hazirlanmasi i¢in 6ncelikle glutaraldehitten
poliglutaraldehit sentezlenmelidir. Bunun i¢in 10 mL %?25’lik glutaraldehit alinarak saf
su ile 50 mL’ye tamamlanmis, pH’s1 3 mol/L NaOH c¢ozeltisi kullanilarak 10,5’a
ayarlanmig ve manyetik karistiricitda 30 dk kanstirilmistir.  Aldol kondenzasyonu
polimerizasyonu sonucu poliglutaraldehit elde edilmistir. Bu islemden sonra hazirlanan

poliglutaraldehit c¢ozeltisinden 45 mL alinarak, iizerine radikalik polimerizasyonu
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baslatmak icin gerekli olan baslatic1 potasyum peroksidosiilfattan 0,7000 g koyularak
¢cOziilmiistiir. Bu ¢6zelti, hacimce %59 stiren, %26 divinilbenzen ve %15 span 80 iceren
5 mL’lik organik faza ilave edilip falkon tiipte kuvvetlice ¢alkalanmistir. Hazirlanan
¢oOzeltinin hacimce bilesimi sekil 3.2.1.1.°de gosterilmistir. Cdzeltinin kivami iyice
koyulastiktan sonra falkon tip 80 °C’deki etiive yerlestirilerek polimerlesmenin
tamamlanmasi i¢in 3 saat bekletilmistir. Siire sonunda blok haldeki polimer falkon
tiipten ¢ikartilarak 60 °C’deki etiivde 24 saat boyunca kurutulmustur. Kurutma
isleminden sonra kullanima hazir hale gelen polimer, parcalanip elenerek 16-30 mesh

(0,6-1,4 mm) boyutlar1 arasindaki tanecikler immobilizasyon i¢in kullanilmistir.

STR-DVB-PGA
Polimeri
| l
Organik Faz Sulu Faz
(% 10) (% 90)
Stiren Divinil benzen Span 80 Poliglutaraldehit
(% 59) (% 26) (% 15) (%5)

Sekil 3.2.1.1. Stiren-divinil benzen-poliglutaraldehit polimerinin bilesimi

Sekil 3.2.1.2.°de stiren-divinilbenzen-poliglutaraldehit polimerinin

polimerizasyon reaksiyonu gosterilmistir.

H=aH, —CH—CH, CH—CH, CH—CH,—

Stiren (STR) Divinilbenzen (DVB)  Poliglutaraldehit (PGA) Stiren-Divinilbenzen-Poliglutaraldehit (STR-DVB-PGA) kopolimeri

Sekil 3.2.1.2. Stiren-divinil benzen-poliglutaraldehit polimerinin polimerizasyon
reaksiyonu
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Sekil 3.2.1.3.’de blok halde ve immobilizasyon i¢in pargalanip, elenmis halde

stiren-divinil benzen-poliglutaraldehit polimeri goriilmektedir.

a) Blok haldeki polimer b) Parcalanmis haldeki polimer

Sekil 3.2.1.3. Stiren-divinil benzen-poliglutaraldehit polimerinin fotografi

3.2.2. STR-DVB-PGA Polimer Destek Maddesinin Lipaz Enziminin

Immobilizasyonuna Hazirlanmasi

Deney diizeneginde 10 cm uzunlukta, i¢ ¢ap1 2,3 cm ve dis ¢ap1 2,8 cm olan, 42
mL i¢ hacme sahip paslanmaz celikten {retilmis reaktor kullanilmistir. Reaktor,
pargalanip elenen 3,3000 g STR-DVB-PGA polimeri ile tamamen doldurulmustur.
Immobilizasyona baslamadan 6nce peristaltik pompa yardimiyla sistemden 250 mL saf

su gegirilerek polimer yikanmistir.
3.2.3. Polimer Destek Maddesinin Lipaz Enziminin Immobilizasyonunu
Lipozyme  TL-100L  (Thermomyces  lanuginosus) lipaz  enziminin

immobilizasyonu sekil 3.2.3.1°deki diizenek yardimiyla gergeklestirilmistir. 25 °C’deki

su banyosuna yerlestirilen besleme tankina fosfat tamponunda hazirlanmis Lipozyme
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TL-100L ¢ozeltisi koyulmus ve peristaltik pompa yardimiyla saglanan 5 mL/dk akis

hiziyla sirkiile edilerek immobilizasyon islemi gerceklestirilmistir.

Sekil 3.2.3.1. Enzim immobilizasyonunda kullanilan deneysel diizenegin fotografi

Bu islemle enzim kovalent olarak polimer destek maddesine tutturulmustur.
Sekil 3.2.3.2.°de enzim molekiiliiniin polimer destek maddesine kovalent baglanma ile
immobilizasyon reaksiyonu goriilmektedir. immobilizasyon islemi sonunda kovalent
olarak baglanmayan enzim 200 mL tampon ¢o6zeltisi gecirilerek yapilan yikamayla

uzaklastirilmastir.
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a—cn, — oo oo — G—CH,—— CH—CH— CH—CH,— C — CH—OH—CH,— CH—
+ + n —_—
Si—ch, —CH—CH, CH—CH, CH—CH,—
Stiren (STR) Divinilbenzen (DVB)  Poliglutaraldehit (PGA) Stiren-Divinilbenzen-Poliglutaraldehit (STR-DVB-PGA) kopolimeri
07 NH,
Lipaz
(0]
\ 7
) i
(‘:‘H o cH cHO
ore oo OHCW oo
ES ) 5%55% g) CHZE(S% 5
—CH—CH, CH— CH—CH,—

STY-DVB-PGA kopolimerine immobilize olmus lipaz

Sekil 3.2.3.2. Enzimin polimer destek maddesine kovalent olarak immobilizasyonu

3.2.4. Kitosan Kiirelerinin Sentezi

2,8000 g kitosan %3’liik 140 mL asetik asit ¢dzeltisinde c¢oziilerek %2’lik
kitosan ¢ozeltisi hazirlanmistir. Kitosan ¢ozeltisi, manyetik karistirict ile karistirilan,
hacimce %26 etanol, %74 1 mol/L NaOH iceren 475 mL ¢ozeltiye 0,91 mm i¢ ¢aph
enjektor ignesinden peristaltik pompa yardimiyla 0,8 mL/dk hizla damlatilmistir.
Damlatma islemi bittikten sonra 3 saat daha karistirilmaya devam edilmistir. Siire
sonunda kiireler stiziiliip, notrlesene kadar saf suyla yikanmistir. pH 7,0 fosfat
tamponunda %1°lik glutaraldehit ¢ozeltisi hazirlanmis ve kiireler bu ¢ozeltiye atilarak
manyetik karistiricida 30 dakika karistirilmistir. Siire sonunda siiziiliip iyice yikanan
kiireler kurumaya birakilmistir. Kitosan kiirelerinin sentezlenmesinde kullanilan

deneysel diizenek sekil 3.2.4.1.’de verilmistir.
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Sekil 3.2.4.1. Kitosan kiirelerinin sentezinde kullanilan deneysel diizenek

