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OZET

Rhizopus arrhizus ILE ATIK YEMEKLIK YAGDAN BiYODIZEL
URETIMININ KESIKLI SISTEMDE iNCELENMESIi VE
OPTIMiZASYONU

Seyda GAGATAY

Doktora, Kimya Miihendisligi Bolumiu
Tez Danigmani: Prof. Dr. Zimriye AKSU

Ekim 2019, 157 sayfa

Bu tez calismasinda, farkli kosullarda Uretilen hicre igi lipaz enzimine sahip
kurutulmus R. arrhizus kdf mantarinin katalizér olarak dogrudan kullanildigi
kesikli sistemde, atik yemeklik yag ve metanolden transesterifikasyon
reaksiyonuyla biyodizel Gretimi incelenmis ve reaksiyonu etkileyen parametreler

arastiriimistir.

Calismanin ilk kisminda, 30 °C ve 120 rpm karistirma hizinda glukozdan,
melastan ve atik portakal kabugundan hazirlanan besin ortamlarinda Uretilen R.
arrhizus’'un hicre ici lipaz aktiviteleri karsilastirildiginda, atik portakal
kabugundan hazirlanan besin ortaminda Uretilen R. arrhizus’un en yuksek hiicre
ici lipaz aktivitesine sahip oldugu tespit edilmistir. Bu besin ortaminda atik
portakal kabugunun icerdigi toplam indirgen seker derisimindeki (TiS) 9-21 g/L

degisimin mikrobiyal Ureme hizina, verime ve hucre ic¢i ve digi lipaz hidroliz



aktivitelerine etkileri arastiriimistir. En yuksek mikrobiyal Greme 3,83 g. kuru
m.o./L olarak 21,0 g/L TIS igeren 70 g/L atik portakal kabugundan hazirlanmis
besin ortaminda bulunmusken, en ylksek hicre i¢i lipaz hidroliz aktivitesi ise 0,40
U/mg olarak 15,0 g/L TiS igeren 50 g/L atik portakal kabugundan hazirlanmis

besin ortaminda elde edilmistir.

50 g/L atik portakal kabugundan hazirlanmis besin ortamina hucre i¢i lipaz
hidroliz aktivitesinin arttirilmasi igin indukleyici olarak derisimi 5-40 g/L araliginda
degisen zeytinyagdi veya atik yemeklik yag (AYY) eklenerek, ilave yag derigiminin
mikrobiyal Gremeye ve hlcre igi lipaz hidroliz aktivitesine etkileri arastiriimigtir.
AYY ilavesinin zeytinyagi ilavesine gore hem mikrobiyal dremeyi hem de hucre
ici lipaz hidroliz aktivitesini arttirdigi gozlenmigstir. 10 g/L atik yemeklik yag
eklendigi durumda, hucre igi lipaz hidroliz aktivitesinin, AYY igcermeyen besin
ortaminda elde edilen aktiviteye gore % 30 artarak 0,52 U/mg degerine ulastig
g6zlenmigtir. Biyodizel dretim c¢alismalarinda kullanilacak R. arrhizus’un
uretilmesi igin mikroorganizmanin en yuksek hucre igi lipaz hidroliz aktivitesi
gosterdigi, 10 g/L AYY’In ilave edildigi 50 g/L atik portakal kabugundan

hazirlanan besin ortami kullaniimigtir.

Tez galismasinin ikinci kisminda ise kesikli sistemde biyodizel Uretim ¢alismalari
gerceklestirimis ve AYY’In biyodizele doniusimini dogrudan etkileyen
metanol/atik yag molar orani, karistirma hizi, sicaklik ve biyokatalizér miktarinin
etkileri arastinimigtir. Taguchi yéntemine gbre tasarlanan ve caligilan 4
parametre ve 3 seviyelik Lo deney sistemi ile elde edilen AYY’in agirlik¢a
biyodizele donlsum degerleri Design-Expert paket programi kullanilarak ANOVA
ile analiz edilmistir. Deney sistemini en iyi tanimlayan ve c¢alisilan tum
parametrelerin donisum Uzerine es zamanli etkilerini veren ikinci derece
kuadratik polinom esitligi bulunmustur. Secilen parametrelerin AYY’in biyodizele
donusumu Uzerine etkileri istatistiksel agidan da degerlendiriimig, U¢ boyutlu

yuzey egrileri elde edilmigtir.

En uygun igletim parametrelerinin saptanmasi icin ayni paket programindaki

namerik optimizasyon fonksiyonu kullanilarak optimizasyon yapilmis ve 4:1



metanol/atik yemeklik yag molar oraninda, 177 rpm karistirma hizinda, 33 °C 'ta
ve 1,3 g katalizor miktarinda AYY’Iin biyodizele donusumu en yliksek % 22,3

olarak elde edilmigtir.

Taguchi yontemiyle tasarlanan deney sistemine gore yapilan dokuz adet deney
icerisinde optimizasyon kosullarini en yakin karsilayan deneyler dikkate alinarak
transesterifikasyon reaksiyonunun kinetik modellemesi yapilarak 25 ve 35 °C
sicakliklarda reaksiyon hiz sabitleri sirasiyla 0,0079 ve 0,0149 (mol/L)?sa,
aktivasyon enerjisi 48,42 kJ/mol ve frekans faktorii 2,43x10¢ (mol/L)?sa! olarak

hesaplanmistir.

Anahtar Kelimeler : Biyodizel, R. arrhizus, lipaz, lipaz hidroliz aktivitesi, atik
yemeklik yag, Taguchi deneysel tasarim yontemi, optimizasyon, reaksiyon

kinetigi.



ABSTRACT

INVESTIGATION AND OPTIMIZATION OF BIODIESEL
PRODUCTION FROM WASTE COOKING OIL BY
Rhizopus arrhizus IN A BATCH SYSTEM

Seyda GAGATAY

Doctor of Philosophy, Department of Chemical Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Zumriye AKSU

October 2019, 157 pages

In this thesis study, the production of biodiesel by transesterification reaction from
waste cooking oil and methanol was investigated in a batch system using dried
R. arrhizus fungus, cultivated in different conditions, containing intracellular lipase
enzyme directly as a catalyst. Also the parameters affecting the reaction were

researched.

In the first stage of study, R. arrhizus cultivated in the growth medium prepared
from the waste orange peel at 30 °C and 120 rpm was determined having the
maximum intracellular lipase activity compared to the intracellular lipase activities
obtained from R. arrhizus grown in the nutrient media prepared from the glucose
and the molasses. The effect of the initial concentration of total reducing sugar
(TRS) of waste orange peel in the range of 9-21 g/L on microbial growth rate,
yield and intracellular and extracellular lipase hydrolysis activities were

investigated. While the maximum microbial growth was found as 3,83 g dried

iv



m.o./L in the growth medium prepared from 70 g/L waste orange peel containing
21,0 g/L TRS, the maximum intracellular lipase hydrolysis activity was obtained
as 0,40 U/mg in the growth medium prepared from 50 g/L waste orange peel
containing 15,0 g/L TRS.

Olive oil or waste cooking oil (WCQO) was added in the range of 5-40 g/L to the
growth medium prepared from 50 g/L waste orange peel as an inducer to
increase the intracellular lipase hydrolysis activity of the microorganism. The
effects of additive oil concentrations on the microbial growth and intracellular
lipase hydrolysis activity were examined. It was observed that the addition of
WCO much more increased both microbial growth and intracellular lipase
hydrolysis activity compared to olive oil addition. When 10 g/L WCO was added
to the growth medium, intracellular lipase hydrolysis activity reached to 0,52
U/mg, increasing 30% compared to the activity obtained in the growth medium
containing no WCO. The growth medium prepared from 50 g/L waste orange peel
with 10 g/L WCO was used to grow the R. arrhizus fungus having the highest

intracellular lipase hydrolysis activity to be used in biodiesel production studies.

In the second part, the biodiesel production studies were performed in a batch
system, and the parameters of methanol/waste oil molar ratio, shaking rate,
temperature and amount of biocatalyst, which directly affect the conversion of
WCO to biodiesel were investigated. By using Design-Expert Programme with
ANOVA, the conversion values of WCO to biodiesel by weight obtained by Lo test
system with 4 parameters and 3 level designed and studied according to Taguchi
method were analyzed. A second order quadratic polynomial equation which
describes the experimental system perfectly and gives the simultaneous effects
of all parameters studied on conversion was found. The effects of selected
parameters on the conversion of WCO to biodiesel were also evaluated

statistically and three dimensional surface curves were also obtained.

In order to determine the most suitable operating parameters, optimization was
done by using the numerical optimization function taking place in the same

programme and the highest conversion of WCO to biodiesel was obtained as
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22,3% at the operating conditions including 4:1 methanol/waste oil molar ratio,
177 rpm shaking rate, 33 °C temperature and 1,3 g catalyst amount.

The kinetic modeling of the transesterification reaction was performed by taking
into consideration the experiments meeting the optimization conditions most
closely in the nine experiments designed according to the Taguchi method. The
reaction rate constants were obtained as 0,0079 ve 0,0149 (mol/L)?sa'at 25 and
35 °C, respectively. Activation energy and frequency factor were found as 48,42

kJ/mol and 2,43x10°% (mol/L)?sa?, respectively.

Key Words : Biodiesel, R. arrhizus, lipase, lipase hydrolysis activity, waste
cooking oil, Taguchi experimental design method, optimization, reaction kinetics.
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1. GIRIS
Hizla artan nlUfus ve geligsen sanayinin enerji ihtiyact kisith kaynaklarla
karsilanamamakta, enerji Uretim ve tuketimi arasindaki fark giderek artmaktadir.

Neredeyse tum toplumlarin enerji sorunu ile kargi karsiya kalmasi, ekonomik

kalkinmanin lokomoitifi olan enerji konusunu surekli gindemde tutmaktadir.

Dinya enerji tuketiminin yaklagsik %80’lik bir kismi fosil yakitlardan
karsilanmaktadir. Ancak, fosil yakitlarin yenilenebilir olmamasi ve yakin
gelecekte tukenecek olmasi, kiuresel iklim degisikliklerine sebep olan sera gazi
emisyonlarindaki artis ve gevresel etkiler ile ham petrol Ucretlerindeki degiskenlik
ve ekonomik durum g6z onunde bulunduruldugunda alternatif yakit arastirmalari
kacinilmaz olmaktadir. Bu tur alternatifler, teknik olarak kabul edilebilir, ekonomik
olarak yarisabilir, cevreyle uyumlu ve kolay temin edilebilir olmahdir. Biyogozunur
ve toksik olmayan yakit 6zelligine sahip biyodizel, dizel yakitlara alternatif olarak
buaylk dlgude dikkat cekmektedir (Nie ve ark., 2006; Mu, Xiu ve Zhang, 2008).

Cevre dostu veya yesil enerji olarak tanimlanan yenilenebilir ener;ji
kaynaklarindan biyodizel, hayvansal veya bitkisel yaglardan elde edilen alternatif
bir dizel yakittir. Bitkisel ve/veya hayvansal yaglar, dizel motorlarda doért temel
yontemle yakita donusturulebilir. Bunlar yagin dogrudan veya yakita karistirilarak
kullanimi, mikro-emiuilsiyon, termal pargalanma veya piroliz ve transesterifikasyon
reaksiyonu seklindedir. Bu yontemler arasinda transesterifikasyon, en ¢ok tercih
edilendir. Transesterifikasyon reaksiyonu, cesitli yag ve atik yaglar kullanarak

geleneksel dizelin kalitesine oldukga yakin bir yakitin Gretimine imkan verir.

Transesterifikasyon reaksiyonu ile biyodizel Uretiminde maliyeti etkileyen énemli
bir husus prosesdeki islem adimlaridir. Transesterifikasyon reaksiyonlarinda
alkali ve asidik katalizorlerin kullanimi, yluksek donusumld biyodizel eldesine
imkan verdigi icin yaygindir. Fakat, bu katalizorlerle galismada bazi sikintilar
yasanmaktadir. Gliserolin ortamdan uzaklastiriimasi, reaksiyon Urlnlerinden

katalizériin ayrilmasi, yagin su ve serbest yag asidi igerdigi durumlarda reaksiyon



ortaminda sabun olugumu, atik su aritimi ve enerji ihtiyaci bu yontemlerin

dezavantajlarindandir (Hama ve ark., 2007; Pazouki ve ark., 2010).

Lipaz enziminin katalizor olarak kullanimi durumunda ise, proses islemleri azalir,
yan urun olan gliserol ortamdan kolaylikla ayrilir. Ancak, mikroorganizma
tarafindan salgilanan hicre digi lipaz enziminin endustride kullanilabilmesi igin
intiyag  duyulan saflastirma iglemlerinden (ekstraksiyon, adsorpsiyon,
kristalizasyon vb.) kaynakli yuksek enzim maliyeti, enzimatik biyodizel Uretim
yonteminin ticarilesmesindeki en blyuk engeldir (Bana ve ark., 2002; Zeng ve
ark., 2006; Li ve ark., 2008; Salum ve ark., 2010; Sun ve ark., 2010). Hucre igci
enzimi uUreten mikroorganizmanin dogrudan katalizor olarak kullaniimasi
durumunda ise dusuk maliyetli etkin bir ydntemle biyodizel Uretilebilmektedir
(Fukuda, Kond ve Noda, 2001; Qin ve ark., 2008).

Bu tez calismasinda atik yemeklik yag ve metanol tepkiyen olarak kullanilarak
Rhizopus arrhizus lipazi  varliginda  mikrobiyal  biyodizel  Gretimi
gerceklestiriimistir. Katalizor olarak saf lipaz enzimi yerine Rhizopus arrhizus kuf
mantarinin kendisi kullaniimig, rafine yag yerine atik yemeklik yagd tercih
edilmistir. Rhizopus arrhizus, Ankara BuyuUksehir Belediyesi Portakal Suyu
Uretim Tesisinin ati§i olan portakal kabuklarindan hazirlanan dogal besin
ortaminda cogaltilmistir. Bdylelikle biyodizel Uretiminin 6nlndeki en blyuk
engellerden biri olan maliyet unsuru, dusuk maliyetli kiltir ortami, tepkiyen ve
katalizor secgimleriyle asgari dizeye indirgenmeye calisiimistir. Glukozdan,
melastan ve atik portakal kabugundan hazirlanan farkh besin ortamlarinda ve
farkh substrat derisimlerinde ¢ogaltilan R. arrhizus’'un Greme kinetigi incelenmis,
R. arrhizus’un urettigi hicre ici ve hicre disi lipazlarin hidroliz aktiviteleri
hesaplanarak optimum lipaz aktivitesinin elde edildigi bliyime kosullari tayin
edilmistir. Daha sonra biyodizel Gretim ¢alismalarina gecilerek, Taguchi yontemi
ile deney sistemi tasarlanmis ve kesikli sistemde metanol/atik yemeklik yag molar
orani, karistirma hizi, sicaklik ve biyokutle (katalizér) miktarinin AYY’in biyodizele
doénlsimul Uzerine etkileri incelenmistir. Elde edilen degerler, Design-Expert

paket programiyla analiz edilerek, ANOVA ile deney sistemini tanimlayan en



uygun model bulunmustur. Ayni paket programiyla optimizasyon yapilarak en
uygun reaksiyon kosullari tespit edilmis ve bu kosullardaki reaksiyon

mekanizmasi tanimlanarak, kinetik sabitler hesaplanmigtir.



2. TEMEL BIiLGILER

Ulkelerin, gelistikce ve yasam standartlari iyilestikge enerji ihtiyaci hizla
artmaktadir. Bir sistemin ig yapabilme yetenegi olarak tanimlanan eneriji 1s1, ISk,
mekanik, elektrik, kimyasal ve nukleer gibi degisik formlarda karsimiza

cikmaktadir.

Enerji kaynaklari, herhangi bir ydontemle enerji Uretilmesini saglayan kaynaklardir
ve olusumlarina bagl olarak yenilenebilir ve yenilenemez enerji kaynaklari olmak
Uzere iki ana baslikta incelenir. Ham petrol, kdmur ve gaz, yenilenemez yani
tukenebilir enerji kaynaklari arasinda ilk siralarda yer almaktadir (Shafiee ve
Topal, 2009). Bu tur enerjiler, yasamlari milyonlarca yil dnce sona ermis bitki ve
hayvan kalintilarinin fosillerinden faydalanilarak elde edilmektedir. Gunes,
ruzgar, hidrolik, jeotermal, biyokltle gibi kaynaklar ise yenilenebilir eneriji
kaynaklari arasinda yer alir ve bu enerji kaynaklari, kendisini dogada surekli

yenileyen yani kisa slrede yerine konulan enerji kaynaklaridir.

Konvansiyonel (yenilenemez) enerji kaynaklarinin sinirli rezervde olmasi ve
yenilenebilir enerji kaynak kullaniminin g¢evreye olan faydalarindan dolayi
yenilenebilir enerji kaynaklari i¢in arastirmalar glinden glne artmaktadir. Bu
kaynaklardan biri olan biyokultle; biyohidrojen, biyoetanol ve biyodizel gibi

biyoyakitlara donusturulebilmekte ve enerji intiyaci igin kullanilabilmektedir.

Biyohidrojen yonteminde alg, yosun ve fotosentez yapan bakteriler azotsuz ve
oksijensiz ortamda 11k enerjisini kullanarak buyutuldtklerinde ortamdaki organik
bilesenlerin pargalanmasi yoluyla hidrojen Uretmektedirler. Glukoz, ksiloz, melas
ve nigasta hidrojen Ureten mikroorganizmalarin besin kaynaklarindan bazilari
olup, hidrojen Uretimi enzim aktiviteleri sonucu olusmaktadir. Seker fabrikasi, st
fabrikasi atiklari ile atik kagit hamuru, patates kabuklari gibi bazi evsel atiklar da
hidrojen Uretimi icin kullanilabilmektedir. Biyohidrojen Uretimi, dusuk eneriji
ihtiyaci ve gevre dostu olusu sebebiyle yenilenebilir enerji sektdériinde oldukca ilgi

gormektedir (Bostanci, 2014).



Biyoetanol, hammaddesi sekerpancari, misir, bugday ve odunsular gibi seker,
nigsasta veya seluloz esasli tarim drunlerinin hidrolizinden elde edilen gekerlerin
fermentasyonuyla Uretilen alternatif bir yakittir. Modifiye gerektirmeden benzinle
belirli oranlarda karistirilarak oktan artirici olarak kullanilir. Biyoetanol, yakit
icerisindeki oksijen miktarini artirarak yakitin daha verimli yanmasini saglar ve

egzoz emisyonunu azaltir (Anonim, 2019).