3.2.5. Kitosan Kiirelerine Enzim immobilizasyonu

Kurutulmus kitosan kiireler farkli konsantrasyonlarda Novozyme 735 (Candida
antarctica A) lipaz enzimi igeren tampon c¢ozeltisi ile manyetik karistiricida farkl
siirelerde karistirilarak immobilizasyon gergeklestirilmistir. Immobilizasyon &ncesi ve
sonras1 enzim ¢O0zeltisinden Ornek alinarak protein konsantrasyonu belirlenmis ve
immobilize olan enzim miktar1 hesaplanmistir. Immobilize enzimin spesifik aktivitesi
belirlenerek en yiiksek spesifik aktivitenin elde edildigi kosullarda galigilmistir. Kitosan
kiirelerinin olusumu sirasinda glutaraldehitle ¢apraz baglanma reaksiyonu ve kovalent

olarak enzim immobilizasyonu reaksiyonu sekil 3.2.5.1.’de goriilmektedir.
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H-C=0
Glutaraldehit

+ H,N — Enzim

CH,0H CH,OH

Glutaraldehit ile ¢apraz baglanmis kitosan

CH,0H
H 0
On  H
H N
H N=C-H
A
I
H-C=N-Enzim
NH, H
., H H
O H O H
CH,0H CH,0H

Kovalent olarak enzim immobilize edilmis ¢apraz bagl kitosan

Sekil 3.2.5.1. Kitosanin ¢apraz baglanmasi ve kovalent enzim immobilizasyonu
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3.2.6. Kantitatif Protein Tayini

Kantitatif protein tayini i¢in Bradford ve Lowry metodu olmak iizere iki farkli

analiz metodu kullanilmistir.

3.2.6.1. Bradford Metodu

Immobilizasyon islemi ile Lipozyme TL-100L lipaz enziminin polimer destek
maddesine tutturulan miktar1 Bradford protein analiz metodu ile belirlenmistir
(Bradford,1976). Bu metodun temeli coomassie brilliant blue G250 (CBB) boyasinin
protein molekiilii ile kompleks olusturmasina dayanmaktadir. Ortamdaki protein miktari

arttikca olusan renk agik maviden koyu maviye kaymaktadir.

3.2.6.1.1. Bradford Analizi i¢in Boya Cozeltisinin Hazirlanmasi

Analiz i¢in kullanilan stok boya ¢ozeltisi 100 mg CBB 50 mL metanol igerisinde
coziilerek, tizerine 100 mL %385 fosforik asit (H3;PO4) eklenmis ve saf su ile 200 mL’ye
tamamlanarak hazirlanmistir. Bu ¢ozelti siyah bant siizge¢ kagidindan siiziilerek koyu
renkli sisede +4 °C’de saklanmustir. Analiz i¢in kullanilan ¢ozelti 1 hacim stok boya

cozeltisi 4 hacim saf su ilave edilerek hazirlanmistir.

3.2.6.1.2. Bradford Analizi I¢in Kalibrasyon Grafiginin Hazirlanmasi

Kalibrasyon grafigi ¢izmek amaciyla standart protein olarak bovine serum
albumin (BSA) kullanilmistir. pH 7,0 fosfat tamponunda 100; 200; 400; 600; 800; 1000;
1200 pL/mL derisime sahip BSA ¢d6zeltileri hazirlanmistir. Farkli derigsimlerdeki BSA
standart protein ¢ozeltilerinden deney tiiplerine 100’er pL alinmis lizerlerine 5’er mL
Bradford boya ¢ozeltisi eklenerek calkalanmis ve 5 dk beklendikten sonra 595 nm dalga
boyunda UV-goriiniir bolge spektrofotometresinde absorbanslari  okunmustur.
Spektrofotometreyi sifirlamak i¢in 100 pL. pH 7,0 fosfat tamponunun {izerine 5 mL
Bradford boya ¢ozeltisi eklenerek hazirlanan ¢ozelti kullanilmistir. Her bir standardin

595 nm dalga boyunda absorbanslar1 okunarak protein konsantrasyonuna (uL/mL) kars1
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okunan absorbans degerleri grafige gecirilmistir. Elde edilen kalibrasyon grafigi sekil

3.2.6.1.2.1.”de verilmistir.

1,000
y =0,00080x - 0,02259
R?=0,99873

0,800 |
£ 0,600 -
2
o
n
< 0,400 -

0,200

0,000 T T T T T T

0 200 400 600 800 1000 1200
BSA Konsantrasyonu (uL/mL)
Sekil 3.2.6.1.2.1. Bradford protein analiz metodu kalibrasyon grafigi

3.2.6.1.3. Protein Tayini

Deney tiiptine 100 puL 6rnek alinmis iizerine stok boya ¢6zeltisinden seyreltilerek
hazirlanmis olan Bradford boya ¢ozeltisinden 5 mL eklenerek c¢alkalanmistir. 5 dk
beklendikten sonra 595 nm dalga boyunda UV-goriiniir bolge spektrofotometresinde
absorbansi okunmustur. Olusturulan kalibrasyon grafigi kullanilarak 6rnegin igerdigi

protein miktar1 hesaplanmustir.
3.2.6.2. Lowry Metodu
3.2.6.2.1. Lowry Cozeltilerinin Hazirlanmasi

0,1 mol/L NaOH iginde %2 Na,COs olacak sekilde Lowry A ¢ozeltisi, %1’lik
NaKC4H4O¢ ¢ozeltisi (Lowry B;) ve %0,5’lik CuSO4 (Lowry B,) ¢ozeltisi hazirlanir.
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Lowry A, Lowry B; ve Lowry B; ¢6zeltileri 100:1:1 (v/v) oraninda karistirilarak Lowry

C ¢ozeltisi hazirlanir.

3.2.6.2.2. Lowry Metodu I¢in Kalibrasyon Grafiginin Hazirlanmasi

Kalibrasyon grafigi ¢izmek amaciyla standart protein olarak bovine serum
albumin (BSA) kullanilmistir. pH 7,0 fosfat tamponunda 100; 200; 300; 400; 500; 600;
700; 800 puL/mL derisime sahip BSA ¢ozeltileri hazirlanmistir. Farkli derisimlerdeki
BSA standart protein ¢ozeltilerinden deney tiiptine 500 pL. alinmis iizerlerine 3 mL
Lowry C ¢ozeltisi eklenip, ¢alkalanarak 10 dk beklenmistir. Siire sonunda 300 puL 1:1
seyreltilmis Folin-Ciocalteu reaktifi eklenerek calkalanmistir. Bu ¢ozeltiler 30 dakika
karanlikta bekletildikten sonra 750 nm dalga boyunda UV-goriiniir bolge
spektrofotometresinde absorbanslari okunmustur. Spektrofotometreyi 500 uL. pH 7.0
fosfat tamponuyla ayni islemler yapilarak hazirlanan ¢ozeltiyle sifirlanmistir. Her bir
standardin 750 nm dalga boyunda absorbanslari okunarak protein konsantrasyonuna
(LL/mL) kars1 okunan absorbans degerleri grafige gecirilmistir. Elde edilen kalibrasyon
grafigi sekil 3.2.6.2.2.1."de verilmistir.

1,200 | Yy = 0,00149x + 0,18152
R? = 0,99675

1,000
0,800 -

0,600 -

Absorbans

0,400

0,200

0,000 T T T T
0 200 400 600 800

BSA Konsantrasyonu (ug/mL)

Sekil 3.2.6.2.2.1. Lowry protein analiz metodu kalibrasyon grafigi
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3.2.6.2.3. Protein Tayini

Deney tiiptine 500 pL 6rnek alinmis iizerine 3 mL Lowry C ¢ozeltisi
eklenip, calkalanarak 10 dk beklenmistir. Siire sonunda 300 pL 1:1 seyreltilmis Folin-
Ciocalteu reaktifi eklenerek c¢alkalanmigtir. Bu c¢ozelti 30 dakika karanlikta
bekletildikten sonra 750 nm dalga boyunda UV-goriiniir bolge spektrofotometresinde
absorbans1 okunmustur. Olusturulan kalibrasyon grafigi kullanilarak 6rnegin igerdigi

protein miktar1 hesaplanmustir.

3.2.7. Lipaz Enziminin Aktivite Tayini

Lipaz enziminin aktivitesinin belirlenmesi enzimin para-nitrofenil palmitat:
(pNPP) para-nitrofenole (pNP) doniistirmesi ve olusan para-nitrofenoliin
spektrofotometrik olarak tayini temeline dayanmaktadir. Gergeklesen reaksiyon sekil

3.2.7.1.°de goriilmektedir.

5 WCHB o
, [
© + I'D/\/\/\/\/\/\/\/\Q-%

NG, NO,

pNPP pNP Palmitik asit

Sekil 3.2.7.1. Aktivite 6l¢limii sirasinda gergeklesen pNPP’1in pNP’e doniistim
reaksiyonu

3.2.7.1. Lipaz Enziminin Aktivite Tayini I¢cin Kalibrasyon Grafiginin

Hazirlanmasi

Kalibrasyon grafigi c¢izmek hacimce %10 2-propanaol, %90 pH 7,0 fosfat
tampon c¢ozeltisinde 0,02; 0,04; 0,06; 0,08; 0,10; 0,12; 0,14 mM pNP c¢ozeltileri
hazirlanmistir. Spektrofotometreyi sifirlamak i¢in %10 2-propanol, %90 pH 7,0 fosfat

tampon ¢ozeltisi kullamilmistir. Her bir standartin 410 nm dalga boyunda absorbanslari
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Olctlilerek pNP derisimine (mM) kars1 okunan absorbans degerleri grafige gecirilmistir.

Elde edilen kalibrasyon grafigi sekil 3.2.7.1.1°de verilmistir.

1,400
y = 9,48393x + 0,01757
1,200 7 R? = 0,99979
1,000 -
e
S 0,800 -
o
2 0,600 -
<
0,400 -
0,200 A
0,000 T T T T T T T
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12 0,14
PNP Konsantrasyonu (mM)

Sekil 3.2.7.1.1. Aktivite tayini i¢in pNP kalibrasyon grafigi

3.2.7.2. Aktivite Tayini

STR-DVB-PGA polimerine immobilize lipazin aktivitesi tayin edilirken, 2-
propanol i¢inde 20 mM pNPP ¢dzeltisi hazirlanmistir. pNPP ¢6zeltisinden 1,5 mL alinip
tizerine 13,5 mL % 0,2 (m/v) gum arabic, % 0,6 (v/v) Triton X-100 iceren pH 7,0 fosfat
tampon ¢oOzeltisi eklenmistir. Bu ¢dzelti enzim immbolize edilmis 0,0700 g polimer
destek maddesi ile 5 dakika manyetik karistiricida karistirtlmistir. Siire sonunda polimer
cozeltiden siizge¢ kagidi ile siiziilerek ayrilmistir. Siizlintii 1/12 oraninda seyreltilerek
UV-goriiniir bolge spektrofotometresinde 410 nm’de absorbansi dlgiilmiistiir. Kitosan
kiirelere immobilize edilen lipazin aktivitesi de ayni yontemle belirlenmistir. Ancak, 10
mM pNPP ¢ozeltisi kullanilmis, 0,1000 g destek maddesi ile ¢alisilmis ve siiziintiiniin
absorbansi seyreltme yapilmadan Ol¢lilmiistiir. Sekil 3.2.5.2.1.’deki pNP ile ¢izilmis

olan kalibrasyon grafigi kullanilarak olusan pNP miktar1 belirlenmis ve buna gore
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aktivite degeri hesaplanmustir. Lipaz aktivitesi ve spesifik aktivite sirasiyla esitlik

3.2.7.2.1. ve 3.2.7.2.2.°ye gore hesaplanmustir.

Immobilize lipaz aktivitesi
Polimer destek agirligi

Lipaz aktivitesi (umol pNP/g destek.dk) = 3.2.7.2.1

Immobilize lipaz aktivitesi 3.2.7.2.2
Immobilize enzim miktar1

Spesifik aktivite (umol pNP/mg enzim.dk) =

3.2.8. STR-DVB-PGA Polimerine immobilize Edilmis Lipozyme TL 100L
ve Kitosan Kiirelere immobilize Edilmis Novozyme 735 Enzimlerinin K, ve Vpax

Degerlerinin Incelenmesi

STR-DVB-PGA polimerine immobilize edilmis Lipozyme TL 100L enzimi igin,
0,25; 0,5; 0,8; 1,0; 1,6; 2,0; 2,5 mM konsantrasyonlarinda pNPP ¢6zeltisi kullanilarak
aktivite tayini yapilmistir. Kitosan kiirelere immobilize edilmis Novozyme 735 enzimi
icin, 0,25; 0,5; 0,8; 1,0; 1,25; 1,6 mM konsantrasyonlarinda pNPP ¢ozeltisi kullanilarak
aktivite tayini yapilmistir. Elde edilen sonuglardan esitlik 3.2.8.1.’deki Lineweaver-

Burk denklemi kullanilarak K;, ve V. degerleri hesaplanmustir.

S L (3.2.8.1
GG 2.8.1.)

max

1
VO

3.2.9. Biyodizel Uretimi

Biyodizel iiretimi, stirekli sistem ile atik bitkisel yag ve metanoliin enzim
katalizorliigiinde transesterlestirilmesiyle gerceklestirilmistir. Bu islem i¢in sekil

3.2.9.1.°deki deney diizenegi kullanilmistir.
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| Gliserol ;
: f toplama tanki

nnnnn

NI

Sekil 3.2.9.1. Biyodizel iiretiminde kullanilan deney diizenegi

Reaktor, Candida antarctica A lipaz enzimi ile biyodizel iiretimi i¢in enzim
immobilize edilmis 33,3000 g kitosan kiire ile, Thermomyces lanuginosus lipaz enzimi
ile biyodizel iiretimi i¢in enzim immobilize edilmis 3,3000 g STR-DVB-PGA polimeri
ile doldurulmustur. Siizilmiis 100 mL atik kanola yagi besleme tankina koyulmus,
toplam 28 mL metanol 3’er saat arayla 7’ser mL ilave edilmistir. Boylece metanoliin
enzimi inhibe etme orani en aza indirgemistir. Metanol ve yag manyetik karistirici ile
stirekli karigtirtlarak peristaltik pompa yardimiyla 5 mL/dk akis hiziyla reaktérden
sirkiile edilmistir. Biyodizel {iretimi sirasinda yan iirlin olarak olusan gliserol ayr1 bir
bolimde toplanarak, enzimi inhibe etme etkisi en aza indirilmis ve esterlesme
reaksiyonun {lriinler yoniine kaymasina katki saglanmistir. Her bir biyodizel {iretim
reaksiyonu arasinda sistemden 10 dk boyunca t-biitanol gecirilip, destek maddesinin
iizerinde kalan reaktanlar ve {irlinler uzaklastirilarak, destek maddesinin rejenerasyonu

saglanmistir.
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3.2.10. Gaz Kromatografi Kiitle Spektometresi ile Biyodizel Tayini

Analiz Shimadzu GC-MS QP5000 gaz kromatografi kiitle spektometresi ile
gerceklestirilmistir. Kullanilan Varian CP-SIL 88 kolonun uzunlugu 60 m, ¢ap1 0,25
mm ve film kalinligi 0,25 pm’dir. Analiz sirasindaki ¢aligma kosullari ve sicaklik

programi ¢izelge 3.2.10.1. ve 3.2.10.2.’de gdosterilmistir.