Biyodizel, bitkisel veya hayvansal yaglar ile alkolden, katalizorli veya
katalizorsiz ortamda dretilen uzun zincirli yag asitlerinin mono alkil esterleri
olarak tanimlanan bir yakittir. Biyodizel, yliksek oranda biyo¢ozunurdir ve en az
toksik etkiye sahiptir. Aromatik bilesiklerin ve cevreye yikici etkisi olan diger
kimyasallarin neredeyse higbirini icermemektedir. Petrol kaynakli dizelde, her bir
litre yakitin yanmasi ile atmosfere yaklagik 1,55 kg CO2 emisyonu sézkonusudur.
TUm yasam dongusu (ekim, yagin Uretimi ve yagin biyodizele dontisuma) dikkate
alindiginda ise; biyodizelin atmosfere ¢ok daha az miktarlarda CO2 salinimi
bulunmaktadir (Carraretto ve ark., 2004; Janaun ve Ellis, 2010; Kafuku ve
Mbrawa, 2010; Ahmad ve ark., 2011; Satyanarayana ve Muraleedharan, 2011).
Dizel yakitla karsilastirildiginda biyodizel kikurt icermez. Daha az miktarda CO,
daha az partikil madde, daha az koku ve hidrokarbon emisyonu ve daha fazla
O2 Uretmektedir. Boylelikle; biyodizel kullanildiginda, motor emisyonunundaki
yanmamis hidrokarbonlar %68, partikuller %40, CO %44, sulfur oksit %100 ve
polisiklik aromatik hidrokarbonlar %80-90 araliginda énemli dl¢cide azalmaktadir
(Talebian—Kiakalaieh, Amin ve Mazaheri, 2013). Daha fazla oksijen Uretimi ise;
tam yanmaya ve emisyon azaltimina sebep olmaktadir (Fazal, Haseeb ve
Masjuki, 2011; Silitonga ve ark., 2011).

2.1. Yaglar

2.1.1. Bitkisel ve Hayvansal Yaglar

Yagdlar, yuksek miktarda hidrojen ve karbon iceren, suyla karismama 6zelligi olan
ve oda sicakliginda yuksek viskoziteye sahip maddelerdir. Bitkisel ve hayvansal
yaglar olmak uzere iki sinifa ayrilir. Bu yaglar, gliserol ve yag asitlerinin esterleri

olup gliserit ve trigliserit olarak adlandirilirlar.
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Yaglarda doymus ve doymamis olmak Uzere iki ¢esit yag asidi bulunmaktadir.
Doymus yag asitleri, tek karbon bagi icerirken, doymamis yag asidi, bir veya daha
fazla karbon-karbon ¢ift bagi icerir. Yaygin yag asitleri stearik, oleik, linolenik ve
palmitiktir. Cizelge 2.1. farkh yaglardaki yad asitlerinin kimyasal yapisini
gOstemektedir (Gerpen ve ark., 2004).

Cizelge 2.1. Yag asitlerinin kimyasal yapisi.

Metil
At Yaygin .
Yag Asidi | Yapisi Kullamim | ESteri
- Metil
Ptk R(CH)1e-CHs C16:0 palmitat
sit
Metil
Stearik Asit | R-(CH2)16-CH3 C18:0 stearat
Metil
Oleik Asit | R-(CH2)7-CH=CH-(CH2)7-CHs c18:1 oleat
Linoleik R-(CHz)7-CH=CH-CH2-CH=CH-(CH2)4- | 1g. I'V'etl” t
Asit CHs ' noled
. . Metil
;‘:i?'e”'k R-(CHz)7-(CH=CH-CHz)3-CHs C18:3 linolenat

Yaglarin en fazla kullanim alani yemeklik yag olarak gida endustrisidir. Yemeklik
yag kaynaklari, dinya Gzerinde farklilik gostermektedir. Temel malzemesi misir
yagl, margarin, hindistan cevizi yagi, palm yagi, zeytinyagi, soya tohumu yagi,
uzum cekirdegi yagl ve kanola yagi gibi bitkisel kaynakli yaglar veya tereyadgi,
balik yagi gibi hayvansal kaynakl yaglardir. Malezya’da kullanilan en yaygin
yemeklik yag, maliyetinin diger yaglara oranla disuk olmasindan dolayi palm
yagidir. Bitkisel yaglar, gida endustrisine ilave olarak sabun Uretimi ve kozmetik

alaninda da kullaniimaktadir.

Bitkisel yadlar, bitkilerden ekstraksiyon sonucu elde edilirler. Bitkisel yaglarin

viskoziteleri, dizel yakittan 11-17 kat fazladir (Goering ve ark., 1982). Hacimsel



Isil degerleri, bitkisel yaglarin 39-40 MJ/kg, dizel yakitlarinsa 45 MJ/kg'dir.

Bitkisel yaglarin parlama noktasi, 200 °C’den fazla olup oldukga yuksektir.

Bitkisel yaglarin, geleneksel dizel motorlarda dogrudan kullanimi, yakitin tipine
ve derecesine bagli olarak bazi problemlere yol agmaktadir. Yaygin problemler,
karbon birikmesi, motor yaginin jellesmesi, kirlenmis piston basliklari vb.'dir
(Bruwer ve ark., 1981; Ramadhas, Jayaraj ve Muraleedharan, 2004; Lam, Lee
ve Mohamed, 2010). Bitkisel yaglar, dizel yakitlarla kargilastirildiginda daha
yuksek akma ve bulutlanma noktasina sahiptir. Bu durumda; kigin kullanimi
tavsiye edilmez (Soriano ve ark., 2005; Joshi ve Pegg, 2007). Buna ek olarak,
bitkisel yaglarin setan sayisi ¢gok yuksektir, bu da dizel motorda patlama gecikme
suresini azaltir (Ahmad ve ark., 2009). Ayrica; bitkisel yadlar, sahip olduklari
yuksek iyodin degerinden dolayi oksidasyon hizini artirir. Bu nedenle; uzun sireli
depolama bu tip yakitlar igin tavsiye edilmez (Lapuerta, Fernandez ve Mora,
2009).

Biyodizel Uretimi, bitkisel yaglarin hammadde olarak kullanildigi énemli bir
prosestir. Biyodizel, bu vyadlarin transesterifikasyonuyla dretilir. Yapilan
calismalar, biyodizelin aygicegi yadi, palm yagi ve soya tohumu yagi gibi bitkisel
kaynakl cesitli yaglardan Uretilebilecegini géstermektedir (Zhang ve ark., 2003b;
Dizge ve ark., 2009; Campanelli, Banchero ve Manna, 2010).

2.1.2. Atik Yemeklik Yaglar (AYY)

Kizartma amach kullanilan yaglarda, kizartma esnasinda olusan fiziksel ve
kimyasal reaksiyonlar sonucunda ¢ok sayida bozunma drinu olugmakta ve bu
nedenle yagin kullanildiktan sonra kisa araliklarla degistiriimesi gerekmektedir.
Bu durumda evlerden ve restoranlardan Uretilen AYY miktari, insan ntfusundaki
muazzam artistan dolaylr hizla artmaktadir (Chen ve ark., 2009). Gida
tuketimindeki artig, ayni zamanda buyuk miktarlarda AYY Uretimine katkida
bulunmaktadir (Phan ve Phan, 2008).



Cizelge 2.2. bazi Ulkelerde yag kaynaklarindan uretilen tahmini AYY miktarini
gostermektedir. ABD, tek basina yillik yaklasik 10 milyon ton AYY Uretmektedir
(Gui, Lee ve Bhatia, 2008).

Cizelge 2.2. Cesitli Ulkelerde Uretilen atik yag miktarlari.

Ulke Miktar (milyon ton/yil) Kaynak
ABD. 10 Soya tohumu yagi

Salata yagi, hayvansal yag

Kolza tohumu yagi, aygicek
Avrupa 0,7-10 yag!

Soya tohumu yagi, palm yag,
Japonya 0,45-0,57 hayvansal yag

Soya tohumu yagi, palm yag,
Tayvan 0,07 hayvansal yag

Pal .
Malezya 0,5 aim yag!

Hayvansal yag, kanola yag
Kanada 0,12 v yag yad!
ingiltere 1.6 Soya tohumu yagi, kanola yagi
irlanda 0,153 Kolza tohumu yagi

Tarkiye'de yilda 1,5 milyon ton bitkisel yag gida amacli kullaniimakta olup, bu
yaglardan yaklasik 150 bin ton atik yag olusmaktadir (Oztiirk, 2018).

AYY’In fiziksel ve kimyasal 6zellikleri, kizartma suresince olusan degisimlerden
dolayi taze yada gore nispeten farklliklar gostermektedir. Cizelge 2.3.'te Wen ve
arkadaslari tarafindan toplanan AYY’In fiziksel ve kimyasal 06zellikleri

gOsterilmektedir (Wen ve ark., 2010).



Cizelge 2.3. AYY’In fiziksel ve kimyasal ozellikleri.

Ozellik Birim Deger
Palmitik Asit % Agirlik | 8,5
Stearik Asit % Agirlik | 3,1
Oleik Asit % AQirhk 21,2
Linoleik Asit % Agirlik | 55,2
Linolenik Asit % AQirhk 5,9
Digerleri % AQirhk 4.2
Su icerigi % Agirhk | 1,9
Yogunluk glcm? 0,91
Kinematik Viskozite (40 °C) | mm?/s 4.2
Sabunlagsma Degeri mg KOH/g | 207
Asit Degeri mg KOH/g | 3,6
iyot Sayisi gl100 gt |83
Sodyum Igerigi ma/kg 6,9
Peroksit Degeri ma/kg 23,1

Dunya Uzerinde milyonlarca insan aclik ve beslenme yetersizligi ¢cekerken
biyodizel Uretmek igin gida kaynaklarinin (yenilebilir yaglar) kullanimi, bitkisel
veya yenilebilir yag talebinde artisa ve ekim igin gereksiz aga¢ kesimine
sebebiyet vermesinden dolayi cesitli sivil toplum kuruluslar tarafindan agir
elestiriler almaktadir (Tan, Lee ve Mohamed, 2011). Ayni zamanda ormanlarin
tahrip edilmesi hayvan ve bitki ekosisteminin bozulmasi anlamina gelmektedir.

Bununla birlikte, evlerde ve restoranlarda atik yag Uretimindeki artigin ¢evresel



etkisi g6z onunde bulunduruldugunda artan bir kaygl s6zkonusudur (Chen ve
ark., 2009). Dogrudan kanalizasyon sistemine bosaltilan veya ¢Op sahasina
atilan AYY, su ve toprak kirliligine sebep olmakta, su ekosistemini tahrip etmekte
ve dolayisiyla insan sagligini bozabilmektedir. Ayrica, AYY’in gida hazirlamada
yag olarak tekrar kullaniminin dnemli olumsuz etkileri olabilecektir. Oysa ki,
biyodizel Uretiminde hammadde olarak AYY kullanimi durumunda yukarida

belirtilen problemler blyuk Olglide azaltilabilecektir.

Petrol bazli dizelle karsilastinldiginda; biyodizelin endustrilesmesi ve
ticarilesmesindeki en buylk engel, onun yuksek maliyetidir. Kullanilan
hammadde stoduna bagdli olarak, biyodizel maliyeti, petrol bazli dizelin yaklagik
olarak 1,5 katidir (IEA, 2004; Vaccaro ve ark., 2010). Maliyet dagiliminin yaklagik
%70'lik kismini ise hammadde olarak kullanilan rafine yad olusturmaktadir
(Martin ve Grossmann, 2012). Atik yemeklik yag maliyetinin bitkisel yaginkinden
2-3 kat daha ucuz olmasi sebebiyle, rafine yag yerine atik yagin kullanimi ile
biyodizel Gretim maliyetinin %60-90 arahiginda azaltilabilecedi belirtiimektedir
(Canakci ve Van Gerpen, 2001; Zhang ve ark., 2003b; Haas ve ark., 2006;
Kulkarni ve Dalai, 2006; Marchetti, Miguel ve Errazu, 2008). Ozellikle son yillarda,
biyodizeli ekonomik olarak elde edebilmek maksadiyla rafine bitkisel yaglarin
yerine dUsuk maliyetli atik yemeklik yaglarin ve hayvansal yaglarin kullanimi artis
g6stermektedir (Felizardo ve ark., 2006; Wang ve ark., 2007; Jacobson ve ark.,
2008; Phan ve Phan, 2008; Halim, Kamaruddin ve Fernando, 2009;).

Sonug olarak, AYY’In toplanmasi ve biyodizel Gretimine yonelik geri dontsime
kazandiriimasi oldukga énemlidir. ihtiyacin artmasina bagh olarak her yil daha
fazla miktarda fosil yakit kullanildigindan AYY, biyodizel Uretimi icin mikemmel
bir alternatiftir (Yaakob ve ark., 2013).

2.2. Biyodizel

Uluslararasi Enerji Ajansi (IEA)Ynin “Orta Donem Yenilenebilir Enerji Raporu
2015"e gore; yenilenebilir enerjinin toplam enerji tuketimindeki payinin 2020
yilina kadar en az %26 artmasi beklenmektedir (IEA, 2015). IEA’'nin 2013 Dinya
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Enerji Gorusi’'nde, onumuzdeki 20 yil icin dinya yakit talebinin, ulagim
sektoriinde yogunlagsacag! ve bu talebin dizel yakitta gunlik 5,5 milyon varil
olacagi vurgulanmaktadir (Birol, 2014). Dolayisiyla; dizel yakit kullaniminin,
onumuzdeki yillarda petrol kaynakli yakitlar igerisinde en yuksek paya sahip
olacag! beklenmektedir. Bu da gdsteriyor ki; ¢evreye olumsuz etkisi olmayan
biyodizelin, konvansiyonel dizel yakitin yerini almasi daha pratik bir firsat olarak

goOriimektedir.

2.2.1. Biyodizelin Ozellikleri

Biyodizel, acgik sari ile koyu sari arasinda renge sahip seffaf bir sividir. Kaynama
noktasi 200 °C Gzerinde, parlama noktasi 145-175 °C arasinda, distilasyon araligi
195-325 °C ve buhar basinci (22 °C’de) 5 mm Hg’den azdir. Suda ¢ézlinmez,
hafif kuflu/sabunlu bir kokusu olup biyolojik olarak pargalanabilir. Kararl
reaktivitesi vardir, fakat guclu oksitleyici ajanlarla temasindan kaciniimahdir
(Demirbag, 2009a).

Biyodizelin fosil dizel yakitla ¢ok benzer 6zellikleri oldugu icin petrol kaynakh
dizelle belirli  karisim  oranlarinda  kullanilabilir.  Biyodizel, kdémdurle
karsilastirildiginda, daha yuksek 1si degerine sahiptir. Soyle ki; bu deger
biyodizelde 42,65 MJ/kg iken, kdmuirde 32-37 MJ/kg'dir. Diger ticari fosil
yakitlarda ise isI dederi, benzinde 46 MJ/kg, petrol bazl dizelde 43 MJ/kg ve
petrolde 42 MJ/kg olup, biyodizelle kiyaslanabilir derecededir. Biyodizel metil
esterleri, dizel yakit karisiminin yaglayicilik ozelligini artirir, petrol kaynakl
dizelden % 66 daha iyi yaglama o6zelligi saglar. Petrol kaynakli biyodizelle
karsilastirildiginda, biyodizelin bazi igletme dezavantajlari s6z konusudur.
Bunlar, soguk baslatma problemleri, distk sicakliklardaki zayif akis 6zellikleri,
daha az enerji icerigi, yuksek bakir siyirma korozyonu ve daha yuksek viskozite
ile bulutlanma ve akma noktasindan dolayi yakit pompalama zorluklaridir. Disuk
sicaklik 6zelliklerinden dolayi havacilik alaninda da uygulanabilir degildir (Yusuf,
Kamarudin ve Yaakob, 2011).
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2.2.2. Biyodizel Uretim Yéntemleri

Dizel motorlarinda yakit olarak yag ve yag besleme stok gesitlerinin kullanimina
imkan saglayan son teknolojiler, genellikle piroliz, mikro-emulsiyon, dogrudan
veya karigtirarak yaglarin kullanimi ve transesterifikasyon olarak tanimlanir.
Transesterifikasyon, ¢ogu aragtirmaci tarafindan daha iyi kalitede yakit Uretimi
icin en ¢ok tercih edilen yontem olarak onerilmektedir (Meher, Sagar ve Naik,
2006; Leung, Wu ve Leung, 2010; Koh ve Ghazi, 2011).

2.2.2.1. Piroliz

Piroliz, hava veya oksijen yoklugunda, termal enerji veya katalizor varliginda 1si
uygulanarak baglarin kirilmasi ve kiguk molekullerin olusumuyla sonuglanan
kimyasal degisimlerdir. Piroliz, 400-600 °C araligindaki sicakliklarda
gergeklestirilir. Piroliz hizina bagli olarak, gaz, biyo-yag ve kdmir olusur. isletme
sartlarina bagl olarak, piroliz prosesi; geleneksel, hizli ve flash piroliz olarak 3 alt
sinifa ayrilir. Biyo-yag Uretimi icin hizli piroliz yontemi kullanilir. Hizli pirolizde

sicaklik, 400-600 °C aralhgindadir. Reaksiyon 0,5-2 saniye surer.

Farkh reaksiyon yollari ve reaksiyon urtinlerindeki degisikliklerden dolayi, pirolitik
kimyada karakterizasyon zordur (Ma ve Hanna, 1999). Bitkisel yaglar, hayvansal

yagdlar, dogal yag asitleri ve yag asidi metil esterleri pirolize edilebilir.

Bir calismada, piroliz sonucu elde edilen UrUnlerin, petrol dizel yakiti ve es
kaloriferik degere sahip yakitlardan daha dusuk viskozite, parlama ve alevlenme
noktasina sahip oldugu bulunmustur. Buna ek olarak, piroliz trtnlerinin setan
sayisi daha duguktur. Yapilan bu galismaya gore; piroliz olmus bitkisel yaglarin,
kabul edilebilir 6lgude kukurt, su ve sediment ile bakir korozyon degerlerine sahip
oldugu, ancak kabul edilemez miktarda kul, karbon atiklari ve akma noktasi

gOsterdigi tespit edilmistir (Mahanta ve Shrivastava, 2011).

Abbaszaadeh ve arkadaslari, piroliz suresince oksijenin gideriminden dolayi
dusuk degerli malzemeler Uretildigini tespit etmislerdir (Abbaszaadeh ve ark.,
2012). Bu prosesle Uretilen biyodizelin uygulamada kullanimini sinirlayan bazi

istenmeyen Ozellikleri s6z konusudur. Duguk 1s1 deg@erleri, tamamlanmamig
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uguculuklari ve kararsizliklari bunlardan bazilaridir (French ve Czernik, 2010).
Fakat diger bir calismada, trigliseritin termal pirolizinin Gretim maliyetinin diguk
olmasi, basitligi, daha az atik ve gevre kirliligine sebebiyet vermesinden dolayi

avantajlari oldugu belirtiimektedir (Singh ve Singh, 2010).

Pirolizin belirtilen bagka bir dezavantaji ise; farkli fraksiyonlarin ayrilmasi igin
distilasyon ekipmanina ihtiya¢ olmasidir. Ayrica elde edilen Grdn, benzin gibi
kukart icerdiginden daha az c¢evre dostudur (Ranganathan, Narasimhan ve
Muthukumar, 2008).

2.2.2.2. Mikro-Emulsiyon

Ham bitkisel yaglarin dogrudan yakit olarak kullanilamamasinin nedenlerinden
biri onlarin viskoziteleridir. Mikro-emulsiyon, bitkisel yagdlardaki viskozite problemi

icin en dnemli potansiyel ¢cozimlerden biridir (Ma ve Hanna, 1999).

IUPAC tanimina gére mikro-emulsiyon, su, yad ve yuzey aktif maddelerden
olusan dispersiyondur, izotropik ve termodinamik olarak kararli bir sistemdir. 1-
100 nm aralidinda degisen genellikle 10-50 nm arasinda c¢apa sahip

taneciklerden olusan bir yapidir (Aleman ve ark., 2011).