Cizelge 3.2.10.1. GC-MS cihaz1 ¢aligma kosullari

Enjeksiyon sicakligi 225°C
Ara ylizey sicakligi 225°C
Kontrol modu Split
Kolon i¢ basinct 165,9 kPa
Kolon akis hiz1 1,0 mL/dk
Dogrusal hiz 26,7 cm/sn
Split oran1 30
Toplam akis 37,1 mL/dk
Tastyict akis 37,1 mL/dk
Tarama modu Scan
Coziicii kesim zamant 6 dk
GC program siiresi 40 dk

Cizelge 3.2.10.2. GC-MS cihaz firn sicaklik programi

Oran (°C/dKk) Sicaklik (°C) Bekleme siiresi (dk)
- 140 5
4 236 11

Belirtilen c¢alisma kosullarinda TS EN 14103 standardina goére metil
heptadekanoat i¢ standardi kullanilarak kantitatif olarak yag asidi metil esteri igerigi

tayin edilmistir.
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3.2.11. Kullanilmis Yemeklik Yaglarda Asit Sayisi ve Asitlik Tayini

%95 etanol i¢inde 0,125 mol/L KOH c¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu ¢dzeltiyi
standartlagtirmak i¢in 3 adet 0,0750 g benzoik asit tartilip her birine 10 mL izobiitil
metilketon eklenerek ¢oziilmiistiir. Fenolftalein indikatorii esliginde her bir benzoik asit
cozeltisi KOH c¢ozeltisi ile titre edilmis ve harcanan hacimden ger¢cek KOH

konsantrasyonu hesaplanmustir.

Analiz edilecek yagdan 5,0000 g alinarak iizerine hacimce % 50 dietileter, % 50
etanol iceren 50 mL noétrlestirilmis ¢oziicli karisimi eklenmistir. Coziicti karisimi 3
damla fenolftalein indikatorii eklenip hazirlanan KOH ¢o6zeltisinden eklenerek
notrlestirilmigtir. Hazirlanan yag c¢ozeltisi standartlastirilmis KOH c¢ozeltisi ile titre
edilerek harcanan hacimden yagin asit sayist ve asitligi esitlik 3.2.11.1. ve 3.2.11.2."ye

gore hesaplanmustir.

6,1V yon -Cron

3.2.11.1.

Asit sayist =

myaé

Vion 'CKOH M A(oleikasit)

Asitlik = 3.2.11.2.

10.m,,,

3.2.12. Kullamlmus Yemeklik Yaglarda Iyot Sayis1 Tayini

0,1 mol/L, 500 mL Na,S,0s3 ¢ozeltisi hazirlanip, 0,01 mol/L KIOs ¢ozeltisi
kullanilarak standartlastirilmistir. Bunun i¢in 10 mL 0,01 mol/L KIO; ¢ozeltisi alinip,
tizerine spatiil ucuyla KI ve 10 mL 2 N H,SO4 eklenip standartlastirilacak Na,S,;03
cozeltisi ile titre edilmistir. Bu islem 3 kez tekrarlanarak Na,S,0s3 ¢dzeltisinin gercek
derisimi belirlenmistir. Iyot sayisi tayini icin 0,1000 g yag tartilarak 10 mL hacimce
%50 siklohekzan, %50 asetik asit karisimi eklenerek ¢oziilmiistiir. Uzerine 12,5 mL

Wijs reaktifi eklenip, karanlikta 1 saat bekletilmistir. Siire sonunda 100g/L
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derisimindeki KI ¢ozeltisinden 10 mL ve 75 mL saf su eklenmistir. Bu ¢ozelti nisasta
indikatorii kullanilarak, standartlastirilmis Na,S,;0s ¢ozeltisi ile titre edilmistir. Ayni
islemler yag igermeyen blank icin de tekrar edilmistir. Esitlik 3.2.12.1.kullanilarak

yagin iyot sayis1 hesaplanmistir.

12369'C'(V{imek B Vblank)
m

3.2.12.1.

iyot sayisi =

ornek
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. STR-DVB-PGA Polimerine Lipaz Enzimi Immobilizasyonun

Kemometrik Optimizasyonu

Thermomyces lanuginosus lipaz enzimi (Lipozyme TL 100L) STR-DVB-PGA
polimerine immobilizasyonu en yliksek spesifik aktiviteyi elde etmek i¢cin kemometrik
olarak optimize edilmistir. Bunun icin 5 seviyeli 4 faktorli, 30 deneyden olusan
merkezi kompozit dizayn tasarlanmistir. Immobilizasyon sonucu enzimin spesifik
aktivitesi iizerine, enzim konsantrasyonu, pH, tampon konsantrasyonu ve
immobilizasyon siiresinin etkisi incelenmistir. Incelenen parametreler ile bu

parametreler i¢in secilen kodlanmig ve gercek degerler ¢izelge 4.1.1.’de gosterilmistir.

Cizelge 4.1.1. Merkezi kompozit dizaynda kullanilan kodlanmis ve gercek degerler

Kodlanmis Enzim pH Tampon Immobilizasyon
deger konsantrasyonu | (X,) konsantrasyonu | siiresi (saat) (x4)
(% vIv) (x1) (mM) (x3)
-2 4 6.0 20 8
-1 7 6.5 40 16
0 10 7.0 60 24
1 13 7.5 80 32
2 16 8.0 100 40

Olusturulan 30 deneylik dizayna uygun olarak her biri i¢in gram destek maddesi
basina aktivite ve immobilize olan enzim miktar1 belirlenerek spesifik aktivite degeri
hesaplanmistir. Deneysel dizayn ve deneyler donucu elde edilen veriler ¢izelge 4.1.2.°de

verilmigtir.
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Cizelge 4.1.2. Lipozyme TL 100L enziminin STR-DVB-PGA polimerine
immobilizasyonunun optimizasyonu i¢in merkezi kompozit dizayn tablosu ve deneysel
sonuglar