Biyodizel mikro-emulsiyon bilesenleri, dizel yakit, bitkisel yag, alkol, yluzey aktif
maddeler ve setan arttiricilardir. Metanol ve etanol gibi alkoller, viskozite
dUsurutcl katkilar olarak kullanilirken, daha yuksek karbonlu alkoller, ylzey aktif
maddeler ve alkil nitratlar setan arttirici olarak kullanilir (Chiaramonti ve ark.,
2003).

Mahanta ve arkadaslari, mikro-emdlsiyonun, ester ve dispersant (ko-solvent) ile
bitkisel yaglardan veya dizel yakitla veya yakitsiz olarak bitkisel yaglar, alkol,
yuzey aktif madde ve setan artirici ile yapilabilecegini rapor etmislerdir (Mahanta
ve Shrivastava, 2011). Butanol, hekzanol ve oktanolli tim mikro-emdlsiyonlar,
dizel yakit icin maksimum viskozite gereksinimini karsilamaktadir. 2-oktanol,
triolein ve soya tohumu yaginda metanolin misel ¢ézunurlestirmesinde etkili bir
amfifildir (Schwab, Bagby ve Freedman, 1987).
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Mikro-emulsiyonlar, viskoziteyi dusururler, setan sayisini arttirirlar ve biyodizelde
iyi spreyleme karakteristigi gOsterirler. Fakat Parawira tarafindan yapilan
calismada, mikro-emdulsifiye dizelin motorlarda surekli kullaniminin, enjektor
ignesinde yapisma, karbon birikimi ve tamamlanmamis yanma gibi problemlere

sebep oldugu gosterilmistir (Pairiawi, 2010).

2.2.2.3. Seyreltme/Karigtirma

Bitkisel yaglarin dogrudan kullanimi, dogrudan veya dolayli dizel motorlar igin
pratikte pek uygun degildir. Depolama ve yanma suresince oksidasyon ve
polimerizasyondan dolayl sakiz olusumu, ylUksek viskozite, serbest yag asidi
icerigi, asit bilesimi, karbon birikimi ve motor yagi kalinlasmasi gozlenen
problemlerdendir. Ma ve arkadaslarina gore; vyagin bozulmasi ve

tamamlanmamig yanma iki ciddi problemdir (Ma ve Hanna, 1999).

Dizel yakit, ¢dzlcu veya etanolle bitkisel yagin seyreltimesi bu gibi durumlarda
yardimci ¢ozumlerdir. Bilgin ve arkadaslarinin yaptigi calismaya goére dizel yakita
%4 etanol eklenmesi, fren termal etkinligini, fren torkunu ve fren glcunu
arttirmakta, bu arada fren spesifik yakit tiketimini azaltmaktadir. Ayrica; etanolin
dizel yakittan daha dusik olan kaynama noktasi, yanma prosesinin gelisimine

yardimci olabilecektir (Bilgin, Durgun ve Sahin, 2002).

2.2.2.4. Transesterifikasyon

Kimyasal olarak petrol dizeline benzerlik gdsteren yaglardan biyodizel
uretiminde, transesterifikasyon geleneksel bir ydontem olarak kullaniimaktadir. Bu
yontemde, yagdlar ve trigliseritler yag asitlerine donusturulur, elde edilen yakit,
dizel yakitin viskozitesine yakin 06zellik gdsterir ve mevcut petrol dizel
motorlarinda modifikasyon yapmaksizin kullanmaya imkan saglar. Genellikle,
transesterifikasyon tersinir bir reaksiyondur, 1s1 ve/veya basin¢ altinda
tepkiyenlerin karistiriimasiyla basitce ilerler. Fakat bazi katalizérlerin ortama
eklenmesiyle reaksiyon hizlandirilir. Transesterifikasyon icin temel kimyasal

reaksiyon Sekil 2.1.’de gosterilmektedir.
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CH,—O0—C—R, R,—C=0CHj CH,—OH
I "9
Il
CH—O0—C—R, + 3CH;OH —Z= R,—C-OCH, + CH—OH
! "3
CH;—0——CR, R;—C—OCH; CH,—OH
Trigliserid Metanol Biyodizel Gliserol
(bitkisel ve {Alkol) {vag asitlerinin
hayvansal monoalkil esterleri,

yaglar, lipitler) YAME)

Sekil 2.1. Trigliseritlerin transesterifikasyonla biyodizele donusim reaksiyonu.

Transesterifikasyon reaksiyonunda alkol olarak metanol, etanol, propanol gibi
farkh alkol gesitleri kullanilabilmektedir. Fakat maliyetinin dlisuk olmasi, polar
Ozelligi ve en kisa alkol zincirine sahip olmasi gibi 6zellikleri nedeniyle metanol

tercih edilmektedir (Ma ve Hanna, 1999).

Transesterifikasyon yoluyla biyodizel Uretiminde birgok farkh yontem

kullanilmaktadir. Bu yontemlerin genel olarak gosterimi Sekil 2.2.’de verilmistir.

Transesterifikasyon

Homojen Homojen Heterojen iyonik Sivi Siiperkritik Nano Lipaz
Asidik Bazik Katalizorlii Katalizorlii uperkrit Katalizorlii Katalizorlii
Katalizorli Katalizorli

Sekil 2.2. Onemli transesterifikasyon proseslerinin sematik gdsterimi.
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Tam katalitik transesterifikasyon proseslerinde bir alkol ile trigliserit, katalizor
varhiginda ester ve gliserol olusturmak Uzere reaksiyona girer. Trigliserit, 3 uzun
zincirli yag asidinin baglandigi gliserin molekuline sahiptir. Yagin ozelligi
gliserine bagh yag asitleri ile belirlenir. Yag asitlerinin yapisi ise, biyodizelin

karakteristigini etkileyebilir (Lokanatham ve Rovindranath, 2013).

Etkili biyodizel Uretimi igin basarili bir transesterifikasyon, reaksiyon sonrasi
olusan ester ve gliserol katmaninin ortamdan kolaylikla ve etkin bir sekilde
ayrilmasi anlamina gelir. Yan Urln olarak olusan gliserol, eczacilik, kozmetik vb.

diger endustrilerde kullanimi i¢in saflastirilabilir.

Homojen Asidik Katalizorlii Transesterifikasyon

Asidik katalizorlt transesterifikasyon, etanol ve sdlfurik asit kullanarak palm
yagindan biyodizel (etil ester) Uretmek igin literatirde ilk kez kullanilan bir

yontemdir (Gebremariam ve Marchetti, 2017).

Asidik katalizoérli proses, trigliseritin asit katalizér varliginda ester ve gliserol
olusturmak Uizere alkolle reaksiyon olusturmasidir. Ozellikle bu yéntem, yiiksek
miktarda serbest yag asidi iceren yaglardan biyodizel eldesinde uygundur ve
ekonomiktir. Fakat asit katalizorll reaksiyonlar, alkali katalizérli reaksiyonlara
goOre uzun reaksiyon suresi gerektirir ve daha yuksek sicakliklarda gercgeklesir
(Zhang, 2003a). Ayrica; asit katalizorler ¢cok fazla tuz etkilesimine, dolayisiyla

korozyona sebep olurlar.

Asidik katalizor, bitkisel yag ile dogrudan karistirilir. Bu esnada esterlesme ve
transesterlesme tek asamada olusur. ClUnku asit katalizor, esterlesme reaktifligi

gOsterir ve ¢dzlcu olarak davranir (Cervero, Coca ve Luque, 2008).

Asidik katalizorll transesterifikasyon, alkil ester verimini dlstrecek olan
karboksilik asit olusumundan kaginmak amaciyla su yoklugunda yapilmalidir
(Mahanta ve Shrivastava, 2011). Park ve arkadaslari, silftrik asit katalizoru
varhginda oleik asitle metanolin transesterifikasyonunda suyun etkisini

arastirmak icin yag/metanol oranlarini 1:3 ile 1:6 degerlerinde ve reaksiyon
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sicakliklarini 60 ve 80 °C olarak galismislar ve yagdaki su igeriginin %20’ye kadar
artisi durumunda oleik asidin esterifikasyonunda onemli miktarda azalma tespit
etmislerdir (Park, 2010).

Transesterifikasyon bir denge reaksiyonu oldugundan reaksiyonun ileri yonde
devam etmesi icin alkol miktarinin yagin miktarindan her zaman fazla olmasi
gerekmektedir. Sicaklik ve asit katalizor miktari da transesterifikasyon hizini ve
alkil ester verimini etkilemektedir. Fakat optimum miktarin Gzerindeki alkol, daha
fazla gliserol Uretimine sebep olacagindan gliserolin ortamdan ayriimasi
esnasinda ekstra maliyet olugsacaktir. Bu nedenle etkili bir dretim i¢in yag ve alkol
oranlarinda optimizasyon her zaman gereklidir. Bu kapsamda; literatirde
yag/alkol orani ve sicakligin transesterifikasyon Uzerine etkisini inceleyen birgok

calisma mevcuttur.

Zheng ve arkadaslari, atik yemeklik yagin asit katalizorlu transesterifikasyonunda
en uygun proses parametrelerinin belirlenmesi ve reaksiyon kinetigi Uzerine
calismiglar, yag:metanol:asit molar oraninin ve sicakhgin yag asidi metil esteri
verimini etkileyen en énemli parametreler oldugunu rapor etmislerdir. Calismaya
gore; yag:metanol:asit molar orani degerleri 70 °C’da 1:245:3,8 ve 80 °C’da
1:74:1,9 - 1:245:3,8 aralidinda iken asiri metanol kullaniminin sonucu olarak
transesterifikasyon, birka¢ dakika icinde temel olarak birinci dereceden reaksiyon
seklinde gergeklesmekte ve dort saat igerisinde % 9911 doénusum ile

tamamlanmaktadir (Zheng ve ark., 2006).

Sulfurik asit, sllfonik asit ve hidroklorik asit genel asit katalizérlerdir, ancak en
cok kullanilan asit sulfirik asittir. Ayrica alternatif asitler kullanilarak verim tGzerine

cesitli calismalar da mevcuttur.

Marchetti ve arkadaglar yaptiklari galismada, asit katalizorle biyodizel Gretiminin
dezavantajlarindan biri olarak ¢ok fazla miktarda serbest gliserol olusumundan
bahsetmislerdir. Reaksiyon sonucunda Uretilen gliserol, ASTM’nin izin verdigi en

yuksek miktardan fazladir. Fakat bu durum, Grin saflastirmada ilave ekipman
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kullanarak veya reaktordeki kalis suresi gibi parametrelerin modifikasyonuyla

iyilestirilebilir (Marchetti, Miguel ve Errazu, 2008).

Homojen Bazik Katalizorlii Transesterifikasyon

Bazik katalizorli transesterifikasyon prosesi, alkali metal alkoksitler ve
hidroksitler gibi bazik katalizor varliginda ester (biyodizel) ve gliserol olusturmak
uzere alkolle trigliseritin reaksiyonu olarak tanimlanabilir. Bazik katalizorlu
transesterifikasyon, asidik katalizorli transesterifikasyona gore daha hizlidir ve
endustriyel ekipmanlara daha az korozif etki gosterir. Bu nedenle ticari olarak
sikhkla kullaniimaktadir (Chiaramonti ve ark., 2003; Cervero, Coca ve Luque,
2008; Marchetti, Miguel ve Errazu, 2008; Ranganathan, Narasimhan ve
Muthukumar, 2008). Fakat su ve fazla miktarda serbest asit iceren yaglarda bazik
katalizér, reaksiyon esnasinda yagin sabunlasmasina neden olmakta ve
dolayisiyla emdulsiyon olusumu ve reaksiyon sonunda gliserolin ortamdan
uzaklastirilmasi, yuksek fiyath katalizorin asir tiketilmesi gibi problemler ortaya
cikmaktadir (Pairiawi, 2010). Buna ek olarak, yuksek su igerigine sahip bitkisel
yagdan gelen veya sabunlasma reaksiyonu suresince olusan su, trigliseritin

hidrolizine sebebiyet verir ve daha fazla serbest yag asidi Uretilir.

Genel olarak, transesterifikasyon reaksiyonlarinda bazik katalizérlerin katalitik
aktivitesi, asidik katalizorlerden daha fazladir, fakat sadece duslk serbest yag
asidine sahip (genellikle %0,5’ten daha dusuk) rafine edilmis bitkisel yaglardan
biyodizel Uretmeye segcicidirler (Demirbas, 2009a). Bu durum, bazik katalizorlU
transesterifikasyonun bitkisel kizartma yaglari gibi sadece ¢ok iyi kalitedeki rafine
edilmis yaglarin kullanimina, dolayisiyla biyodizel Uretiminin pahali bir yontemle
Uretimine sebep olmaktadir. %0,5’ten fazla serbest yag asidi iceren besleme
hammadde stoklarinin kullanimina imkan vermek icin transesterifikasyona ilave
esterifikasyon adimi eklenmekte, bu da prosesi daha kompleks yapmakta ve yine

ekipman ve isletme maliyetlerini arttirmaktadir.

Bazik katalizorll transesterifikasyonda genellikle kullanilan katalizérler, sodyum

hidroksit, potasyum hidroksit ve sodyum metoksittir. Sodyum hidroksit, ortalama
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katalitik aktivitesi ve daha disuk maliyetinden dolayr en ¢ok tercih edilen
katalizordur (Atadashi ve ark., 2013).

Dias ve arkadaglari, islenmemis ve atik soya tohumu yagi ile aycicek yaginin
transesterifikasyonu  Uzerine farkli  bazik katalizorlerin  performansini
karsilagstirmiglar ve Avrupa biyodizel standartlarina uygun nihai Grdn igin
islenmemis yaglarin ikisinde % 0,6 (agirlikga) CH3sONa; aygicek yagi i¢in % 0,6
ve soya tohumu yagi icin % 0,8 (agirlikca) NaOH; atik kizartmalik yag igin
sodyum bazl her iki katalizor % 0,8 (agirlik¢a) kullanmislar ve % 99,4 (agirlikga)
saflikta biyodizel Uretimi gerceklestirmislerdir (Dias, Alvim-Ferraz ve Almeida,
2008).

Heterojen Katalizorlii Transesterifikasyon

Homojen katalizorlerden 6zellikle bazik katalizérlerin kullanimi, yan drin olan
gliserolun  saflastinlmasi  ve atikksu artim ihtiyacindaki  zorluklarla
iliskilendirilmistir. Bu problemlerin Ustesinden gelebilmek igin genellikle kati baz
katalizorler olmak Uzere heterojen katalizorlerin kullanimi tavsiye edilmektedir.
Kati baz katalizorler, uygun reaksiyon kosullari, kolay ayirma ve ylksek aktivite,

daha az kirlilik gibi avantajlara sahiptir (Jagadele, 2012).

Heterojen kati katalizorler, genellikle serbest yag asitleri esterifikasyon
reaksiyonunu katalizleyebilen asidik katilar, trigliserit transesterifikasyon
reaksiyonunu katalizleyebilen bazik katilar ve ayni anda hem esterifikasyon hem
de transesterifikasyon reaksiyonunu katalizleyebilen iki islevli katilar (asit-baz

karakterli) olarak siniflandirilirlar (Borges ve Diaz, 2012).

Heterojen katalizorll proseslerde asit ve baz formunda etkili kati katalizérler
bulmak igin c¢ok c¢esitli caligmalar vardir. Bournay ve arkadaglari, surekli
transesterifikasyon prosesi icin yeni kati katalizorden bahsetmistir. Bu katalizor,
katalizor kaybi olmaksizin transesterifikasyon reaksiyonunu yuriten ¢inko ve
aliminyum oksit karisimidir. S6z konusu katalizérle, homojen katalizorlU
proseslere gore reaksiyon daha yuksek sicaklikta ve basingta, asiri metanolle

yapilmaktadir. Ayrica, Bournay ve arkadaslari bu yeni kati katalizorlerin
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kullanilmasiyla ne su aritimina ne de katalizér geri kazanimina gerek
kalmadigindan s6z etmektedirler. Uriinlerin saflagtirma adimlari, teorik degere
yakin, ¢cok yuksek metil ester veriminden dolay! ¢ok daha basit olabilmektedir.
llave olarak, gliserin yiiksek saflikta (en az %98) herhangi bir tuz Kkirliligi

olmaksizin Uretilebilmektedir (Bournay ve ark., 2005).

Heterojen katalizorlerden amorf zirkonya, titanyum ve potasyum zirkonya bitkisel
yaglarin transesterifikasyonunda katalizor olarak kullanilmaktadir. Furuta ve
arkadaslari, 250 °C’de metanolle soya tohumu yaginin transesterifikasyonu ve
175-200 °C’'de metanolle n-oktanoik asitin esterifikasyonu igin amorf zirkonya,
titanyum-, aliminyum- ve potasyum- katkili zirkonya gelistirmislerdir. Bu
calismanin sonucunda, titanyum ve aliminyum katkili zirkonya ile her iki
reaksiyon igcin soya tohumu yagindan biyodizel Uretiminde %95’in Uzerinde

yuksek performansta dontisum saglanmistir (Furuta, Matsuhashi ve Arata, 2006).

Peng ve arkadaslar yuksek serbest asit igerikli distik maliyetli ¢esitli besleme
hammadde stoklarindan biyodizel Gretimi igin SO4%/TiO2-SiO- igerikli kati asit
katalizorin aktivitesini calismislar ve karakterize etmislerdir. Optimum verime
200 °C’de, metanol/yag molar oraninin 9:1 ve katalizor miktarinin agirlikca %3
oldugu degerlerde ulasmiglardir. Kati asit katalizor SO4*/TiO2-SiO2, pahali
degildir ve ¢evre dostudur, ylksek katalitik aktiviteye sahiptir ve ylksek serbest
yag asidi igeren ucuz hammadde besleme stoklarindan biyodizel Uretiminde
kararlidir (Peng ve ark., 2008).

iyonik Sivi Katalizérlii Transesterifikasyon

iyonik sivilar, oda sicakliginda sivi olan anyon ve katyonlarin organik tuzlaridir.
Anyonlar kimyasal 6zellikleri ve reaktiviteyi kontrol ederken, katyonlar iyonik
sivilarin fiziksel 6zelliklerini (erime noktasi, viskozite ve yogunluk vb.) kontrol eder
(Earle, Plechkova ve Seddon, 2009). Onlarin kendine 06zgl avantajlari
sentezlenme asamasinda istenilen reaksiyon kosullarina uyumluluklarinin

saglanabiliyor olmasidir.
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Biyodizel dretimi i¢in iyonik sivi katalizorlu transesterifikasyonun diger buyuk
avantajl ise; reaksiyon sonunda iki fazli sistem olugsumudur. Organik fazda
¢ozlinmeyen iyonik sivi, sulu fazda alkolle, kullanilan katalizérle ve reaksiyon
suresince uretilen gliserolle kalir (Gamba, Lapis ve Dupont, 2008). Bu, son
arunlerin ayrilmasini ¢ok kolaylastirir. Cunku Ust fazin buyuk ¢ogunlugu ¢ok az
miktardaki metanol ve biyodizeldir. Saf biyodizel, gok az miktardaki metanolin
basit bir vakumla uzaklastiriimasiyla izole edilebilir (Ren ve ark., 2014). Alt faz
ise metanol, gliserol ve iyonik siviyi igerir. Alt fazdaki gliserol, suyla 3-4 kez
yikama sonrasi veya distilasyonla yuksek saflikta ayrilabilir (Dupont ve ark.,
2009; Ren ve ark., 2014). Bu sekilde kalan saf iyonik sivi, bagka reaksiyonlar igin

dogrudan kullanilabilir.

Transesterifikasyon reaksiyonlarinda en yaygin olarak  1-n-butil-3-
metilimidazolim katyonu iceren iyonik sivilar kullaniimaktadir (Andreani ve
Rocha, 2012).

Ren ve arkadaslari, transesterifikasyon reaksiyonunda katalizor olarak kullanilan
morfolin alkali bazli iyonik sivi 1-batil-3-metil morfolin hidroksitin ([Hnmm]OH)
miktarinin, metanol/soya tohumu yagdi molar oraninin, reaksiyon sicaklhiginin ve
surenin etkilerini arastirmislar ve %4 (agirlikga), [Hnmm]OH katalizér miktarinda,
metanol/soya tohumu yagi molar orani 8:1°'de, 70 °C sicaklikta ve 1,5 saatlik
deney suresi sonunda %97 biyodizel verimi elde etmiglerdir. Katalizériin bes defa
kullanimindan sonra bile %90’dan fazla biyodizel verimi saglamiglardir (Ren ve
ark., 2014).

Superkritik Transesterifikasyon

Birbiriyle karismayan tepkiyenlerle ilgili ve ayni zamanda katalizérden kaynakl
teknik sorunlarin Ustesinden gelmek icin mevcut yaklasimlardan biri de
superkritik yontemi kullanmaktir. YUksek basing ve sicaklik altinda gazlar ve
sivilar kritik noktanin oOtesine gectiginde sira disi Ozellikler sergilerler. Bu
durumda sivi ve gaz fazi olarak sinirlandiriimazlar ve superkritik faz tretilmis olur.

Superkritik alkol transesterifikasyon reaksiyonu, ¢cok yuksek sicakliklarda ve
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basingta meydana gelir. Bu yontemde oda sicakliginda birbiriyle karismayan
metanol ve yag, yuksek sicaklik ve basingta homojen bir sivi olusturur. Boylelikle
metanolin ¢ézunarliguinde keskin bir disus olur ve dielektrik sabitindeki azalma
metanolU polar olmayan bir yapiya donusturir. Bu sartlarda kutle transferinde
sinirlama olmayacagindan reaksiyon hizlanacaktir (Leung, Wu ve Leung, 2010).
Bu yontemde, bitkisel yagin biyodizele donusturilmesi yaklasik dort dakika surer,
ancak yontemin ¢ok yuksek sicaklik ve basing gerektirmesi maliyetin dnemli

Olgude artmasina neden olmaktadir (Shahid ve Jamal, 2011).

Kiss ve arkadaslari, etil alkolle gerceklestirdikleri stper kritik transesterifikasyon
prosesinde sicakhgin, basincin ve zamanin etkilerini arastirmak amaciyla bir seri
deney yapmiglar, 350 °C’de ve 12 MPa basingta reaksiyon suresinin
arttinlmasiyla verimin %63,36’dan %93,22’ye ¢iktigini gdézlemislerdir. 350 °C’da
basincin dusudrilmesiyle verim 30 dakika igerisinde %80,1’e dusmustar. Yani
basincin dusUrdlmesi verimi azaltmistir. Sicakligin 350 °C’dan 250 °C’a
dusurtlmesiyle ise verim azalmis, ancak bu durum reaksiyon suresinin uzun
tutulmasiyla telafi edilebilmistir. Minimum sicaklik, basing ve reaksiyon suresinde
(250 °C, 8 MPa, 7 dak.) en dusuk verim %14,8 olarak bulunmustur (Kiss ve ark.,
2014).

Nano Katalizorli Transesterifikasyon

Nano katalizorler, cesitli homojen ve heterojen katalizor uygulamalarinda
katalizor olarak nano malzemelerin kullaniimasini kapsamaktadir. Nano olgekteki
katalizorler, oldukca ylksek spesifik ylzey alanina ve ylksek katalitik aktiviteyle
sonuglanan yulzey enerjisine sahiptir. Genellikle nano katalizérler, daha disuk
sicakliklarda reaksiyonun olusmasini saglayarak, yan reaksiyonlarin olusumunu
Onleyerek ve enerji tuketimini azaltarak reaksiyonun segiciligini arttirir (Sharma
ve ark., 2015). Bdylelikle geleneksel katalizérlerde karsilasilan kutle transfer

problemlerini ortadan kaldirarak biyodizel Gretimindeki verimi artirirlar.

Wen ve arkadaslari katt baz nano katalizor KF/CaQO'’i biyodizel Uretiminde

kullanmis ve %96’dan fazla verim elde etmiglerdir. 30-100 nm tanecik boyut
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araliginda poroz bir yapidaki bu katalizor, etkili bir sekilde yuksek asit igerigine
sahip yaQi biyodizele donusturebilmigtir. Wen ve arkadaslar, X-ray toz
difraksiyon analizinde KF/CaO’nin yeni kristal yapisi olan KCaFz'nin katalitik
aktiviteyi ve stabiliteyi arttirdigini gostermiglerdir (Wen ve ark., 2010).
Arastirmacilar, yuksek 6zgul ylzey alani ve buyuk gézenek boyutlarinin, katalizoér
ve substrat arasindaki etkilesim igin elverisli oldugunu ve bu durumun
transesterifikasyonun veriminde etkili bir artisa neden oldugunu sdylemislerdir
(Chaturvedi, Dave ve Shah, 2012).

Sidra ve arkadaglari, CaO-Al>O3 nano katalizorinu kullanarak transesterifikasyon
prosesiyle jatrofa yagindan biyodizel Uretimini arastirmis ve metanol/yag molar
orani 5:1 iken %82,3 verim elde etmislerdir (Hashmi, 2016). Arastirmacilar baska
bir calismalarinda benzer sekilde nano boyutta MgO kullanmig, metanol/yag
molar orani 5:1 iken 55 °C’da agirlikga %1,5 katalizorle, 45 dakika sonrasinda %
98,7 ile en yuksek donusum elde etmislerdir (Pandian ve ark., 2013).
Arastirmacilar, bu yiksek dontisumuan asil nedeninin katalizériin ytzey alaninin
zenginlegtiriimesi olarak aciklamislardir. Ayrica katalizorin kolaylhkla geri
kazanildigini ve basit rejenerasyon adimiyla sekiz defaya kadar kullanabildiklerini

de bildirmiglerdir.

Son yillarda Gupta ve arkadaslari, soya tohumu yagindan biyodizel Uretimine
yonelik CaO nano partikilinin hazirlanmasi ve karakterizasyonu Uzerine
arastirma yapmislar, kalsiyum nitrattan (CaO/CaN) ve salyangoz kabugundan
(CaO/SS) nanopartikil CaO sentezlemiglerdir. Bulunan sonuglara goére
salyangoz kabugundan elde edilen nano katalizér, transesterifikasyon reaksiyonu
icin mukemmel katalitik aktiviteye ve stabiliteye sahiptir. Yapilan c¢alismada
metanol/yag molar orani 12:1 iken 65 °C sicaklikta, alti saat slresince %8

(agirlikga) katalizérle %96 verim elde edilmistir (Gupta ve Agarwal, 2016).

Lipaz Katalizorlii Transesterifikasyon

Katalizor olarak lipaz kullanilarak gerceklestirilen transesterifikasyon reaksiyonu,

biyoteknolojik ydntemlerin c¢evresel uygunlugu ve biyobozunurluk agisindan
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degerlendirildiginde geleneksel proseslere karsi ¢evreci bir prosestir

(Devanesan, Viruthagiri ve Sugumar, 2007; Mahanta ve Shrivastava, 2011).

Lipaz katalizorli transesterifikasyon prosesi, ester (biyodizel) ve gliserol
olusturmak Uzere katalizor olarak lipaz enziminin bulundugu ortamda alkol ve
trigliseritin reaksiyonudur. Bu yontemde, diger transesterifikasyon yontemlerinde
karsilasilabilen sabunlasma, saflastirma, yikama ve noétralizasyon gibi problemler
olusmamakta ve bu nedenle ¢ogunlukla tercih edilen bir ydontem olmaktadir.
Yuksek serbest yag asidi igceren hammadde besleme stoklarinda
uygulanabilmekte ve bu durumda daha fazla yad biyodizele donusmektedir
(Leung, Wu ve Leung, 2010).

Biyodizel Gretiminde ylUksek saflikta Grln Gretiimesi ve yan urtn olan gliserolin
ortamdan kolaylikla uzaklastirimasindan dolayr gunumuizde olduk¢a dikkat
ceken bir yontem olduguna isaret edilmektedir (Devanesan, Viruthagiri ve
Sugumar, 2007; Mahanta ve Shrivastava, 2011). Buna ek olarak, prosesin
isletme sicakhiginin 50 °C gibi dusuk sicakliklarda gergeklesmesi, diger zor
isletme sartlarindaki tekniklerle karsilastirildiginda oldukga uygundur (Jin ve
Bierma, 2010).

2.2.3. Atik Yemeklik Yagdan Biyodizel Uretimi

isletme maliyeti agisindan AYY kullanarak biyodizel tiretimi, yemeklik bitkisel yag
kullanimina gére buylk bir avantaj saglamaktadir. AYY’In maliyeti taze bitkisel
yagdan 2-3 kat daha ucuzdur ve bu da biyodizel Uretimi toplam igletme
maliyetinde énemli bir distise neden olur (Tan, Lee ve Mohamed, 2011). Ancak
AYY'In igerdigi safsizliklar ve suyun olumsuz etkilerinden dolayi
transesterifikasyon reaksiyonu éncesi 6n islemlerden geciriimesi gerekmektedir.
Atik yagda su bulunmasi durumunda hidroliz reaksiyonu gerceklesmekte,
dolayisiyla su igeriginin elimine edilmesi gerekmektedir. Siklikla kullanilan
yontemlerden biri, AYY’In 100 °C’in Uzerine isitiimasidir (Banerjee ve
Chakraborty, 2009). Alternatif olarak, endustriyel Olcekte 0,05 barda vakum
distilasyonu da yapilmaktadir (Felizardo ve ark., 2006). Ayrica; AYY igerigindeki

24



olasi askida kati taneciklerin, fosfolipitlerin ve diger safsizliklarin da sicak suyla
yikanarak (Meng, Chen ve Wang, 2008) veya santrifujle (Demirbas, 2009b) ve
filtre kagidiyla (Chen ve ark., 2009) uzaklagtiriimasi saglanmalidir.

AYY’dan Uretilen biyodizel ve ticari dizel yakitin oOzellikleri Cizelge 2.4.te
gosterilmigtir (Demirbag, 2009b). Dusuk emisyon ve kukurt igerigi, daha ylksek
parlama noktasi ve ategleme Ozellikleri, toksik Ozellik gdstermemesi gibi

Ozellikleri sebebiyle biyodizel, ticari dizel yakita gore Ustun 6zelliklere sahiptir.

Cizelge 2.4. AYY’dan uretilen biyodizel ve ticari dizel yakitin genel 6zelliklerinin

karsilastiriimasi.

. AYY’dan Ticari Dizel

Yakit Ozellikleri Birim Uretilen Ic$rlk ':ze
Biyodizel axi

Kinematik Viskozite (40 mm2/s 53 19-41
oc) !
Yogunluk g/cm3 0,897 0,75 - 0,840
Parlama Noktasi K 469 340 - 358
Akma Noktasi K 262 254 - 260
Setan Sayisi - 54 40 - 46
Kl igerigi % 0,004 0,008 - 0,010
Kukart igerigi % 0.06 0,35-0,55
Karbon Kalintisi % 033 0,35-0,40
Su igerigi % 0.04 0,02 - 0,05
Isil Degeri MJ/kg 42,65 45,62 - 46,48
Serbest Yag Asidi (SYA) | mg KOH/g 0,10 --
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2.3. Mikroorganizmalar

Canli ve yasam devamliligi acgisindan vazgecilmez olan mikroorganizmalar
enzim ve c¢esitli Grunlerin Uretimi, gida endustrisi, medikal uygulamalar, genetik
calismalar gibi biyokimya muhendisligi kapsamindaki bir¢ok alanda kullanildigi
gibi atik su arntiminin yer aldigi1 ekolojik siureglerde de basroli oynamaktadir
(Kargi, 1993).

2.3.1. Mikroorganizmalarin Genel Ozellikleri

Dogada yasayan canlilar, belirgin 6zellikleriyle birbirlerinden ayrilirlar. $ekil, yapt,
hareket, beslenme sekli vb. bu o6zelliklerden birkacidir. Bitkiler ve hayvanlar
aleminin yani sira bazi morfolojik ozellikleri bakimindan hayvan ve bitkilere
benzemeyen, cogunlukla tek hdcrelileri icine alan ve Protista Alemi olarak
adlandirilan tguncu bir dlem daha vardir. Protistalar dogada toprak, su, hava,
bitki, insan, hayvan, gida, vb. her tlrli ortamda yasar ve geligir. Hlcrenin bilesimi,
mikroorganizmanin cinsine ve ortam sartlarina bagl olarak degisim goésterir.

Genellikle hicre yapilarinda (virtsler harig) %75-80 oraninda su bulunmaktadir.

Protista Alemi hlicre yapilarina gére prokaryotlar ve 6karyotlar olmak Gzere iki

gruba ayrilir.

2.3.1.1. Prokaryotlar

Tek kromozomlu basit yapilardir. DNA, nukleoplazma iginde yayilmis olarak
bulunur. Hulcre igi bélmeleri azdir. Mitokondri ve endoplazmik retikulum gibi
organelleri ve g¢ekirdek zari yoktur. Bakteriler ve mavi-yesil algler bu gruba
dahildir. Kiresel, silindirik veya spiral gibi farkli sekilleri vardir. Boylari 0,5-3,0 um
arasinda degismektedir. Hizla buyurler. Karbonhidrat, hidrokarbon, protein ve

CO:z iceren ¢ok cesitli karbon kaynaklarini kullanabilirler.

2.3.1.2. Okaryotlar

Prokaryotlardan daha geligmis, bitki ve hayvan hucrelerinin yapisina benzeyen
mikroorganizmalardir. Hicre zarlarina sahiptirler. Algler, protozoalar ve funguslar

(sapkali mantarlar, kif mantarlari ve mayalar) bu grupta yer alir.
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Okaryotlarda belirgin ve gdzenekli bir zarla gevrilmis hiicre gekirdedi mevcuttur.
Cekirdekte mitozla bolinen birden fazla kromozom bulunurken, stoplazmada
kloraplast, mitokondri ve plastidler yer almaktadir. Hucrede stoplazma zarinin
iceri dogru kivrilmasiyla olusan endoplazmik retikulum bulunmaktadir.

Okaryotlarin boylari prokaryotlara gére 5-10 kat daha blyuktir (Pekin, 1983).

2.3.2. Mikroorganizmalarin Besin ihtiyaglari

Mikroorganizmalarin enerji saglayabilmesi, hucre bilesenlerini yapabilmesi,
blyumesi, cogalmasi ve canliigini surdurebilmesi igin beslenmesi ve dolayisiyla
cesitli gida maddelerini almasi gerekmektedir. Bu maddelerin bir kismi1 dogrudan
besin ortamindan alinirken bir kismi da hulcre icinde sentezlenir. Boylece

canlihgin surdurulmesi i¢in gerekli molekuller hazirlanir ve kullanilir.

Mikroorganizmalarin yapilari incelendiginde, kuru agirliklarinin  %95'inden
fazlasinin bazi temel elementlerden (karbon, oksijen, hidrojen, azot, sulfur, fosfor,
potasyum, kalsiyum, magnezyum ve demir) olustugu tespit edilmistir. Bu temel
elementlerden karbon, oksijen, hidrojen, azot, sulfir ve fosfor, proteinlerin,
karbonhidratlarin, lipidlerin, ntkleik asitlerin vb. lerinin yapisinda yer almaktadir.
Potasyum, kalsiyum, magnezyum ve demir ise, hucre igcinde katyon olarak kalir

ve gesitli biyokimyasal islemlerde gorev alir.

Dogada, cok farkli beslenme 6zelligi olan mikroorganizmalar bulunmaktadir.
Bunlardan bazilari, icinde ¢ok az miktarda besin maddeleri iceren kosullarda
gelisebilmekte ve canlihgini surdurebilmekteyken, bir kismi da 6zellikle, mutant
suslar, daha kompleks ve zenginlestiriimis  besi  ortamlarinda

yasayabilmektedirler.

Mikroorganizmalarin temel olarak ihtiya¢ duydugu besin maddeleri, karbon, azot

ve mineraller olmak Gzere Ug¢ grupta toplanabilir.

2.3.2.1. Karbon

Karbon, mikro ve makro molekullerin yapisina girdiginden mikroorganizmalarda

ihtiyac duyulan 6nemli maddelerden biridir. Ototrof mikroorganizmalar gerekli
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enerjiyi gun 1s1ginda, karbon kaynagi olarak karbondioksiti veya c¢ozeltideki
bikarbonatlari kullanarak gunes enerjisinden saglarken, karanlikta glukoz ve
sakkaroz gibi organik kaynaklardan elde eder. Heterotrof mikroorganizmalar ise
karbon kaynagi olarak nisasta, seker (sakkaroz, glukoz, fruktoz vb.), yadlar,

organik asitler ve hidrokarbonlar gibi maddeleri kullanirlar (Aksu, 1988).

2.3.2.2. Azot

Azot, bazi mikroorganizmalarda c¢esgitli molekillerin yapisinda yer almasinin
yanisira enzimler, nukleik asitlerdeki puarin ve pirimidin bazlarinda da
bulunmaktadir. Bu sebeple kritik 6neme sahip bir elementtir ve c¢esitli
kaynaklardan temin edilir. Mikrobiyal buyume icin gerekli azot kaynaklari,
genellikle NH4 ve NO3s  gibi anorganik maddeler olabilecegi gibi, Urin, pepton,
maya ekstrakti, aminoasitler gibi organik azot kaynaklari da olabilmektedir
(Yucel, 2011).

2.3.2.3. Mineraller

Mikroorganizmalar, karbon ve azot gibi temel elementlerin yani sira O, H, P, S,
K, Ca, Mg ve Fe ile nadir de olsa Cu, Mn, Ni, Zn, Co gibi iz elementlere de ihtiyag
duymaktadir. S6z konusu maddeler, mikroorganizmalarin gelisiminde ve Grdn

olusturma sureclerinde etkilidir (Pekin, 1983).

2.3.3. Mikrobiyal Uremeye Etki Eden Fiziksel Parametreler

Mikroorganizmalarin gelismesi ve Uremesi igin besin miktari kadar pH, nemlilik,
sicaklik gibi onemli parametrelerin de en uygun degerlerde saglanmasi
gerekmektedir ve tim bu ortam gereksinimleri, mikroorganizmaya goére farkhlik
gOstermektedir. Uygun sartlar saglanamadigi takdirde mikroorganizmalar
canliliklarini yitirirler veya mevcut sartlara adapte olarak yagsamlarini strdururler.
Adaptasyon durumu, ortam kosullarina ve mikroorganizmanin s6z konusu ortam

kosullarina kargi toleransiyla baglantihidir (Pekin, 1983; Kargi, 1993).
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Ortam pH’1

Mikroorganizmanin en iyi Uremeyi gOsterdidi en uygun pH degeri
mikroorganizmanin gesidine gore degisiklik gosterebilir. Bu deger, bakterilerde
3,0-8,0, mayalarda 3,0-6,0 ve kuf mantarlarinda 3,0-7,0 araligindadir. Hicrelerde
besin transferinde gorevli enzimlerin belirli bir optimum galisma pH degeri vardir.
Bu degerin Uzerindeki veya altindaki ¢alisma pH’larinda, enzim aktivitesinde
azalma ve hucre buyumesinde yavaslama s6z konusudur. Ayrica, hucre diginin
asidik veya bazik olmasi durumunda, hicre igi organeller de olumsuz

etkilenmektedir.