Faktorler Spesifik Aktivite
Deney (umol pNP/mg enzim.dk)
No X1 X2 X3 X4
Deneysel Tahmini
1 -1 -1 -1 -1 3,45 3,73
2 1 -1 -1 -1 2,59 3,10
3 -1 1 -1 -1 4,58 4,82
4 1 1 -1 -1 4,34 4,19
5 -1 -1 1 -1 5,00 4,71
6 1 -1 1 -1 4,55 4,08
7 -1 1 1 -1 5,23 5,80
8 1 1 1 -1 5,54 5,17
9 -1 -1 -1 1 3,30 3,70
10 1 -1 -1 1 3,39 3,06
11 -1 1 -1 1 4,62 4,79
12 1 1 -1 1 4,32 4,15
13 -1 -1 1 1 4,40 4,68
14 1 -1 1 1 3,82 4,04
15 -1 1 1 1 6,14 5,77
16 1 1 1 1 4,66 5,13
17 -2 0 0 0 7,93 7,53
18 2 0 0 0 5,88 6,27
19 0 -2 0 0 3,12 3,30
20 0 2 0 0 5,20 5,48
21 0 0 -2 0 2,33 2,10
22 0 0 2 0 3,83 4,06
23 0 0 0 -2 3,29 3,38
24 0 0 0 2 3,41 3,32
25 0 0 0 0 4,59 4,39
26 0 0 0 0 4,21 4,39
27 0 0 0 0 4,66 4,39
28 0 0 0 0 4,64 4,39
29 0 0 0 0 4,18 4,39
30 0 0 0 0 4,07 4,39
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Cizelge 4.1.2.°deki deneysel veriler kullanilarak Design Expert 7.1.4. programi
ile esitlik 4.1.1.”e gore model denkleminin olusturulmasinda kullanilacak b katsayilar

hesaplanmastir.

b=X .X)".X .y 4.1.1.

Thermomyces lanuginosus lipaz enziminin kemometrik optimizasyonu icin b

katsayilar kullanilarak olusturulan model denklemi esitlik 4.1.2.”de verilmistir.

y=4,39 - 0,32x; + 0,55x, + 0,49x; — 0,02x,
+0,01x;x; — 0,06x;x3 — 0,07x ;x4 — 0,08x2x3 + 0,05xx4 — 0,12x3%4

+0,63x;,° — 0,06x,° + 0,33x5° — 0,26x,° 4.12.

4.1.1. STR-DVB-PGA Polimerine Lipaz Enzimi Immobilizasyonun
Kemometrik Optimizasyonu icin ANOVA Sonuglar

Elde edilen denkleme gore modelin uygunlugunu ve hangi parametrelerin
onemli oldugunu belirlemek amaciyla Design Expert 7.1.4. programu ile varyans analizi

(ANOVA) yapilmistir. Elde edilen sonuglar ¢izelge 4.1.1.1.”de verilmistir.
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Cizelge 4.1.1.1. STR-DVB-PGA polimerine lipaz enzimi immobilizasyonun
kemometrik optimizasyonu icin ANOVA sonuglari

Kareleri Serbestli-k Kareleri F-degeri p-degeri

toplamm derecesi | ortalamasi
Model 34.14 14 2.44 16.52 <0.0001*
X] 2.40 1 2.40 16.25 0.0011°
X2 7.14 1 7.14 48.35 <0.0001°
X3 5.77 1 5.77 39.06 <0.0001"
X4 0.01 1 0.01 0.04 0.8354°
X1X2 0.00 1 0.00 0.00 0.9490°
XiX3 0.05 1 0.05 0.33 0.5745"
X1X4 0.07 1 0.07 0.46 0.5097"
X2X3 0.11 1 0.11 0.74 0.4039"
X2X4 0.03 1 0.03 0.23 0.6389°
X3X4 0.24 1 0.24 1.62 0.2220°
X, 10.79 1 10.79 73.09 <0.0001°
oR 0.10 1 0.10 0.65 0.4324°
X3 2.96 1 2.96 20.03 0.0004"
X4 1.87 1 1.87 12.68 0.0028"
Artan 2.21 15 0.15
Hata 0.35 5 0.07

a., . R
: Onemli parametreler

. Onemsiz parametreler

ANOVA sonuglarina gore, p degeri 0,05’den kiigiik olan parametreler 6nemli,

biiylik olan parametreler 6nemsiz kabul edilmistir. Buna gore olusturulan yeni model

denklemi esitlik 4.1.1.1.’de verilmistir.

y =439 —0,32x; + 0,55x; + 0,49x3 — 0,02x,
+0,63x;° +0,33x5° — 0,26x,°

4.1.1.1.
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Esitlik 4.1.1.1.’¢ gore hesaplanan tahmini spesifik aktiviteler ile deneysel
spesifik aktiviteler biiyiik Ol¢iide benzerlik gostermektedir. Sekil 4.1.1.1.’de tahmini
spesifik aktivite degerleri ile deneysel spesifik aktivite degerlerinin grafige gecirilmis

hali goriilmektedir.

8,00 { R?=0,9226

4,00 -

Tahmini Spesifik Aktivite

0,00 T T T T T T T T
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00

Deneysel Spesifik Aktvite

Sekil 4.1.1.1. Tahmini spesifik aktivite degerleri ile deneysel spesifik aktivite
degerlerinin grafigi

x; - x2 (enzim konsantrasyonu - pH), x; - x3 (enzim konsantrasyonu — tampon
konsantrasyonu), x, - x3 (pH - tampon konsantrasyonu) parametreleri arasinda kontur
grafikler cizilerek 6nemli parametrelerin spesifik aktivite lizerine etkileri sekil 4.1.1.2.,

4.1.1.3. ve 4.1.1.4.°de gosterilmistir.
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Sekil 4.1.2.2. Enzim konsantrasyonu ile pH ve karsilikli etkilesimlerinin spesifik
aktivite iizerine etkisini gdsteren kontur grafik
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Sekil 4.1.2.3. Enzim konsantrasyonu ile tampon konsantrasyonu ve karsilikli
etkilesimlerinin spesifik aktivite tizerine etkisini gosteren kontur grafik
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Sekil 4.1.2.4. pH ile tampon konsantrasyonu ve karsilikl etkilesimlerinin
spesifik aktivite lizerine etkisini gosteren kontur grafik

Grafiklere gore spesifik aktivite, enzim konsantrasyonu azaldikca ve pH arttik¢a
artmaktadir. Tampon konsantrasyonu arttikca ve enzim konsantrasyonu azaldikca
artmaktadir. Tampon konsantrasyonu ve pH arttikga artmaktadir. Grafiklerden elde

edilen veriler belirlenen optimum kosullarla da uygunluk gostermektedir.

4.1.2. STR-DVB-PGA Polimerine Lipaz Enzimi Immobilizasyonu I¢in

Optimum Degerlerin Belirlenmesi

Olusturulan model denklemine gore Design Expert 7.1.4. programi kullanilarak
her bir parametre icin optimum deger belirlenmistir. Belirlenen optimum degerler

cizelge 4.1.2.1.”de goriilmektedir.
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Cizelge 4.1.2.1. STR-DVB-PGA polimerine lipaz enzimi immobilizasyonun i¢in
optimum degerler

Kodlanmis deger Gercek deger
Enzim Konsantrasyonu -2 % 4
pH 2 8,0
Tampon 0,758 75 mM
konsantrasyonu
Immobilizasyon siiresi -0,017 24 saat

Hesaplanan optimum degerler esitlik 4.1.1.1.’de yerine koyularak tahmini
optimum spesifik aktivite degeri 8,78 umol pNP/mg enzim.dk bulunmustur. Optimum
kosullarda immobilizasyon islemi tekrar edilerek, deneysel spesifik aktivite 8,41 pmol
pNP/mg enzim.dk bulunmustur. Optimum kosullardaki tahmini ve deneysel spesifik
aktvite degerlerinin birbirine yakin olmasi modelin gegerliliginin yiiksek oldugunu

gostermektedir.