Ayni mikroorganizmada, mikrobiyal Ureme icin gereken optimum pH ile
mikrobiyal Grun Uretimi i¢in gereken optimum pH degeri arasinda farklilik olabilir.
Bu fark genelde (+1)-(£2) aralhigindadir (Kargi, 1993).

Sicaklhik

Her mikroorganizmanin gelisebildigi en dusik, en uygun ve en yuksek sicaklik
degerleri vardir. En uygun Ureme sicakligi, mikroorganizmanin gesidine gore
degisiklik gostermektedir. Sicakhgin artmasi veya azalmasi, ortamdaki
¢ozUnmus oksijen derigsimini, dolayisiyla biyolojik aktiviteyi etkileyebilecegi gibi
enzim aktivitesi Uzerinde de degisikliklere sebep olabilmektedir. En uygun
sicaklik, mikroorganizmanin buyime ve uremesi anlaminda genellikle iyi olsa da,
mikrobiyal suregte olusacak yan urlnlerden bazilarinin (enzim, gesitli metabolitler

vb.) sentezlenmesi icin her zaman iyi sonuglar saglayamayabilir.
Coziinmiis Oksijen ihtiyaci

Mikroorganizmalar oksijen ihtiyaclarina gore; aerobik, fakultatif, mikroaerofilik ve
anaerobik olmak Uzere dort kisma ayrilirlar. Aerobik mikroorganizmalar,
uremeleri icin havada bulunan oksijene ihtiya¢ duymaktadirlar. (B. anthracis, B.
subtilis, P. multocidae, M. tuberculosis, vb.). Bu ihtiyag, surekli karistirma
yapilarak havadaki oksijenin besin ortamiyla etkilesimi saglanarak elde edilir.

Boylelikle substratin  oksijenle temasi saglanmig olur. Bu gruptaki
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mikroorganizmalar oksijensiz ortamlarda buyumezler veya Uremeleri cok zayiftir.
Fakdultatif mikroorganizmalar, sahip olduklari 6zel enzimatik yapi sebebiyle, hem
aerobik hem de anaerobik kogullarda geligebilir ve Ureyebilirler (Enterobakteriler
gibi). Mikroaerofilik mikroorganizmalarin Gremesi i¢in ortamda bulunan oksijenin
miktarinin duguralmesi gerekmektedir. Bu nedenle laboratuvarlarda % 5-10 CO:
kullanilir. Brucella abortus ve Campylobacter fetus gibi mikroorganizmalarin ilk
izolasyonlarinda ekilmis besi yerlerinin muhafaza edildigi etiv veya kavanozun
havasina % 10 CO: eklenir. Anaerobik mikroorganizmalar, oksijenin toksik etkisi
sebebiyle oksijeni alinmis besi yerlerinde ya da oksijen bulunmayan ortamlarda
gelisebilirler (Klostridiumlar, S. necrophorus, vb.). S6z konusu ortami olusturmak
igin besin ortamina CO, veya N> eklenmesi uygulanan yontemlerdendir (Kargi,
1993).

Inhibitorler

Mikroorganizmanin iginde bulundugu besi ortaminda, Greme verimini ve hizini
olumsuz bir sekilde etkileyen bilesikler inhibitdr olarak tanimlanmaktadir. Bu
bilesikler icinde ilk sirada fenol, pestisit gibi kimyasallar yer alirken, yuksek
miktarda substrat veya Uurlin derisimi de inhibisyona neden olabilmektedir.
Mikroorganizmalarin inhibitdrlere olan direnci ve adaptasyon kabiliyeti, ortamdaki
bilesenlere, mikroorganizmaya ve o andaki fizyolojiye baglh olarak farklilik
g6stermektedir (Oztiirk, 1999).

Aktivatorler

Mikroorganizmanin dreme verimini ve hizini, dolayisiyla enzimlerin etkinligini
artiran maddelere aktivator denilmektedir. Aktivatorlerin - mikroorganizma
Uzerindeki  etkisi, ortamdaki bilesenlere ve mikroorganizmaya gore

degismektedir.
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2.3.4. Mikroorganizma Ureme Kinetigi
Endustriyel Olgekli bir mikrobiyal Uretimin planlama asamasinda, kullanilacak
olan mikroorganizmanin segimi, fizyolojik Ozelliklerinin tespiti, optimum ortam

kosullarinin belirlenmesi ve reaktor segimi dnemlidir.

Mikrobiyal Ureme asamasinda besin ortamina kultirin eklenmesiyle baslayan
cesitli ureme safhalari s6zkonusudur ve mikroorganizmalarin ¢ogalmasi belirli
kurallar gergevesinde gergeklesir. Bu kapsamda sz konusu evreler 6 kisimda

incelenir ve Sekil 2.3.te gosterilmistir (Sener, 2005).

In (Hocre Saysi)

L

Faman

Sekil 2.3. Mikroorganizmanin dreme evreleri.

A Hazirlik evresi: Bu evrede hucre bolunmesi gorulmez ve ilk hicre bolunmesi
gérulene kadar hazirlik evresi surer. Asilama yapilan hicre sayisi sabittir. Besi

ortamindan alinan su ve diger besin maddeleri RNA, ribozom ve proteinin

sentezlenmesinde kullanildigindan hucre ¢ogalmasi olmadigi halde biyokutle

artis1 s6z konusudur.
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B Hizlanma evresi: Hicre ¢ogalmasi bu evrede baslar fakat yavastir. DNA
miktarinda artma vardir, enzim sentezlenmesi devam eder, RNA miktarinda

onemli artig olur. Genelde A ve B evreleri birlikte degerlendirilir.

C Logaritmik veya ustel lireme evresi: Buyume hizi pratikte sabittir ve en Ust
seviyeye ulagsmistir. Hlcre kutlesi ve sayisinda ani bir artis s6z konusudur. RNA
ile karsilastirildiginda DNA sentezinin daha fazla oldugu goérular. Hacreler diger
evrelere gore daha kuguktur. Hucrelerin kuru katlesinin hicre sayisina orani diger

evrelerle karsilastirildiginda daha azdir.

C Duraklama evresi: Ortamdaki besin maddelerinin tUkenmeye baslamasi ve
toksik yapilardaki artistan kaynakli hicre gogalma hizi énemli derecede azalir,

ama hucre sayisi ve biyokutlenin artigi surer.

D Sabit evre: Yeni olusan hucre sayisi ve 6len hicre sayisi dengelenmigtir. Yani
toplam hucre sayisi sabittir ve net ireme hizi sifirdir. Biyosentezler ekseriyetle

ikincil metabolit Gretimine yoneliktir.

E Oliim evresi: Olen hiicre sayisi, yeni olusanlarinkinden daha fazladir. Otoliz

nedeniyle ortam yogunlugu ve viskozite azalir.

2.3.5. Kuf Mantarlari (Funguslar)

Mikroorganizmalar iginde ¢ok kapsamli bir grup olup, endustriyel ve medikal
oneme sahiptirler. Silindirik, dallanmigs filamentler veya ipliksi sekilde bulunurlar.
Kiaf mantarlari, ¢ok cesitli besin kaynaklari Uzerinde Ureyebilen aerobik ve
heteretrofik organizmalardir. Kif mantarlari kultirlerinin morfolojisi, blylime
ortami ve sartlari, asilama ve mantar tlrline goére kontrol edilebilir. Erlendeki
kiltar ortaminda kullanilan spor asisinin seviyesi, morfolojiyi etkileyebilir. Diguk
miktardaki spor asisi, pellet seklinde buylumeye yol acarken, kritik seviyenin

uzerindeki degerlerde filamentli buylime gbzlenebilir (Byrne ve Ward, 1989).
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Rhizopus arrhizus

Filamentli mantarlardan Rhizopus cinsi mantarlar, taksonomik olarak
Zygomycota subesinde, Zygomycetes sinifinda, Mucorales takiminda ve

Mucoraceae familyasinda yer alir.

Rhizopus cinsinin gesitli tlrleri, gida endustrisinde ve ¢esitli organik asit ve
enzimlerin Uretimi gibi endustriyel proseslerde kullaniimaktadir. R. delemar, R.
japonicus, R. niveus ve R. oryzae gibi R. arrhizus da lifli mantarlardandir ve lipaz
Uretimi icin en ¢ok kullanilan tarlerdendir. Bunlarin yaninda; Aspergillus, Mucor,
Penicillium ve Geatrichum cinsleri de lipaz enzimi Ureten

mikroorganizmalardandir.

Rhizopus arrhizus, spor olusturan bir kif mantaridir. En uygun dreme sicaklig
30-35°C olup, en dlsuk 5-7 °C, en yuksek 44-49 °C olmak Uzere genis bir sicaklik
araliginda Urer. Koloniler Ureme periyodunun degisik evrelerinde beyazdan
kahverengiye donuserek ve genellikle sivi besin ortaminin yuzeyinde 10 nm
yukseklige ulasabilen kif olusturarak Urerler. Patates, dekstroz agar, malt 6zutu,
soya pepton, glukoz, sakkaroz gibi besinleri igeren ortamlarda 6zellikle pH 5,4-

5,6 araliginda hizla blyurler (Cagatay, 2003).
2.4. Enzimler

2.4.1. Enzimlerin Ozellikleri

Canlilarda yasamsal faaliyetlerin devami, enzimler araciligi ile bazi kimyasal
reaksiyonlarin gerceklesmesine baglidir. Enzimler, canli dokularin bilegiminde az

miktarda bulunan ancak ¢ok énemli rolleri olan 6zel molekdillerdir.

Kimyasal tepkimelerin baslayabilmesi icin aktivasyon enerjisi denilen belirli bir
enerji duzeyine ihtiya¢g bulunmaktadir. Enzimler aktivasyon enerjisi engelini

asmak icin canlilar tarafindan katalizor olarak kullanilirlar.
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Her enzim belirli substratlara 6zeldir, yani her enzim gesidi belirli yapidaki
molekullere etki edebilir. Enzim ile substrati arasinda anahtar-kilit uyumuna

benzer bir uyum s6z konusudur.

Enzimler, katalitik aktivitesinde ve 6zgul olmasinda etkili olan Ug¢ boyutlu
katlanmis protein molekullerinden olusan bir yapiya sahiptir. Bu yapi igerisinde,
0zgun substrat molekullerinin baglanabildigi ve kataliziemeden sorumlu aktif
bdlge denilen oluk ya da cep seklinde 6zel bir bolum bulunmaktadir. Bu bolim,
aminoasitlerden olusan 6zel bir geometriye sahiptir ve bu nedenle enzimler

yuksek spesifiklik gosterirler (Tutar, 2009).

Enzimlerin ¢calismasi surecinde, ilk olarak enzim substratini tanir ve enzimin aktif
bdlgesine gegici olarak baglanir. Bu sekilde enzim ve substrattan meydana gelen
gegici bir kompleks yani ara bilesik olugsur. Daha sonra enzimin aktif bdlgesi,
substrat Uzerinde degisiklik yapar ve UrUnler olusur. Bundan sonra enzim,
aranden ayrilarak hicbir degisiklige ugramadan reaksiyondan c¢ikar (Anonim,
2018).

Enzimlerin genel 6zellikleri asagida siralanmigtir:

= Her enzim ¢esidi bir substrata 6zel oldugu i¢in her enzim belirli reaksiyonu

katalizler.

= Enzimler tuketiimezler ve higbir degisiklige ugramadan reaksiyondan

cikarlar. Bu nedenle tekrar tekrar kullanilabilme 6zelligine sahiptirler.

= Enzimler bir reaksiyonu bagslatamazlar, sadece aktivasyon enerjisini

dusurerek reaksiyonu hizlandirirlar.

» Enzimler hiicre igerisinde uretilirler. Uretildikten sonra hicre icinde veya

hicre disinda calisabilirler. Yapay olarak da enzim tretimi s6z konusudur.

= Enzimlerin etkileri substratin dis ylzeyinden baslar. Substratin ylzeyi ne

kadar genis ise enzim o kadar hizli calisir ve reaksiyon suresi kisalir.
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= Enzimler genellikle tersinir (gift yonlu) olarak ¢ahligirlar. Bu sekilde, enzim bir

reaksiyonu hem girenler hem de urlnler yoninde katalizleyebilir.

2.4.2. Enzim Aktivitesi

Enzim aktivitesi, enzim tarafindan katalizlenen bir enzimatik tepkime igin, en
uygun calisma kosullarinda gerekli enzim miktarinin belirli sturede Urlne
donugturalen substrat miktarina gore ifadesidir. Aktivitesi yuksek olan enzim,
belirli bir sirede daha fazla substrati Grin haline donusturir. Enzim aktivitesini

ifade etmek icin en sik kullanilan birimler agagida tanimlanmistir (Kargi, 1993).

Enzim Unitesi (U): En uygun kosullarda, 1 dakikada, 1 pymol substrati Griine

donusturen enzim miktaridir.

Spesifik Aktivite (U/mg): 1 mg protein basina enzim Unitesidir. U/mg protein

olarak hesaplanir. Enzimin saflik derecesini gosterir.
2.4.3. Enzimlerin Galigmasini Etkileyen Parametreler
Enzimlerin galismasi ve enzimatik reaksiyonlarin hizi gesitli etkenlere bagli olarak

degisim gostermektedir ve asagida 6zetlenmistir (Anonim, 2018).

Enzim derigimi: Enzim derisiminin artmasiyla reaksiyon hizinda da artis s6z

konusudur.

Substrat derigimi: Ortamdaki enzim miktari sinirliysa, reaksiyon hizi substrat
derisimindeki artisa bagl olarak dnce artar ve daha sonra reaksiyon sabit hizla

devam eder.

Substrat ylizeyi: Enzimler etkilerini substratin dis ylzeyinden baslattiklari icin
substratin toplam yuzey alani arttikga etki ylzeyi de artacagindan enzimatik

reaksiyonun hizi da artar.

Sicaklik: Enzimler protein molekillerinden olustugundan, ortamdaki sicaklik

degisimlerinden etkilenirler. Bir enzimin en iyi calisabildigi sicaklik degerine en
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uygun sicaklik denilmektedir ve ortam sicakliginin bu degerden daha dusuk veya

yuksek olmasi enzimin galismasini olumsuz etkiler.

Sicakligin dusurulmesi durumunda enzimin galismasi yavaslar, ancak enzimin
yapisi bozulmaz. Sicakhdin en uygun dederin Uzerine c¢ikarilmasi ise, hem

enzimin ¢calismasini yavaslatir hem de enzim yapisini bozabilir.

pH: Enzimler, bulunduklari ortamin pH degisimlerine ¢ok duyarldirlar. Genellikle
pH derecesinin notr veya notre yakin oldugu degerlerde calisabilirler. Ancak her
enzimin optimum calistigi bir pH degeri vardir ve bu deger enzimlerde farklilik

gOsterebilir.

Ortamdaki su miktari: Enzimler ancak sulu ortamda calisabilir. Ortamdaki su

miktarinin degisimi enzimin aktivitesini de degistirir.

Kimyasal maddeler: Ortamdaki bazi kimyasal maddeler yani aktivatorler (Ca,
Mg, vb.) enzimin etkinligini arttirarak reaksiyonu hizlandirabilir. Aksine,
inhibitorler (Cu, Hg, vb.) enzimin etkinligini azaltarak reaksiyonu yavaslatir veya

durdurabilir.

2.4.4. Enzim Kaynaklari

Enzimler, herhangi bir canlidan elde edilebilir. Ticari olarak kullanilan enzimlerin
blyulk ¢cogunlugu kuf mantarlari ve mayalardan uretilmektedir. Bunun yani sira;
bakterilerden, hayvanlardan ve bitkilerden de ticari enzim Uretimi saglanmaktadir.
Gunumuzde enzim kaynagi olarak mikrobiyal kaynaklar daha c¢ok tercih
edilmektedir. Clnkl Uretimleri daha ucuzdur. Enzim igeriklerinin kontroli daha
kolay saglanir. Bitkisel ve hayvansal kaynakli enzimlere goére daha kararl
yapidadirlar. Bunun vyani sira mikrobiyal kaynaklarla kargilastirildiginda,
hayvansal ve bitkisel kaynakli enzimler sagliga zararli maddeler icerebilmektedir
(Marul, 2007).
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2.4.5. Enzimlerin Siniflandiriimasi

Enzimler, salgilanip faaliyet gosterdikleri yere gore hucre i¢i ve hicre disi olmak
Uzere iki sinifta incelenir. Hicre ici enzimler, hucre iginde yer alir ve burada
aktivite gosterirler. Hucre digi enzimler ise, salgilandiklari yerden baska bir yerde

faaliyet g0sterirler.

Enzimler etki ettikleri reaksiyon ¢esidine gore de siniflandirmaya tabi tutulurlar.
Bunlar oksidoreduktazlar, transferazlar, hidrolazlar, liyazlar, izomerazlar ve

ligazlar olmak Uzere alti gesittir (Tutar, 2009).

2.5. Lipaz Enzimi

Lipaz, 1856 yilinda Claude Bernard tarafindan kesfedilen ilk enzimdir. O
zamandan beri arastirmacilar, enzim Ureten mikroorganizmalara bulyuk ilgi
gostermiglerdir. Bu ilgi, enzimlerin buyuk ekonomik potansiyelinden dolay yildan

yila artmaktadir (Pogori, Xu ve Cheikhyoussef, 2007).

Lipazlar, dinya enzim marketinde proteaz ve karbohidrazlardan sonra yer
almakta ve toplam enzim marketinin yaklasik % 5’ini olusturmaktadir (Marul,
2007). Lipaz, dogada yaygin olarak bulunmaktadir. Hayvanlar, bitkiler ve
mikroorganizmalar tarafindan Uretilmektedir. Hayvansal lipazlara doku lipazi
(lipoprotein, karaciger lipazi vb.), sindirim sistemi lipazi (pankreas, incebagirsak
lipazi vb.) ve sit lipazi 6rnek olarak gésterilebilir. Bugday, misir ve yulaf lipazlari
ise bitkisel kaynakli lipazlardandir (Tutar, 2009). Fakat yalnizca mikrobiyal
lipazlar, ticari anlamda 6nemlidir. Clnka Uretimleri daha ucuzdur. Bitki ve hayvan
kaynakli lipazlara gére daha kararli yapidadirlar. Ozellikle gida, deterjan ve ilag

endustrisinde genis bir kullanim alanina sahiptirler.

Mikrobiyal lipazlar, mayalar, kif mantarlari ve bakteriler tarafindan uretilir. Lipaz
enzimi Ureten kif mantari turleri Cizelge 2.5.'te verilmektedir (Pogori, Xu ve
Cheikhyoussef, 2007).
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Cizelge 2.5. Lipaz enzimi Ureten kuf mantari tarleri.
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Bacillus, Staphylococcus, Lactobacillus gibi cinsler de bakteriyel kaynakli lipaz

uretiminde kullaniimaktadir.

Dunyadaki mikroorganizmalarin ancak %2’si enzim kaynagi olarak test edilmigtir.
Bu nedenle arastirmacilar, enzimlerin Uretimlerini arttirma ydnindeki
calismalarini surdurmektedirler. Kif mantarlari, ylksek katalitik potansiyel ve
kararlilikta lipaz enzimi dretir. Bu durum, onlari gesitli endlstriyel tretimler igin

uygun kilmaktadir.