4.2. Immobilizasyon Oncesi ve Sonrasinda Destek Maddesinin

Karakterizasyonu

STR-DVB-PGA  polimerine  Thermomyces lanuginosus lipaz = enzimi
immobilizasyonu 6ncesinde ve sonrasinda SEM ve FTIR analizi yapilarak yapisi

aydmlatilmistir.

4.2.1. STR-DVB-PGA Polimerinin SEM  Analizi ile Yiizey

Karakterizasyonu

Enzim  immobilizasyonunda  kullanilan ~ STR-DVB-PGA  polimerinin
immobilizasyon islemi Oncesi ve sonrasinda yiizey Ozellikleri taramali elektron
mikroskobu (SEM) ile incelenmistir. Sekil 4.2.1.1.°de destek maddesinin
immobilizasyon Oncesi ve sekil 4.2.1.2.°de Thermomyces lanuginosus lipaz enzimi

immobilizasyonu sonrasindaki SEM goriintiileri verilmistir.
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EHT =10.00kV Signal A = SE1
Mag= 2.00KX wWD=375mm

Sekil 4.2.1.1. Immobilizasyon éncesi STR-DVB-PGA polimerinin SEM
goruntisi

Date :8 Feb 2008

Vacuum Mode = High Vacuum

Sekil 4.2.1.2. Immobilizasyon sonras1t STR-DVB-PGA polimerinin SEM
goruntisi
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SEM goriintiileri incelendiginde lipaz immobilizasyonu Oncesi porlarin genis
oldugu, lipaz immobilizasyonu sonrasinda ise lifli bir yapinin olustugu ve porlarin daha

dar oldugu gézlenmektedir.

4.2.2. STR-DVB-PGA Polimerinin FTIR Analizi ile Yap1 Karakterizasyonu

Enzim immobilizasyonunda kullanilan STR-DVB-PGA polimeri yapisal
ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla immobilizasyon islemi 6ncesi ve sonrasinda fourier
transform infrared spektroskopisi (FTIR) ile incelenmistir. Sekil 4.2.2.1.’de destek
maddesinin immobilizasyon 6ncesi ve sekil 4.2.2.2.’de Thermomyces lanuginosus lipaz

enzimi immobilizasyonu sonrasindaki FTIR spektrumlar1 goriilmektedir.
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Sekil 4.2.2.2. Immobilizasyon sonrasit STR-DVB-PGA polimerinin FTIR spektrumu

Sekil 4.2.2.1. ve sekil 4.2.2.2. incelendiginde 3436 cm™’de polimerin sentez
adimlarindan gelen suya ait OH absorpsiyon bandi, 3059 cm” and 3025 cm™’de
aromatik C-H gerilmesi, 2924 cm’ ve 2853 ecm " de alifatik C-H gerilmesi, 1603 cm'l,
1492 cm™ ve 1451 cm™’de aromatik C=C gerilmesi, 1064, 1029 ve 902 cm™ p-substitue
benzen icin aromatik C-H diizlem ici egilmesi ve 829, 758 ve 699 cm™’de p-substitue
benzen i¢in aromatik diizlem dis1 egilmesine ait pikler goriilmektedir. 1740, 1725 ve
1707 cm™*de goriilen C=O gerilmesine ait pikler polimerin yapisinda poliglutaraldehitin
varligii gostermektedir. immobilizasyon sonrasi spektrimda goriilen 1678 cm™*deki
pik, kovalent immobilizasyon sirasinda lipaz enzimiiin amin grubu (-NH>) ile polimerin
karbonil grubu (-C=0) arasinda imin (-C=N) bag1 olustugunu gostermektedir. Ayrica
immobilizasyon sonrasi spektrumda gériilen 1640 ve 1630 cm™’de gorillen amid I ve
amid II pikleri polimer iizerinde enzim varligmi géstermektedir. Iimmobilizasyon islemi
sonrasinda destek maddesi tampon ¢ozeltisi ile yikanarak baglanmayan enzim

uzaklastirildigi i¢in, bu pikler kovalent olarak baglanan enzime ait piklerdir.
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4.3. STR-DVB-PGA Polimerine Immobilize Edilen Lipaz Enziminin
Organik Coziicii Stabilitesi

STR-DVB-PGA polimerine immobilize edilen Thermomyces lanuginosus lipaz
enziminin metanol ve t-butanol ile etkilesme siiresine bagli olarak aktivitesindeki
azalma belirlenmistir. Sekil 4.3.1.’de etkilesme zamanina bagl olarak bagil spesifik

aktivitedeki degisim goriilmektedir.
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Sekil 4.3.1. Metanol ve t-biitanol ile etkilesme zamanina bagli olarak enzimin
bagil spesifik aktivitesindeki degisim

Stabilite tayini i¢in metanol ve t-biitanoliin se¢ilmesinin nedeni ikisinin de
biyodizel iiretim stirecinde kullanilmasidir. Metanol, trigliseridlerin
transesterlestirilmesinde; t-biitanol, her bir biyodizel {iretim reaksiyonu arasinda destek
maddesinin yag ve gliserol gibi safsizliklardan arindirilarak rejenerasyonu igin

kullanilmaktadir.

Immobilize enzimin metanol ile muamele sonrasinda bagil spesifik aktivite 5

dk’da 30’a, 15 dk’da 20’ye inmektedir. Bu durum metanolun enzim molekiiliiniin
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katalizor olarak gorev yapmasim1 saglayan ii¢ boyutlu yapisimi bozmasindan
kaynaklanmaktadir. Bu nedenle enzim, reaksiyon ortaminda fazla miktarda metanol
bulundugunda stabilitesini koruyamaz. Immobilize enzimin t-biitanol ile muamelesi
sonrasinda ise bagil spesifik aktivite 5 dk’da 98’e, 15 dk’da 92’ye inmektedir. 60 dk’lik

muamele sonucunda bagil spesifik aktivitenin 90’1n altina inmedigi belirlenmistir.

Metanoliin enzimi inhibe etmesinin en aza indirilebilmesi i¢in, biyodizel iiretimi
sirasinda metanol reaksiyon ortamina dort basamakta eklenmistir. Her bir biyodizel
tiretimi arasinda destek maddesi t-biitanol ile yikanarak, destek maddesinin lizerindeki

yag ve gliserol uzaklastirilmistir.

4.4. Kitosan Kiirelerine Lipaz Enzimi Immobilizasyonu

Kitosan kiirelerine enzim immobilizasyonuna enzim konsantrasyonu ve

immobilizasyon siiresinin etkisi incelenmistir.