Lipaz enzimi EC kodu ile birlikte gosterilir. Kodda verilen birinci basamak, enzimin
ait oldugu sinifi temsil eder. Kod numarasindaki ikinci ve tG¢lincti basamaklar ise,
katalizlenen reaksiyonun tlrlni gdstermektedir. Lipazin enzim numarasi EC
3.1.1.3’tur. Burada;

3: Enzimin ana sinifi olan hidrolazi,

1: Hidrolaz igcinde birinci alt sinifi ve etkiledigi bag olan ester bagini,
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1: Alici olan karboksilik ester hidrolazini,
3: Enzim sira numarasina gore lipazi
ifade etmektedir.

2.5.1. Lipaz Enziminin Katalizledigi Reaksiyonlar

Lipazin katalizledigi reaksiyonlar, hidroliz, esterifikasyon, asidoliz ve alkolizle
transesterifikasyon, interesterifikasyon ve aminoliz reaksiyonlaridir. Reaksiyonlar
Sekil 2.4.’te gosterilmektedir (Gul, 2013).

Hidroliz

Esterifikasyon

Asidolizle

transesterifikasyon TSoR;

Alkolizle

Transesterifikasyon

.l + R-0OH - e X ROt

AR

0 Lipaz 0
interesterifikasyon I -
+ Re OF f OR 2
0 Lipaz 0
Aminoliz _L ¢+ RNHy — | : RLOH

MM,

Sekil 2.4. Lipazin katalizledigi reaksiyonlar.
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2.5.2. Lipaz Enziminin Segiciligi

Enzimlerin, kimyasal tepkimelerde kullanilan katalizorlerden farkl kilan en 6nemli
Ozellikleri segici olmalaridir. Lipaz enziminin segiciligi, enzimin molekuler
Ozellikleri, substratin yapisi ve enzimin substrata baglanmasini etkileyen
faktorlerle iliskilidir. Lipaz enziminin spesifikligi G¢ gruba ayrilir. Bunlar: pozisyon,

substrat ve stereo segiciliktir (Oztuirk, 2002).

Bazi lipaz enzimleri, yagdaki gliserit ile yag asidi arasindaki baglari rastgele
parcalar ve bu durumda gliserit molekulinin pozisyonu énemli degildir. Candida
rugosa, Cory mebacterium acnes, Chromobacterium spp (gesitli tlrleri) ve
Staphylococcus aureus gibi mikroorganizmalarin salgiladigi lipaz enzimleri
bunlara 6rnek verilebilir. Pozisyon segiciligi olan lipazlar ise, yadin sadece sn-1,3
pozisyonundaki yani dis taraftaki ester baglarini pargalar. Aspergillus niger,
Rhizopus oryzae, Mucor miehei, Rhizopus arrhizus ve Rhizopus delemar
mikroorganizmalarindan udretilen lipaz enzimi bu gruba drnek olarak verilebilir. R.
arrhizus lipazi, 1,3-pozisyonundaki trigliseritlerden yag asitlerini hidrolize eder
(Gerard ve Byrne, 1985). Kimi lipaz enzimi ise yag asidi zincir uzunluguna gore
secicilik gosterir. Ornegin, Penicillium cyclopium lipazi uzun zincirli yag asitlerini
parcalama 6zelligi gosterirken, Aspergillus niger kisa zincirli yag asitlerine kargi
spesifiktir. Son olarak ise, yag asidi segici lipaz enzimleri bulunmaktadir. Ornegin
Geotrichum candidum lipazi cis-9 pozisyonundaki cift bag iceren uzun yag

asitlerine kargi secicilik gosterir.

2.5.3. Serbest ve Tutuklanmig Lipazin Kullanimi

Lipaz enziminin Uretimi, saflastirma prosesinden dolayi yuksek maliyetlidir. Bu
durumda, serbest lipaz enzimiyle biyodizel uretimi geleneksel yéontemle (dizel
yakit eldesi) karsilastinldiginda ekonomik olmamaktadir. Daha iyi enzim
yuklemesi yapmak, aktivite ve kararhligi korumak, dolayisiyla enzimin kullanim
suresini arttirmak ve boylece maliyeti dusurmek igin lipaz bir destek Uzerine
immobilize edilerek kullanilabilmektedir. Destek matriksini segme ve dizayn etme,

enzim immobilizasyonunda dnemlidir (Ahmad ve Sardar, 2015).
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Enzim immobilizasyonunda gesitli yontemler mevcuttur. Bunlar arasinda ¢apraz
bagli enzim tutuklamasi, mikro dalga destekli immobilizasyon, ylksek verimli
(click) kimya teknolojisi, mezopor destekler ve son zamanlarda énem kazanan
nano partikul bazli enzim immobilizasyonu sayilabilir (Ansari ve Husain, 2012).
Tutuklamada destek materyali olarak, genis ylzey alanina ve gézeneklilige sahip
ags! poliiretan kopuk, polietilen, silika-jel, zeolit, tekstii membranlari ve son
zamanlarda da nano partikiller kullaniimaktadir (Elibol ve Ozer, 2000; Ansari ve
Husain, 2012). Sahip olduklari kiguk boyutlari ve genis yuzey alanlarindan dolayi
nano partikuller, son zamanlarda enzim kararlihd! icin mikemmel destek
malzemesi olarak ortaya gikmaktadir. ilave olarak nanopartikiiler, sertlik ve
elastisite gibi mekanik malzeme 6Ozelliklerini glglu bir sekilde etkiler ve enzim
immobilizasyonunda biyouyumlu c¢evre saglar (Jin ve Bierma, 2010). Enzim
immobilizasyonunun avantaji, ayirma olmaksizin enzimin tekrar kullanilabilir

olmasi ve yuksek verim elde edilmesidir.

Saf enzim kullanimina alternatif olarak enzimi Ureten mikroorganizmanin
kendisinin kullanimi da dénerilmektedir. Bu durumda 6zellikle mikroorganizmanin
hlcre duvari veya membraninda bulunan ve hicre igi enzim olarak bilinen enzim
onem kazanmaktadir. Boylelikle, eldesi igin kiltir ortamindan ekstraksiyon ve
saflastirma islemlerinin zorunlu oldugu hlcre disi enzim yerine hlcrenin kendisi
katalizor olarak kullanilir ve daha ucuz bir ydntemle elde edilmis olur (Ban ve ark.,
2001). Ayrica kultar ortamina destek materyaller eklenerek de mikroorganizma
immobilize edilebilir (Jin ve Bierma, 2010). Hlcrenin kendisinin katalizér olarak
dogrudan kullanilmasi Uzerine onemli oOlgude c¢alismalar yapiimaktadir

(Devanesan, Viruthagiri ve Sugumar, 2007).

2.6. Mikrobiyal Lipaz Katalizorliigiinde Biyodizel Uretimi ve Uretimi

Etkileyen Parametreler

Mikrobiyal lipaz katalizori kullanarak yapilan biyodizel uretim caligmalarinda,
biyodizel verimini etkileyen en onemli parametrelerden biri lipaz aktivitesidir.
Literatir calismalari incelendiginde, lipaz aktivitesini arttirmaya veya lipaz

inhibisyonunu Onlemeye yoOnelik aragtirmalar yapildigi gorulmektedir. Bu
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kapsamda lipaz enzimini Ureten mikroorganizmanin buyudugu kultir ortamina
cesitli indukleyici ilavesi yapilarak aktivitenin arttiriimasi, transesterifikasyon
reaksiyonu suresince lipaz aktivitesini olumsuz etkileyecek (inhibisyon)

parametrelerin arastirilarak yeni tekniklerin gelistiriimesi 6nem kazanmaktadir.

2.6.1. Kiiltiir Ortamina indiikleyici ilavesi

Literatirde Rhizopus mantarlariyla yapilan calismalar incelendiginde, yag, yag
asidi veya surfaktanlar ve diger karbon ve azot kaynaklarinin kultir ortamlarina
eklendiginde Rhizopus mantarlarinin Urettigi lipazin artiriimasina yonelik
indUkleyici etkilerinin oldugu gozlenmigtir. Calismalardan farkl turdeki Rhizopus
mantarlarinin hicre igi ve hucre disi lipaz Uretim mekanizmasinin, blyime
ortamindaki farkl bilesenlerle farkliik gdsterdigi saptanmigtir. R. chinensis’in
hicre ici lipaz aktivitesi, besin ortamina eklenen oleik asit, zeytinyagdi ve ¢ay yagi
gibi indUkleyicilerle 6nemli derecede artis gosterirken, bu maddelerin olmadigi
kultar ortamlarinda hucre digi lipaz aktivitesi daha yuksek bulunmustur. Ancak;
bazi funguslarda ise tam tersine indukleyici substratlarin varliginda daha yuksek
hlcre digi lipaz enzimi Uretilebildigi gdézlenmistir (Pogori, Xu ve Cheikhyoussef,
2007).

R. oryzae’nin kullanildidi bir calismada kultir ortamina eklenen zeytinyagi, oleik
asit, metil kaprot ve tween 80’nin lipaz akivitesine etkisi arastiriimig, zeytinyagi
ve oleik asidin hucre i¢i metanolizis aktivitesini arttirdigi tespit edilmistir. Ayrica
yapilan galismayla hucre i¢i lipaz Uretiminde artig gozlenmistir. Hucre disi lipaz
hidroliz aktivitesinin ise ortamda zeytinyagi olmadigi durumda daha yuksek
oldugu raporlanmigtir. Western blot analizi gostermistir ki; zeytinyaginda buytyen
hiucrelerde lipaz salgisi etkili bir sekilde onlenmis ve lipaz, hicre duvar ve
membrana yakin olarak sinirlandiriimistir. Bu da alikonmus lipazin hicre igi
aktivitesinde artisa sebep olmustur. Ayni c¢alisma kultur ortamina eklenen
doymamig yag acil zincirleri iceren oleik asit veya zeytinyaginin eklenmesiyle
kiltar ortamina lipazin salgisinin biyuk olgtide engelledigini belirtirken, palmitik

ve stearik asit gibi doymus yag asitlerinin kultur ortamina eklendiginde buyuk
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miktarda lipazin hucre digina salgilandigini belirtmislerdir (Fukuda ve ark.,
2008).

Cogu arastirmaci, filamentli mantarlarin gogunlukla hicre duvarlarina yakin
yerlerde lipazlarin yerlestigini rapor etmiglerdir. Fakat, Davranov ve arkadaslari,
Oospara lactis’in iki farkl lipaz Grettigini, bunlardan birinin 43 kDa molekil
agirliginda ve periplosmik boslukta bulundugunu, ortamda serbestgce hareket
edebilecegini, diger lipazin ise 40 kDa molekul agirliginda oldugunu ve hucre
membranina sinirinda yer aldigini rapor etmiglerdir. R. oryzae da O. lactis’e

benzer 6zellikler gostermektedir (Bana, 2002).

Hama ve arkadaslarinin yaptigi c¢alismada, westernblot analizi ile R. oryzae
icerisinde molekuler agirlik degerleri 34 ve 31 kDa olan iki tipte lipaz enzimi tespit
edilmistir. Sekil 2.5.’de goéruldugu gibi 34 kDa lipazi (ROL 34), hicre duvarina
sinirda iken, 31 kDa lipazi (ROL 31) hicre membraninda yer almaktadir (Fukuda
ve ark., 2008).

Hucre duvari

Hucre zar

Stoplazma

|
Pre pro ROL

Sekil 2.5. R. oryzae hicresinde lipaz enziminin olugsmasi ve hicre iginde

yerlesiminin sematik gésterimi (Fukuda ve ark., 2008).
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Mikroorganizmanin buylme surecinde, hiicre membrani sinirina yakin olan ROL
31 lipazinin miktari zamanla hicre iginde keskin bir sekilde azalmaktadir. Daha
fazla miktarda olan ROL 34 substratla iligkili bilesenlerden bagimsizken, ROL
31’in miktari, substrata bagimli ve zeytinyadi veya oleik asitin mevcut oldugu
Uureme ortaminda daha buyuk bulunmustur. Daha 6nemlisi, membranda bulunan
ROL 31 lipazinin miktarinin, hicre i¢i metanolizis aktivitesiyle guglu bir sekilde
iligkili oldugu tespit edilmistir (Hama ve ark., 2006). Bu bulgular, ROL 31 miktarini
artiracak denemelerin, ayni zamanda daha ylksek enzim aktivitesine sebep

olabilecegini gostermektedir (Fukuda ve ark., 2008).

Baska bir calismada ise, besin ortamindaki kalsiyum ve sodyum iyonlarinin lipaz
enzimini aktive ederken, demir ve EDTA’nin ise aktiviteyi inhibe ettigi tespit

edilmigtir (Gerard ve Byrne, 1985).

2.6.2. Transesterifikasyon Reaksiyon Ortamindaki Su Miktari

Lipaz, suda ¢ozlnebilir proteinlerdendir. Lipazla katalizlenen transesterifikasyon
reaksiyonlarinda, lipazin katalitik aktivitesi yag/su ara yuzey alanina baglidir ve
tepkime yag/su ara yuzeyinde birka¢ adimda basarilir. Birinci adimda lipaz ara
yuzeye adsorbe olur, ikinci adimda enzim-substrat kompleksi olugur ve son Urin
olusumu ile katalitik proses tamamlanir. Lipaz enziminin aktif konformasyonunu
(G¢ boyutlu yapisi) strdirmesi, yad/su ara yuzeyini olusturmasi ve reaksiyonu
katalizlemesi igin reaksiyon ortaminda minimum su miktarinin bulunmasi
gerekmektedir (Dobreva ve ark., 2011). Diger yandan, ortamda asiri suyun
bulunmasi, yagin hidrolizine ve serbest yag asidi iceriginde artisa neden
olmaktadir. Bu sebeple, optimum su igerigi, hidrolizi onleyecek minimum duzeyle,
biyokatalizoérin aktif calismasini saglayacak maksimum dizey arasinda

olmaldir.

Yapilan calismalar, yuksek serbest yag asidi igeriki ham maddelerin
esterifikasyon/transesterifikasyonunda  olusan  suyun  uzaklastiriimasiyla
dontsim  hizinin  iyilestirilebilecedini  gdstermistir.  Suyun  ortamdan

uzaklagtirilmasi igin birka¢ yontem kullaniimaktadir. Adsorbent olarak molekuler
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elek kullanimi en vyaygin kullanilan yontemlerdendir. Molekuler elekler,
hidrokarbon ve alkolleri adsorplamadigindan tercih edilirler. Azocar ve
arkadaglari, 3A° molekuler elegi adsorbent olarak kullanarak Novozym 435 ile
atlk yagin metanolizis reaksiyonunda donusimde vyaklasik % 20 artis
saglamislardir. Bazi ¢alismalar immobilize lipazin yagla, metil ester ve alkolle 6n
isleminin, arkasindan reaksiyon karisimina gliserol eklenmesinin reaksiyon
donUsimuanu arttirdigini gostermistir. Disaridan ilave edilen gliserol, suyu
ortamdan uzaklagtirmakta ve bu durumda molekuler elek, silika jel gibi adsorbent

ihtiyaci ortadan kalkmaktadir (Dobreva ve ark., 2011).

Diger yandan bazi arastirmacilar reaksiyon ortamina suyun eklenmesinin, enzim
aktivitesi icin ihtiyag duyulan gerekli ara ylizey olusumunda transesterifikasyon
reaksiyonundaki ester verimini arttirabilecegini belirtmiglerdir. Tan ve
arkadaslarina gore; Candida spp ile katalizlenen metanolle gergeklestirilen
transesterifikasyon reaksiyonunda (metanolizis) trigliseritler ilk olarak yag
asitlerine hidrolize olmakta, ardindan bu serbest yag asitleri metil esterlere
donustirulmektedir. Bdylece reaksiyonun ilk asamasinda, yuksek su igerigi yagin
hidrolizine olanak vermekte, reaksiyonun son asamasinda ise interesterifikasyon
onemli rol oynamaktadir. Li ve arkadaslari, metanolizis reaksiyonunu yuksek su
iceriginde,  liyofilize  tim  hdcreyi  biyokatalizér  olarak  kullanarak
gerceklestirmislerdir. Deng ve arkadaslari, R. miehei ve T. lanuginosus’dan
immobilize lipazla %96 saflikta etanol kullandiklarinda susuz etanole goére daha

iyi aktivite elde ettiklerini raporlamiglardir (Dobreva ve ark., 2011).

Shah ve arkadaslari, jatrofa yagindan ¢ézlcuslz ortamda biyodizel Uretimi igin
uc farkli lipaz (Chromobacterium viscosum, Candida rugosa, Porcine pancreas)
ile transesterifikasyon ¢alismiglar, sadece Chromobacterium viscosum igin kayda
deger bir verim elde edebilmiglerdir. Celite-545 Uzerinde Chromobacterium
viscosum lipazinin immobilizasyonu ile 40 °C’de 8 saatlik reaksiyon sonunda
verim, %62’'den %71’e ¢ikmistir. Ortama su ilavesiyle, serbest ve immobilize

enzim preperatlari, verimi sirasiyla %73 ve %92ye c¢ikartmistir. Lipaz
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immobilizasyonu ve transesterifikasyon kosullarinin optimize edilmesiyle yeterli

miktarda biyodizel verimi saglanmistir (Shah, Sharma ve Gupta, 2004).

Sonug olarak, reaksiyon karigsimindaki su igerigi gok dnemli bir parametredir ve
farkl tipteki biyokatalizorler ve farkli karakteristik reaksiyon ortamlari i¢in optimize
edilmelidir. Bu optimizasyonda substrattaki (yag ve alkol) su icerigi, reaksiyon
sonunda olusan su miktari kadar 6nemlidir (Aguieiras, Cavalcanti-Oliveria ve
Freire, 2015).

2.6.3. Reaksiyon Ortamindaki Tepkiyen ve Uriinlerin inhibitér Etkisi

Transesterifikasyon suresince enzimin aktivasyonunun ortamda asirisi kullanilan
metanol ve drun gliserol ile inhibe edilmesi s6z konusudur. Bu durumda,
metanolin asamalil olarak reaksiyon ortamina eklenmesi, genel acil akseptor
(alkol) yerine alternatif acil akseptor kullanimi, ¢ézucu ilavesi, surekli olarak Grun
gliserolin ortamdan uzaklastirilmasi inhibitdr etkisini azaltmak igin uygulanan

yontemlerden birkagidir (Ranganathan, Narasimhan ve Muthukumar, 2008).

Bu konuda yapilan ¢alismalardan biri, biyodizel tGretiminde kullanilan metanolin
lipaz enzimi Uzerindeki zehirleyici etkisini ortadan kaldirmaya ydnelik, metanolin
asamall olarak reaksiyon ortamina eklenmesiyle ilgilidir. Alkolin asirisinin
kullanildigi durumlarda asamali olarak alkolin eklenmesi, alkolin enzim
denatltrasyonunu dnleyerek yuksek biyodizel verimi saglamaktadir. Shimada ve
arkadaslari, metil alkollin tek seferde ve asiri miktarda kullanildiginda tersinmez
lipaz inaktivasyonuna neden oldugunu goéstermislerdir. Metanolln ¢ basamakta
eklenmesiyle ise, %96’nin Uzerinde doénisim saglanmistir. Arastirmacilar,
metanoll U¢ basamakta reaksiyon ortamina ekleyerek immobilize formdaki C.
antartica lipazi 50 doénguden fazla aktivite kaybi olmadan kullanabilmiglerdir

(Shimada ve ark., 1999; Aguieiras, Cavalcanti-Oliveria ve Freire, 2015).