4.4.1. Kitosan Kiirelerine Lipaz Immobilizasyonuna Immobilizasyon

Siiresinin Etkisi

Kitosan kiirelerine optimum immobilizasyon siiresini belirlemek amaciyla 1 g
kire 5 mL %]10’luk enzim c¢ozeltisiyle degisik siirelerde manyetik karistiricida
kanistirilmistir. Siire sonunda immobilize enzimin spesifik aktivitesi belirlenek en uygun
immobilizasyon siiresi belirlenmistir. Immobilizasyona siiresine karsilik, elde edilen

spesifik aktivite degerleri sekil 4.4.1.1.”de gosterilmistir.
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Sekil 4.4.1.1. Immobilizasyon siiresiyle spesifik aktivitedeki degisim

Spesifik aktivite zamana gore incelendiginde, en yliksek spesifik aktivitenin 24
saat immobilizasyon siiresi sonrasinda saglandigi goriilmiistiir. 24 saatin altindaki ve

tistiideki stirelerde spesifik aktivitenin daha diisiik degerde oldugu tespit edilmistir.

4.4.2. Kitosan Kiirelerine Lipaz  Immobilizasyonuna  Enzim

Konsantrasyonunun EtKisi

Kitosan kiirelerine optimum immobilizasyon siiresini belirlendikten sonra 1 g
kiire farkli konsantrasyonlardaki 5 mL enzim ¢dzeltisiyle 24 saat boyunca manyetik
karistiricida karigtinnlmigtir. Siire sonunda enzimin spesifik aktivitesi tayin edilerek,
enzim konsantrasyonuna karsi spesifik aktivite degeri grafige gecirilmistir. Elde edilen

grafik sekil 4.4.2.1.de goriilmektedir.
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Sekil 4.4.2.1. Enzim konsantrasyonuyla spesifik aktivitedeki degisim

Spesifik aktivite enzim konsantrasyonuna gore incelendiginde, en yiiksek
spesifik aktivitenin % 12 enzim konsantrasyonunda saglandigi goriilmiistiir. % 12’nin
altindaki ve {stlideki konsantrasyonlarda spesifik aktivitenin daha diisiik degerde

oldugu tespit edilmistir.

4.5. STR-DVB-PGA Polimerine Immobilize Edilmis Lipozyme TL 100L ve Kitosan
Kiirelere immobilize Edilmis Novozyme 735 Enzimlerinin K,, ve V. Degerlerinin

Belirlenmesi

STR-DVB-PGA polimerine immobilize edilmis Lipozyme TL 100L enzimi igin,
degisik konsantrasyonlarda pNPP ¢ozeltisi kullanilarak aktivite tayini yapildiginda elde

edilen sonuglar ¢izelge 4.5.1.’de verilmistir.
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Cizelge 4.5.1. STR-DVB-PGA polimerine immobilize edilmis Lipozyme TL
100L enzimi i¢in [S] ve V degerleri

[S] v 1/[8] 1V
I e N W oy
0,25 2,87 4 0,35

0,5 4,56 2 0,22

0,8 5,37 1,25 0,19

1 5,75 1 0,17

1,6 6,62 0,625 0,15

2 6,98 0,5 0,14

2,5 7,16 0,4 0,14

Cizelge 4.5.1.°deki degerleri kullanarak Lineweaver-Burk denklemine gore

cizilen grafik sekil 4.5.1.’de goriilmektedir.
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Sekil 4.5.1. STR-DVB-PGA polimerine immobilize edilmis Lipozyme TL 100L
enzimi i¢in ¢izilen Lineweaver-Burk denklemi grafigi

Cizilen grafik yardimiyla STR-DVB-PGA polimerine immobilize edilmis
Lipozyme TL 100L enzimi i¢in K, degeri 1,98 mM, V.« degeri ise 8,76 umol pNP/mg

enzim.dk olarak belirlenmistir.
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Kitosan kiirelere immobilize edilmis Novozyme 735 enzimi igin, degisik
konsantrasyonlarda pNPP c¢ozeltisi kullanilarak aktivite tayini yapildiginda elde edilen

sonugclar ¢izelge 4.5.2.’de verilmistir.

Cizelge 4.5.2. Kitosan kiirelere immobilize edilmis Novozyme 735 enzimi igin
[S] ve V degerleri

[S] \% 1/[S] /v
ol B e o

0,25 3,21 4 0,31
0,5 5,38 2 0,19
0,8 6,86 1,25 0,15
1 7,99 1 0,13
1,25 8,51 0,8 0,12
1,6 8,87 0,625 0,11

Cizelge 4.5.2.°deki degerleri kullanarak Lineweaver-Burk denklemine gore

cizilen grafik sekil 4.5.2.’de goriilmektedir.
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Sekil 4.5.2. Kitosan kiirelere immobilize edilmis Novozyme 735 enzimi i¢in ¢izilen
Lineweaver-Burk denklemi grafigi
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Cizilen grafik yardimiyla Kitosan kiirelere immobilize edilmis Novozyme 735
enzimi i¢in Ky, degeri 1,16 mM, V.« degeri ise 14,35 umol pNP/mg enzim.dk olarak

belirlenmistir.

4.6. Atik Kanola Yagimin Ozellikleri

Biyodizel iiretiminde kullanilan atik kanola yaginin iyot sayisi, asit sayisi,
astitligi ve toplam polar madde miktar1 belirlenmistir. Elde edilen sonuclar ¢izelge

4.6.1.de goriilmektedir.

Cizelge 4.6.1. Atik kanola yaginin baz1 6zellikleri

Sonug¢
Iyot sayis1 100,87 + 4,00 g iyot/ 100 g yag
Asit sayis1 0,31 £0,03 mgKOH/ g yag
Asitlik 0,16 = 0,01 goleik asit/100 g yag
Toplam polar madde | % 8,32 + 0,32

4.7. Atik Kanola Yagindan Biyodizel Uretimi

STR-DVB-PGA polimerine immobilize edilmis Thermomyces lanuginosus lipaz
enzimi ve kitosan kiirelere immobilize edilmis Candida antarctica A lipaz enzimi i¢in
en yiiksek spesifik aktiviteyi saglayan immobilizasyon kosullart belirlenmistir.
Optimum  kosullarda immobilizasyon yapildiktan sonra biyodizel {iretimi

gerceklestirilmistir.

4.7.1. STR-DVB-PGA Polimerine Lipaz Immobilizasyonu ile Biyodizel
Uretimi

STR-DVB-PGA polimerine Thermomyces lanuginosus lipaz immobilize
edilerek iiretilen biyodizelin bazi1 6zellikleri ¢izelge 4.7.1.1°de verilmistir. Tekrar tiretim

sayisiyla elde edilen biyodizel miktar1 arasinda iliski sekil 4.7.1.1.’de goriilmektedir.
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Cizelge 4.7.1.1. Uretilen biyodizelin baz1 6zellikleri

Sonuc¢
Iyot sayis1 91,26 3,79 giyot/ 100 g biyodizel
Asit sayisi 0,17 £0,01 mg KOH/ g biyodizel
Asitlik 0,09 £ 0,01 g oleik asit/100 g biyodizel

Uretilen biyodizelin asit sayismin, biyodizelin iiretildigi atik kanola yagindan
diisiik olmasi, atik yag igindeki serbest yag asitlerinin bir kisminin da lipaz enzimi

tarafindan biyodizele doniistiiriildiigiinii gdstermektedir.
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Sekil 4.7.1.1. STR-DVB-PGA polimerine immobilize edilen Thermomyces
lanuginosus lipaz enzimi ile yapilan biyodizel liretiminde tekrar kullanim
sayistyla biyodizel verimindeki degisim

STR-DVB-PGA polimerine immobilize edilen Thermomyces lanuginosus lipaz
enzimi ile yapilan biyodizel iiretiminde en yiiksek yag asidi metil esteri miktart 1.
tiretimde % 85,95 olarak elde edilmistir. 2.; 3.; 4. ve 5. tekrarlarda sirasiyla %1,81;
%2,84; %3,71; %2,91 verim kayb1 gozlenmistir. 5. tekrar sonundaki ester verimindeki

toplam azalma %11,27 olarak belirlenmistir.
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4.7.2. Kitosan Kiirelere Lipaz immobilizasyonu ile Biyodizel Uretimi
Candida antarctica A lipaz enzimi immobilize edilmis kitosan kiirelerinden elde
edilen biyodizel bazi 6zellikleri ¢izelge 4.7.2.1°de verilmistir. Tekrar iiretim sayisiyla

elde edilen biyodizel miktar1 arasinda iligki sekil 4.7.2.1.’de goriilmektedir.