Du ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada, islenmemis soya tohumu yagi ve agcil
akseptor olarak metanolin kullanildidi transesterifikasyon reaksiyonunda dusuk
metil ester veriminin elde edildigi ve lipazin metanolden dolayi hizlica aktivitesini

kaybettigi rapor edilmistir. Diger bir calismada ise, Du ve arkadaslari genel
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akseptor olan metanol yerine lipaz enzimini inhibe etmeyecek metil asetat
akseptoru kullanarak, Novozym  435’in soya tohumu  yagiyla
transesterifikasyonunda metil asetatin yaga molar orani 12:1 iken %92 metil ester
verimi elde etmigler ve 100 kesikli sistem deneyinde bile metil asetatin, enzim

aktivitesine hicbir olumsuz etkisi olmadigini goézlemiglerdir (Du ve ark., 2004).

Kisa zincirli alkollerin inhibisyonu siklikla bu alkollerin ¢ézunmezliginden
dolayidir. Cozuculer, alkollerin ¢dzUnUrliguna artirarak enzimleri  alkol
denaturasyonundan korumak igin kullanilir. Li ve arkadaslari kolza tohumu
yaginin lipazla transesterifikasyonunda metanole ilave tert-butanol kullanarak,
asirt metanol kullaniminin ve yan Urun olan gliseroliin olumsuz etkilerini elimine
etmiglerdir. %95’lik biyodizel verimine, tert-butanol/lyag hacim orani 1:1,
metanol/yag molar orani 4:1, yag agirhg: tzerinden %3 Lipozyme TL IM ve %1
Novozym 435, sicaklik 35 °C, 130 rpm’de 12 saat surelik reaksiyon kosullarinda
ulasiimistir. Reaksiyon ortami olarak tert-batanolle 200 dongulik tekrarlanan
reaksiyonda lipaz aktivitesinde kayip gozlenmemigtir (Li ve ark., 2006). Tert-
blatanole ilave olarak yaygin olarak kullanilan ¢ézlculer, n-heptan, hekzan, 2-

blatanol ve siklohekzandir (Aguieiras, Cavalcanti-Oliveria ve Freire, 2015).

Enzimatik transesterifikasyon reaksiyonlariyla ilgili Gnemli parametrelerden biri
de yan urun olan gliserolin biyokatalizért inaktive etmesidir. Gliserol hidrofiliktir
ve yagda ¢6zUnmez, immobilize enzim yluzeyine kolaylikla adsorbe olur. Bu da
Ozellikle dolgulu kolon reaktorlerde lipaz aktivitesinde ve isletme ile ilgili
kararliikta azalmaya sebep olur. Gliserol kesikli sistemlerde ise reaksiyon
ortaminin viskozitesini arttinir, kitle transfer zorluguna ve karistirmada dusuk
verime sebep olur. Ortama organik solvent eklenmesi, gliseroliin olumsuz etkisini
ortadan kaldirmak icin kullanilan 6nemli ydntemlerden biridir (Aguieiras,

Cavalcanti-Oliveria ve Freire, 2015).
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3. DENEY SISTEMIiNIN MATEMATIKSEL TANIMLANMASI

3.1. Mikrobiyal Uremenin Matematiksel Tanimlanmasi

3.1.1. Mikroorganizmanin Ozgiil Ureme Hizi

Ozgll Greme hizi, kesikli bir sistemde mikroorganizma (stel (reme
evresindeyken, mikroorganizma derisiminin zamanla degisimi olarak ifade edilir
ve Esitlik 3.1. ile gosterilir (Pekin, 1983; Kargi, 1993).

dX

— =X 3.1.
ac " &.1)
Bu esitlikte;
X : Kuru mikroorganizma derisimi (g k.m.o/L)
u  : Ozgul treme hizi (sa?)
t : Zaman (sa)'dir.

t=0 aninda X=X, ve t=t aninda X=X sinir kosullari secildiginde, yukarida verilen

diferansiyel denklem Esitlik 3.2. halini alir.

In — =put (3.2))

In(X/Xo)’a karg! t grafigi gizildiginde Ustel Ureme evresindeki dogrunun egimi

O6zgul Greme hizini verir.

3.1.2. Substrata Bagh Ureme Verimi

Ureme verimi, mikroorganizma derisimiyle besin ortamindaki Gremeyi kisitlayici
substrat derigimi arasindaki sabit oran olarak tanimlanir ve Esitlik 3.3. ile
gOsterilir.

AX

YX/S = —E (33)
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Kesikli sistemde, baslangicta X, ve S,, t=t anindaysa X ve S degerleri alindiginda
Esitlik 3.3., Esitlik 3.4. halini alir.

X - XO
Yx/s = — S—s, (3.4.)

Burada;

Xo :Baslangi¢ kuru mikroorganizma derisimi (g k.m.o./L)
So  : Baslangi¢ substrat derigimi (g/L)
X :tanindaki kuru mikroorganizma derigimi (g k.m.o./L)

S : t aninda ortamdaki substrat derisimi (g/L)’dir.

Fermentasyon sonunda Uremeyi kisitlayan substratin timuandn harcandigi yani
S=0 oldugunda en yuksek biyokutle derisimine (Xm) erisilecegi ve baslangicgta asi
mikroorganizma derisiminin yaklasik olarak sifir oldugu varsayilirsa Esitlik 3.4.,
Esitlik 3.5.e donusdir.

X
Yy/s = —S—m (3.5)
0

Xm'e karsi So grafiginin egiminden Y x/s Ureme verimi hesaplanir.

3.1.3. Tek Substratin Kisitlayici Oldugu Durumda Ureme Kinetiginin

Modellenmesi

Kesikli sistemde substrat inhibisyonunun gézlenmedigi durumlarda; 6zgul dreme
hizi ile mikroorganizmanin Greme hizini kontrol eden substrat derisimi arasindaki
iliski Monod esitligi ile ifade edilir (Pekin, 1983; Kargi, 1993) ve Esitlik 3.6.’da

gOsterilmigtir.

(3.6.)
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Burada;

Hm : En ylksek 6zgll Greme hizi (sa™?)
Ks : Doygunluk sabiti (En yuksek mikroorganizma tureme hizinin saglandigi

substrat derigiminin yarisina karsilik gelen substrat derigimi) (g/L)’dir.

um ve Ks degerleri, mikroorganizma ve kullanilan substrata bagl olarak farklilik

gosterir. Esitlik 3.6. da gdsterilen Monod esitligi dogrusallastirildiginda Esitlik 3.7.

elde edilir.

1 1 K

S (3.7)
L Mm  Hm S

1/wye karsi 1/So grafigi cizildiginde, dogrunun y eksenini kesim noktasindan pm
ve dogrunun egiminden Ks bulunur. Ks degerinin dusuk olmasi,
mikroorganizmanin dusuk substrat derigsimlerinde daha hizli Grediginin bir

gOstergesidir.

3.1.4. Mikrobiyal Enzim Uretiminde Hiicre ici ve Hiicre Disi Lipaz Hidroliz

Aktivitesinin Matematiksel Tanimlanmasi

R. arrhizus kif mantarinin Urettigi lipaz enzimi hidroliz aktivitesi cinsinden
tanimlanmistir. Huacre igi lipaz hidroliz aktivitesi tampon ¢ozeltideki belli
miktardaki zeytinyaginin belli miktardaki kurutulmus mikroorganizmayla 10 dk
karigtirilarak yagin hidrolizinden agiga c¢ikan yag asitlerinin  NaOH ile
titrasyonundan Esitlik 3.8. kullanilarak bulunmustur. Hicre disi lipaz hidroliz
aktivitesi ise mikrooganizma yerine belli hacimde mikroorganizmanin treme

ortami alinarak benzer sekilde Esitlik 3.9. kullanilarak bulunmustur.

VNaOH. CNaOH
Mk.m.o. .t

U/mgkuru m.o.= .1000 (3.8.)

VNaOH . CNaOH

U/mLbesin ortami = .1000 (3.9.)

besin ortami - t
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Bu esitlikte;

U/mg : Birim kuru mikroorganizma kitlesinin zeytinyagindan 1 dakikada 1

mikromol yag asidini agiga ¢ikaran hidroliz aktivitesi (umol/dk. mg k.m.o0),

U/mL : Mikroorganizmanin dretildigi besin ortaminin birim hacminin
zeytinyagindan 1 dakikada 1 mikromol yag asidini agiga ¢ikaran hidroliz

aktivitesi (umol/dk. mL besin ortami),

VNaon : Titrasyonda harcanan NaOH miktari (mL),

CNaon : Titrasyonda kullanilan NaOH derisimi (M),

Mim.o. : Kuru mikroorganizma miktari (mg),

Vbesin ortam . Hucre digi lipaz hidroliz aktivitesi tayini igin kullanilan besin

ortami hacmi (mL),

t : Hidroliz suresi (dk)'dir.

3.2. Taguchi Yontemiyle Deney Sisteminin Matematiksel Tanimlanmasi

Deney tasarimi, uretim prosesini etkileyen o6nemli parametrelerin tespit
edilmesinde ve optimizasyonunda 6nemli katki saglar. Klasik bir deney
tasariminda, her yeni denemede mevcut parametrelerden birinin seviyesi
degistirilirken diger parametreler sabit tutulur. Bu durumda; herhangi bir
parametre icin yapilacak deney sayisi, n parametre sayisini gosterdiginde,
parametre iki seviyede degistiginde 2", U¢ seviyede degistiginde 3" olur. Yani
parametre sayisinin artisi, yapilacak deney sayisinin geometrik artigina sebep
olur. Deney sayisinin artmasi maliyeti artirdigindan ve 6nemli dlgide zaman
aldigindan bu yéntem kullaniilmaya elverisli olamamaktadir. Bu durumda, yine
deney tasarimina dayali ve bu dezavantaji ortadan kaldiran istatistiksel
yontemler gelistiriimekte ve kalite arttirmada yaygin olarak kullaniimaktadir

(Sirvanci, 1997).

Taguchi yontemi, Japon bilim insani Genuchi Taguchi tarafindan gelistirilmis olup

elde edilen Grandn kalitesini ylkseltmek icin kullanilan istatistiki bir ydontemdir. Bu
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yontemde, deneysel tasarim yapmanin yani sira yuksek kalitede sistem
tasarlamak mumkundur. Ayrica; yapilacak deney sayisi, Taguchi yontemiyle

blaylk oranda azaltilabilmektedir (Cicek, Kivak ve Samtas, 2012).

Deney tasariminda ilk once deney performansini etkileyecegdi dusunulen
parametreler ele alinir. Daha sonra, bu parametrelerin kag farkli seviyede
incelenecegi tespit edilir. Seviye en az iki olmak sartiyla U¢ ve daha fazlasi

olabilir.

Yapilacak deney sayisini hesaplamak igin 3.10. esitligi kullaniimaktadir (Kumar,

Sureshkumar ve Velraj, 2015).
Bu esitlikte;

N: Deney Sayisi
L:  Seviye Sayisi (Parametre Degisim Araligi)

P:  Parametre Sayisrdir.

Cok sayida degdiskenli deneyleri az sayida deneme ile gergeklestirmek igin
Taguchi ydonteminde ortogonal dizinler kullanilir. Ortogonal dizinin en belirgin
Ozelligi, bircok parametrenin en az sayida deney ile degerlendiriimesini
saglamasi ve geleneksel yontemden farkli olarak parametre kademelerini birer
birer degistirmek yerine es zamanl olarak degistirme yapilmasini dnermesidir
(Baynal, 2003).

Bu yontemle ortogonal dizinler, setler seklinde tablolastirilarak standart ve
kullanimi basit hale getirilir. Ornek bir tablo Sekil 3.1.’de verilmektedir (Taguchi
ve Konishi, 1987).

Ornek dizinde tim kolonlar karsilikli ortogonaldir. Bu durumda; kolonlardaki

herhangi bir ¢ift secildiginde bitlin parametre seviyeleri mevcut ve esit sayidadir.
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Sekil 3.1. Taguchi Ly (3% ortogonal dizini.

Sekil 3.1. deki tablodan gorulecegi Uzere, 3 seviyeli ve 4 parametreli (A, B, C ve
C) bir deney sistemi tasarlanmigtir. Bu tasarim, Lo olarak isimlendirilir ve 9 adet
deneyin yapilacagi anlamina gelir. Bu durumda, 3%yani 81 adetlik konfigirasyon

sayisi 9 adete indirgenmektedir (Unal ve Dean, 1991).

Taguchi ydnteminde parametreler, kontrol edilebilen ve kontrol edilemeyen olmak
Uzere iki sinifa ayrilir. Deneysel tasarim yapilmasinda maksat, kontrol edilebilen
ve edilemeyen parametrelerin Urln Uzerindeki etkisini tespit edebilmek ve kontrol
edilebilir olanlari dizenlemektir. Kontrol edilebilen parametreler, olusturulan
parametrelerken, kontrol edilemeyenler yani gurualtl faktorleri, dogrudan kontrol
edilemeyen, gcevre sartlarinin degismesi sonucu olusan toz, sicaklik, nem ya da

yuksek voltaj, vb.dir.
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3.2.1. Sinyal / Gurultii Orani (SGO)

Deneysel olarak elde edilen veriyle istenilen deger arasindaki sapma, kayip
fonksiyonu yardimiyla hesaplanir ve hesaplama sonucunda bulunan kayip
fonksiyon degeri Sinyal/Gurultt Orani (SGO)'na doénusturular. Beklenilen
degerden sapma miktari, optimizasyon probleminde amag olarak kullanilan SGO
ile hesaplanmig olur. 3 farkli SGO, problemin amacina gére kullanilir (Kumar,
Sureshkumar ve Velraj, 2015). “Nominal En lyisi”, Esitlik 3.11.’de verilmekte ve
normalizasyon problemlerinde uygulanmaktadir. “Daha Kiigiik Daha lyi”, Esitlik
3.12.’de gosterilmis olup, minimizasyon problemleri igin kullanilir. Esitlik 3.13.’te

verilmis olan “Daha Buyik Daha lyi” ise maksimizasyon problemlerinde tercih

edilir.
y?
SGO; = 101log <5—2> (3.11))
i
n y2
SGO; = —10log| » == (3.12))
=
1 1
SGO; = —10log=| » — (3.13)
n y]-

j=1

Burada; i: deney numarasl, j: deneme numarasi, y;: cevap ortalama degeri, s? :
varyans, n: deneme sayisi olup y; ve s? Esitlik 3.14. ve Esitlik 3.15. ile

gOsterilmigtir.

n

1
Yi == 2 Yi,j (3.14.)

n

J=1

n
= — D -7 (3.15)
' n-1 - /]

]=
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3.2.2. ANOVA Testi (Varyansin istatistiksel Analizi)

ANOVA testiyle, c¢ikti degerini en ¢ok hangi parametrenin etkiledigi ve g¢ikti
degerine her bir parametrenin katki oraninin ne oldugu hesaplanir (Kumar,

Sureshkumar ve Velraj, 2015). Bu orani hesaplamak icin Esitlik 3.16. kullanilir.

sS
% katk faktorii = s_si 100 (3.16.)

Esitlik 3.16.'da gegen SS; ve SSt terimleri sirasiyla Esitlik 3.17. ve 3.18.de

verilmektedir.

$S¢ = Yk, n[(SGOL)g — SGO7]” (3.17)
SSt = XiL,(SGO; — SGOr)? (3.18)
Burada;
SS¢ . f’ninci parametre icin karelerin toplami,
SSt :  Tum parametrelerin karelerinin toplami,
n . f faktérinln j seviyesindeki deney sayisidir.

3.3. Biyodizel Uretiminin Matematiksel Tanimlanmasi

3.3.1. Metanol Esliginde R. arrhizus Biyokiitlesinden (Biyokatalizor)
Biyodizel Uretiminde AYY’In Adirlikga Biyodizele Doniigiim %’ sinin

Tanimlanmasi

Metanol esliginde R. arrhizus biyokltlesinden biyodizel Uretiminde AYY’In

agirhkga biyodizele donlisim %’ si Esitlik 3.19. ile tanimlanmistir.

Olusan biyodizel miktari (g)
. - o
AYY'1n Agirlikca Biyodizele Doniisiim %’si Baslangic AYY miktart (g) .100 (3.19)

55



3.3.2. Metanol Varliginda R. arrhizus Biyokiitlesinden Biyodizel Uretiminde

Reaksiyon Kinetiginin Matematiksel Tanimlanmasi

Metanol varhdinda lipaz iceren fungal biyokutleden biyodizel uretiminde
gerceklesen transesterifikasyon reaksiyonu toplam U¢ basamakta ilerler. S6z
konusu basamaklar Esitlik 3.20., 3.21. ve 3.22.’de g0sterilmisgtir.

TG + MA 2 DG + BD (3.20.)
DG + MA 2 MG + BD (3.21.)
MG + MA 2 GL + BD (3.22)
Burada;

TG: Trigliseritin, DG: Digliseritin, MG: Monogliseritin, MA: Metil Alkolin, GL:
Gliserolun ve BD: Biyodizel (Yad asidi metil esteri)in kisaltmasi olarak

tanimlanmistir.

Transesterifikasyon reaksiyonu, katalizoér ve birbiriyle karigsmayan iki sivi faz
olmak uUzere Ug fazli sistemden olusan ve yukarida s6zu edilen reaksiyon ara
basamaklarini iceren kompleks bir yapidadir. Dolayisiyla; prosesin Kkinetik
modellemesinde bazi kabuller yapilarak sistem tanimlanmigstir. Reaksiyon
mekanizmasinin tek adimda ve ileri yonde gerceklestigi kabullyle, toplam
reaksiyon Esitlik 3.23.’de (kisaltmalarla olani ise Esitlik 3.24.’te) gosterilmistir.

Tepkiyenler cinsinden reaksiyon hizi (r) ise Esitlik 3.25.teki gibi tanimlanmistir.

y
TG + 3 CH;0H — 3 RCOOCH; + GL (3.23.)

K
TG + 3 MA —3 BD + GL (3.24.)
Burada R, alkil gruplarini, kK’ genel reaksiyon hiz sabitini gdstermektedir.

—r = K'.[TG].[MA]3 (3.25.)

Burada;
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[TG] : Trigliserit derisimi (mol/L),
[MA] : Metil alkol derigimi (mol/L)

olarak tanimlanmistir.

Deneysel olarak 72 saat surdurulen transesterifikasyon reaksiyonlarinda lipaz
inhibisyonunun 6nlenmesi igin metil alkol ortama t=0 aninda, 24 . ve 48. saatlerde
gerekli olan miktarin Ugcte biri oraninda katiimistir. ilk 24 saatlik sire esas

alindiginda; reaksiyon ortaminda trigliseritin fazlasi bulunmaktadir.