Cizelge 4.7.2.1. Uretilen biyodizelin baz1 zellikleri

Sonuc¢
Iyot sayis1 97,38 + 3,82 g iyot/ 100 g biyodizel
Asit sayisi 0,24 £ 0,01 mg KOH/ g biyodizel
Asitlik 0,12 £0,01 goleik asit/100 g biyodizel

Uretilen biyodizelin asit sayisinm, biyodizelin iiretildigi atik kanola yagindan
diisiik olmasi, atik yag icindeki serbest yag asitlerinin bir kisminin da biyodizele
donistiiglinii gostermektedir. Kitosan kiirelere immobilize edilen lipaz ile tiretilen
biyodizel verimi STR-DVB-PGA polmerine immobilize edilmis lipaz ile iiretilenden

daha diisiik oldugu i¢in asit sayisindaki azalma da daha az olarak gozlenmistir.
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Sekil 4.7.2.1. Kitosan kiirelere immobilize edilen Candida antarctica A lipaz
enzimi ile yapilan biyodizel iiretiminde tekrar kullanim sayisiyla biyodizel
verimindeki degisim
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Kitosan kiirelere immobilize edilen Candida antarctica A lipaz enzimi ile
yapilan biyodizel liretiminde en yiiksek yag asidi metil esteri miktar1 1. iiretimde
%359,32 olarak elde edilmistir. 2.; 3.; 4. ve 5. tekrarlarda sirastyla %4,95; %3,88; %4,24;
%5,86 verim kaybi1 gdzlenmistir. 5. tekrar sonundaki ester verimindeki toplam azalma

%18,93 olarak belirlenmistir.
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5. SONUC

Enzimler bir¢ok avantajindan dolayi, endiistriyel alanda genis uygulama alanlari
bulmaktadir. Enzimlerin maliyeti olduk¢a yiiksek oldugundan, kullanimlarinin daha
ekonomik hale getirilmesi i¢in yapilan ¢aligmalar gittikge daha fazla Onem
kazanmaktadir. Serbest enzimlerin ¢6zelti ortaminda kararliliklarinin fazla olmamasi,
reaksiyonun sonlandirilmasinin zor olmasi ve aktivitelerini kaybetmeden reaksiyon
ortamindan uzaklastirilamamalar1 kullanimlarinin sinirlanmasina neden olmaktadir. Bu
olumsuz etkilerin ortadan kaldirilabilmesi i¢in ¢esitli enzim immobilizasyon yontemleri

gelistirilmistir.

Bu ¢alismada enzim immobilizasyonu igin iki farkli polimerik destek maddesi
sentezlenmis ve iki farklt mikroorganizmadan elde edilen lipaz enziminin kovalent
olarak  immobilizasyonunda  kullamilmistir.  Mikroporoz  stiren-divinilbenzen-
poliglutaraldehit (STR-DVB-PGA) polimerine Thermomyces lanuginosus lipaz
kovalent olarak immobilize edilmis ve immobilizasyon kosullar1 en yiiksek spesifik
aktiviteyi saglayacak sekilde kemometrik yontemler kullanilarak optimize edilmistir.
Spesifik aktivite {izerine enzim konsantrasyonu, tampon pH’1, tampon konsantrasyonu
ve immobilizasyon siiresinin etkisi incelenmistir. Optimum immobilizasyon kosullari,
enzim konsantrasyonu %4, tampon pH’1t 8, tampon konsantrasyonu 75 mM ve
immobilizasyon siiresi 24 saat olarak Dbelirlenmistir. Optimum kosullarda
immobilizasyon sonrasinda immobilize lipaz katalizorliiglinde atik kanola yagindan

%85,95 verimle biyodizel elde edilmistir.

Capraz baglayici olarak glutaraldehit kullanilarak hazirlanan kitosan kiirelere
Candida antarctica A lipaz kovalent olarak immobilize edilmistir. Immobilizasyon
sonucu elde edilen spesifik aktivite iizerine enzim konsantrasyonu ve immobilizasyon
stiresinin etkisi incelenmistir. En yiiksek spesifik aktivite %12 enzim konsantrasyonu ve
24 saat immobilizasyon siiresinde elde edilmistir. Optimum kosullarda immobilizasyon
sonrasinda bu enzim atik kanola yagindan biyodizel iiretiminde katalizor olarak

kullanilmis ve %59,32 verimle biyodizel iiretimi gergeklestirilmistir.
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Lipaz katalizorliiglinde trigliseridlerin yag asidi metil esterlerine doniistiiriilmesi,
yan Uriinlerin olusmamasi, olusan triinlerin kolaylikla ayrilmasi, reaksiyon kosullarinin
ilimli olmast ve olusan biyodizelin kullanimi i¢in saflastirma islemlerine gerek
duyulmamasi gibi 6nemli avantajlara sahiptir. Enzimatik reaksiyonlar yagin serbest yag
icerigi ve su igeriginden etkilenmedigi i¢in atik bitkisel yaglardan biyodizel tiretiminde
de rahatlikla kullanilabilir. Atik bitkisel yaglarin biyodizel iiretiminde kullanilmasiyla
iiretim maliyeti diisiiriilmekte, gida olarak kullanilabilecek yaglarin biyodizel i¢in
kullanilmasimin Oniine gegilmekte ve cevreye zarar veren atik yaglarin bertarafi

saglanmaktadir.

Enzimatik biyodizel iretimi i¢in gelistirilen deneysel diizenek sayesinde,
biyodizel {iretimi sirasinda yan iirlin olarak meydana gelen gliserol ayr1 bolimde
toplanarak gliseroliin enzimi inhibe etmesi 6nlenmistir. Ayrica lipaz enzimi inhibe eden
bir diger reaksiyon bileseni olan metanol, reaksiyon ortamina basamakli olarak

eklenerek enzimi inhibe etmesi en aza indirilmistir.

Bitkisel atik yaglar, basit bir slizme islemiyle icindeki kati maddelerin
uzaklastirilmasindan sonra hig¢ bir 6n islem yapilmadan enzimatik biyodizel iiretiminde
kullanilabilir. Enzimatik yontemle bitkisel atik yaglardan biyodizel {iretilmesi amaciyla
gelistirilen yOntemlerin, yapilacak caligmalarla endiistriyel boyutlarda uygulanmaya

baslamas1 miimkiindjir.
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