Baslangigta trigliserit derisiminin baglangi¢ alkol derisimine gore ¢ok daha fazla
olmasina ragmen, reaksiyonun baslangi¢ asamasinda trigliserit molekullerinin
biyokatalizor ylizeyine tutunmus metanollu aktif bolgelere ulagsmasinda dis taraf
kutle aktarim kisitlamasi meydana gelecektir. Ancak; yeterli karigtirma hizi ve
gerekli biyokatalizor miktarinin (aktif yuzey alan bodlgeleri) kullaniimasiyla bu
kisittamanin ortadan kalkacagi, trigliseritin biyokatalizérun aktif bdlgelerine
kolaylikla adsorplanacadi ve reaksiyonun adsorplanmis komsu trigliserit ve
metanol molekulleri arasinda olusacagdi varsayillmistir. Ancak; metanollin
baslangi¢ derisiminin trigliserit baslangi¢ derisimine oranla oldukg¢a duslk olmasi,
baska bir deyigle trigliseritin asirisinin ortamda bulunmasi g6z énune alinirsa
reaksiyonun metanole badimli olarak tepkimenin GglUncli dereceden
gercekleseceqi, trigliserit derisiminin reaksiyon derecesini degistirmeyecedgi

varsayilabilir. Yani, reaksiyon ortaminda kisitlayici olan metanol olacaktir.
Bu kosullar altinda Esitlik 3.25. tekrar dlizenlendiginde, Esitlik 3.26. elde edilir.

 —d[MA]

—r = T = kgf)Z' [MA]3 (326)

Burada Kgs,, gézlenen hiz sabiti olup, kitle aktarimi ve reaksiyon hiz sabitlerini

de icerir. Reaksiyon hiz sabiti sadece sicakligin fonksiyonu iken, kitle aktarim
hiz sabiti ayni zamanda karisimin bilesimine, sicakliga ve karistirma hizina da

baghdir.
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Tepkimelerde kutle aktarim hizi, biyokatalizor yuzeyindeki reaksiyon hizindan
¢ok daha hizliysa; bu durumda yuzeydeki bilesenin derigimi, yiginda olgulen ile
ayni olacaktir. Gozlenen hiz, gercek reaksiyon hiziyla aynidir ve tepkime
reaksiyon kontrollU olarak adlandinlir. Reaksiyonun ¢ok hizli oldugu durumda ise;
gozlenen hiz, kutle aktarimindan kaynakli hizdir ve tepkime difizyon kontrollt

olarak isimlendirilir (Froment ve Bischoff, 1990).

Biyodizel Uretiminde gergeklesen transesterifikasyon reaksiyonunda, metanolin
kutle aktarim hizinin ve adsorpsiyon hizinin Egitlik 3.26.’da verilen toplam
reaksiyon hizina kisitlayici bir etkisinin olmadigi varsayilmis, deneysel olarak
tespit edilmis en uygun kosullarda (metanol/yag molar orani, karistirma hizi,
sicaklik ve biyokatalizor miktar1) meydana gelen tepkime, reaksiyon kontrollu
olarak kabul edilmigtir. Dolayisiyla Esitlik 3.26.’da tanimlanan g6zlenen hiz sabiti,

Kgs,, dogrudan k olarak alinmig ve reaksiyon hizi Esitik 3.27.’de tekrar

tanimlanmistir. Buna ek olarak; reaksiyon sonucu meydana gelen Urunlerin,
katalizor ylzeyi Uzerinden desorpsiyonu ile kitle transfer hizlarinin da ayni
sekilde toplam transesterifikasyon reaksiyonu uzerinde kisitlayici bir etkisinin
olmadigi kabul edilmistir.

—d[MA]

—r=—pg— =k[MA] (3.27))

Donusum, reaksiyona giren Metil Alkol (MA) cinsinden yazildiginda Esitlik 3.28.

elde edilir.
Ko =1 — MA] (3.28.)
MATT A, o
Burada;

Xma : Metil alkol dénlsum mol kesri,
[MA]: Herhangi bir anda reaksiyon ortaminda bulunan metil alkol derisimi (mol/L)

[MA]o: Baslangigta reaksiyon ortaminda bulunan metil alkol derigimi (mol/L)’ dir.

Esitlik 3.28. [MA] cinsinden ifade edilirse Esitlik 3.29. elde edilir.
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[MA]= [MA], (1-Xya) (3.29))

t=0 aninda [MA]=[MA], ve t=t aninda [MA]=[MA],(1-Xya) sinir kosullari
kullanilarak Esitlik 3.27.’deki diferansiyel denklem ¢dzuldagunde Esitlik 3.30. elde

edilir.

—1 1 ! =k
[(1—XMA)2_ ]'IZ[MA]%]_ ! (3:32)

Esitligin sol tarafi zamana (t) karsi grafige gecirilirse, elde edilen dogrunun

egiminden reaksiyon hiz sabiti bulunur.

Kimyasal bir tepkimede, sicakhgdin tepkime hizi tzerindeki etkisi Arrhenius Esitligi
(Esitlik 3.31.) ile verilir.

-E
k= A, eRT (3.31.)

Burada;

k  : Reaksiyon hiz sabiti ((mol/L)?sa),
A, : Frekans faktor( ((mol/L)?sa™),
E, : Aktivasyon enerijisi (J/mol),
: Termodinamik gaz sabiti (8,3145 J/mol.K),
T  :Sicaklik (K)tir.

Arrhenius Esitligi dogrusallastirildiginda Esitlik 3.32. elde edilir. In K'ya karsi
(1/T) karsi grafige gegirilirse; dogrunun y eksenini kesim noktasindan frekans
faktord, dogrunun ediminden ise aktivasyon enerijisi hesaplanir.

Epr 1

Ink =lnA0 —?T (3.32.)
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4. DENEY SiSTEMi VE YONTEMLERI

Tez calismasinin ilk kisminda, biyodizel dretiminde biyokatalizor olarak
kullanilacak olan R. arrhizus kif mantarinin en yuksek hucre i¢i lipaz hidroliz
aktivitesini gosterdigi Ureme ortaminin belirlenmesine ydnelik ¢alismalar
gergeklestirilmistir. Glukoz igceren yapay besin ortami, bir seker endustrisi yan
uriinu olan ve sakkaroz iceren melash besin ortami ve atik portakal kabugundan
hazirlanan dogal besin ortami olmak Uzere ug¢ farkll ortam R. arrhizus’un
uretiminde kullaniimistir. Calismalarin sonraki kisminda zeytinyadinin ve atik
yemeklik yagin mikroorganizmanin lipaz hidroliz aktivitesinin arttiriimasi igin
indUkleyici olarak kullanimi arastiriimigtir. Calismalarin son kisminda biyodizel
uretimi gergeklestirilerek AYY’Iin biyodizele donlisumuanu etkileyen parametreler
arastiriimistir. Tez ¢alismasi suresince deneyler ikiser defa yapilmis ve veriler

aritmetik ortalama alinarak kullaniimigtir.

4.1. R.arrhizus’un Deneysel Galigmalar igin Hazirlanmasi

Biyodizel Uretiminde biyokatalizoér olarak kullanilan R. arrhizus kuaf mantari
Ankara Universitesi Biyoloji Bolimi'nden kati agar ortaminda temin edilmistir.
R. arrhizus’un uzun sure saklanabilmesiicin 3,8 g/L Patates Dekstroz Agar (PDA)
iceren besi ortami hazirlanarak sterilize edilmis ve mikroorganizma 06ze
yardimiyla steril kosullarda taze agar ortamina aktarilarak oda sicakliginda
inkibasyona birakilmistir. (Sekil 4.1.) Agar ortaminda Uretilen mikroorganizma
5,4 g/L soya peptonu ve 17 g/L malt 6zGtl iceren ve sterilize edilmis yapay sivi
besi ortamina aktarilmig ve mikroorganizmanin sivi ortamda uretimi saglanmigtir
(Sekil 4.2.). Besin ortamlarinin sterilizasyonu 121 °C’de, 1,1 atm’de calisan

otoklavda 20 dak. suresince yapilmistir.
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Sekil 4.1. PDA igeren besin ortaminda Uretilmis R. arrhizus.

Sekil 4.2. Yapay sivi besin ortaminda uretilmis R. arrhizus.
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R. arrhizus’un kesikli sistemde farkli besin ortamlarinda Uretilmesi
calismalarinda, soya peptonu ve malt 6zitu iceren yapay sivi besin ortaminda
uretilmis Ustel Ureme evresindeki mikroorganizma ¢ozeltisinden 5 mL alinarak
100 mL besin ortami igceren 250 mL’lik erlenlere asilama yapilmistir. Erlenler 30
°C sabit sicaklikta ve 120 rpm karistirma hizinda ¢alisan Medline SI-600R marka
ve model c¢alkalamali inkUbatore yerlestirilerek alti gin boyunca inkibasyona

birakiimigtir.

Zamana bagh olarak, mikrobiyal Uremeyi ve mikroorganizmanin urettigi hicre ici
ve hucre digi lipaz enziminin hidroliz aktivitesini takip etmek igin ayni kosullarda
hazirlanmig alti adet 100 mL besin ortamina ayni anda ayni ortamdan %5
asilama yapilmig ve alti gun boyunca erlenler sirayla agilarak mikrobiyal kitle

tartiimigtir. Ayrica lipazin hicre igi ve disi hidroliz aktivitesi tayin edilmigtir.

Biyodizel uretimi ¢alismalari igin hlcre igi lipaz hidroliz aktivitesinin en yuksek
bulundugu besin ortaminda ¢ogaltilan R. arrhizus, filtrasyonla besin ortamindan
ayrilmis, iki kere damitik suyla yikandiktan sonra, yaklasik 1.5-2.0 mm araliginda
parcalanarak 48 saat slreyle oda sicakliginda dogal olarak kurutulmaya

birakilmig ve biyokatalizér olarak kullaniimistir (Sekil 4.3.).

Sekil 4.3. Biyodizel tretiminde kullanilan R. arrhizus biyokutlesi.
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4.2. Farkh Besin Ortamlarinin R. arrhizus’un Uretimi igin Hazirlanmasi

R. arrhizus’'un ekonomik olarak uretilmesi igin melas ve atik portakal kabugundan
hazirlanan iki farkli besin ortami kullaniimis ve sonuglar glukoz igeren besin
ortaminda bulunanlarla karsilastiriimigtir. Mikroorganizmanin Greme ¢alismalari

hazirlanan besin ortamlarinin pH degerlerinde gerceklestirilmigstir.

Glukozlu yapay besin ortaminda kullanilan besin ortam bilesenleri ve miktarlari

Cizelge 4.1.de, bu ortamda uretilen R. arrhizus ise Sekil 4.4.'te gosterilmistir.

Cizelge 4.1. R. arrhizus’un dretilmesi i¢in kullanilan glukozlu yapay besin ortami

bilesenleri ve derigimleri.

Bilesen Derigim (g/L)
Glukoz 10
KH2PO4 0,5
KoHPO4 0,5
MgS0Oa4.7H20 0,2
Maya Ekstrakti 2,0

Sekil 4.4. Glukozlu besin ortaminda Uretilen R. arrhizus.
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Sekerpancarindan seker uretimi prosesinin sonunda atik olarak ortaya g¢ikan
melas, gahlgilan ikinci besin ortaminda karbon kaynagi olarak kullaniimistir.
Melas, Ankara S$eker Fabrikas’'ndan temin edilmistir. Sekerin kristallenme
yoluyla elde edilmesi asamasinda son ana surup olarak geriye kalan melas
onemli oranda seker (sakkaroz) igerir. Melasin yaklasik %50’si sekerdir. Geriye
kalan %30’luk kismini seker disi maddeler (kul, azot icermeyen bilegikler vb.) ve
%20’lik kismini su olusturmaktadir (Higginbotham, 1998). R. arrhizus’un
uretiminde melas besin ortamina 5, 10 ve 20 g/L olarak ilave edilmistir. Kullanilan
melasli besin ortami bilesenleri ve derisimleri Cizelge 4.2.’de, bu ortamda uretilen

R. arrhizus Sekil 4.5.’te verilmistir.

Cizelge 4.2. R. arrhizus’un uretilmesi i¢in kullanilan melasli besin ortami

bilesenleri ve derigimleri.

Bilesen Derigim (g/L) | Ss(g/L)
5 2,5
Melas 10 >
20 10
KH2PO4 05
K2HPO4 05
MgSQO4.7H20 0,2
Maya Ekstrakti 20
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Sekil 4.5. Melasli besin ortaminda uretilen R. arrhizus.

Calismalarda R. arrhizus’un Uretiminde Uglncu olarak sadece atik portakal
kabugundan hazirlanan besin ortami kullaniimigtir. Atik portakal kabuklari,
Ankara Buyuksehir Belediyesi meyve suyu satis duraklarindan temin edilmistir.
Portakal kabugunda glukoz, fruktoz, sakkaroz gibi farkli seker tarleri
bulunmaktadir. Deneysel ¢alismalarda kullanmak Gzere atik portakal kabuklari,
on islem yapmadan dogrudan elle kiguk pargalara bolunmus, ardindan acgik
havada kurutulmaya birakilmistir. Kurutulan kabuklarin ogutuctu yardimi ile
boyutlari kigultulmus, elek analizi ile istenilen boyutlara ayriimig ve kullanilincaya
kadar karanlhk bir ortamda saklanmigtir. Farkli derigsimlerde atik portakal
kabugundan dogal besin ortamini hazirlamak igin belirli miktardaki atik portakal
kabugu, kaynatilmis su ile karigtirilarak otoklavlanmistir. Bu sekilde kabukta
bulunan organik ve diger maddelerin ¢ozeltiye gegmesi saglanmistir. Stizme
islemiyle kabuklar sulu ortamdan ayriimis ve sivi ortam tekrar otoklavlanarak
mikroorganizmanin dretimi icin dogrudan kullaniimistir. Kodal tarafindan yapilan
tez calismasinda, kurutulmus portakal kabugunun inorganik madde iceriginin
ICP-MS cihazi ile yapilan analizinde, portakal kabugunda mikroorganizmanin
uremesini inhibe edecek duzeyde agir metallerin yok denecek kadar az oldugu,
mikroorganizmanin Uremesini saglayacak ve arttiracak Mg, K, Ca, P

elementlerinin bulundugu ve bu maddelerin otoklavlanma sonrasi besin ortamina
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gectigi gosterilmistir (Kodal, 2016). R. arrhizus’un uretiminde kullanilan atik
portakal kabuklu besin ortamlarinin hazirlanmasinda portakal kabugu derigimi
30-70 g/L arasinda degistiriimigtir. Cizelge 4.3.te deneysel c¢alismalarda
kullanilan farkl derigimlerdeki atik portakal kabugundan hazirlanan besin

ortamlari ve igerdikleri toplam indirgen seker derigsimleri gosterilmistir.

Cizelge 4.3. R. arrhizus’un uretilmesinde kullanilan atik portakal kabugundan
hazirlanan farkl derigimlerdeki (Cark) besin ortamlari ve igerdikleri

toplam indirgen seker derisimleri (Stis).

Bilesen Cark (g/L) Sris (9/L)
30 9,1

Atik Portakal 40 12,1

Kabugu 50 15,0
60 18,0
70 21,0

Atik portakal kabugundan hazirlanan besin ortaminda Ureyen R. arrhizus Sekil

4.6.da gosterilmigtir.

Sekil 4.6. Atk portakal kabugundan hazirlanan besin ortaminda Uretilmis R.

arrhizus.
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Zeytinyagi ve atilk yemeklik yagin R. arrhizus'un lipaz enzimi Uzerindeki
indukleyici 6zelliginin arastirimasi igin 50 g/L atik portakal kabugundan
hazirlanan besin ortamlarina Cizelge 4.4.'te gosterilen miktarlarda zeytinyadi ve
atik yemeklik yag eklenerek, lipazin hidroliz aktivitesi tayin edilmigtir. S6z konusu

besin ortamlarinda Ureyen R. arrhizus ise Sekil 4.7’de gosterilmistir.

Cizelge 4.4. 50 g/L atik portakal kabugundan hazirlanan besin ortamina eklenen

indUkleyici bilegenler ve derisimleri.

indiikleyici Derigim
Bilesen (g/L)

5
10
Zeytinyagi 20
30
40

10

Atik Yemeklik Yag 20
30

40
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Sekil 4.7. Sirasiyla zeytinyagd ve atik yemeklik yad iceren atik portakal

kabugundan hazirlanmis besin ortamlarinda dreyen R. arrhizus.

4.3. Atik Yemeklik Yagin Deneysel Calismalar igin Hazirlanmasi

icerigindeki suyu ve serbest yad asitleri uzaklastirimis atik yemeklik yag,
Kocaeli’'nde faaliyet gosteren DEHA Bitkisel Yag Top.Geri Kazanim Biodizel
Urtm. San. Tic. A.S.’nden temin edilmistir. Atik yemeklik yag bilesiminde yaklasik
olarak %38 oleik asit, %30 linoleik asit, %21 palmitik asit, %5 stearik asit ve %6
diger yag asitleri ve safsizliklari icermektedir. Oda sicakhidinda tutulan atik
yemeklik yag icin deneysel calismalardan 6nce herhangi bir 6n islem
yapiimamistir. AYY’in indUkleyici etkisini arastirmak Gzere, belli hacimdeki AYY,
hicre igi lipazin hidroliz aktivitesinin en yuksek bulundugu % 5 asi igeren besin
ortamlarina farkli miktarlarda eklenerek zamana bagh mikrobiyal Greme ve
mikroorganizmanin urettigi hicre ici ve hlcre disi lipaz enziminin hidroliz

aktivitesi takip edilmigtir.
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4.4. Deney Sistemi
4.4.1. R. arrhizus’un Uretilmesi

Farkh besin ortamlarindaki R. arrhizus’un Ureme c¢alismalari kesikli dizende sabit
sicaklik ve karigtirma hizinda ¢alisan inkibatorde 100 mL ¢alisma hacmi igeren
250 mL’lik erlenlerle gergeklestiriimistir. Ureme deneyleri alti giin strduriimastar.
Atik portakal kabugundan hazirlanmis besin ortaminda, baslangi¢c toplam
indirgen seker derisiminin mikrobiyal Greme ile hlcre ici ve disi lipazin hidroliz
aktiviteleri Uzerine etkileri arastinimigtir. Ayrica; en yuksek hucre igi lipazin
hidroliz aktivitesinin gozlendigi besin ortamina farkli derisimlerde zeytinyagi ve
atik yemeklik yag ilave edilerek, indikleyici madde derigiminin de mikrobiyal

ureme ve hucre igi ve digi lipaz enziminin hidroliz aktivitesine etkileri incelenmisgtir.

4.4.2. Biyodizel Uretimi

Hucre ici lipazin hidroliz aktivitesinin en yuksek oldugu besin ortaminda Uretilen
R. arrhizus biyokutlesinin biyokatalizér olarak dogrudan kullanildigi biyodizel
uretim galismalari, kesikli sistemde sabit pH, sicaklik, karigtirma hizi ve optimum
mL tampon ¢ozeltig AYY oraninda gergeklestiriimigtir. 50 mL'lik agzi kapakli
balonlara reaksiyon &ncesi, birbiriyle karismayan yad ve su fazlarinin
biyokatalizorle etkilesimini arttirmak igin belli miktarlarda atik yemeklik yag, asetat
tampon ¢ozeltisi ve gerekli olan metanolln UGgte biri konularak, 5 dakika slreyle
ultrasonikasyon cihazinda karistiriimis, ardindan kuru formda R. arrhizus
biyokutlesi karigima eklenerek balonlar sabit sicaklik ve karistirma hizinda
calisan inklbatore yerlestirilerek transesterifikasyon reaksiyonu baslatiimistir.
Reaksiyon, biyokutlenin hiicre duvarinda yer alan lipazin denatlire olmamasi igin
metanolln t=0 aninda, 24. ve 48. saatlerde toplam 3 seferde ilave edilmesiyle 72
saat surdurulmustir. Reaksiyon ortamindan 6 nci, 12 nci, 24 uncu, 48 inci ve 72
nci saatlerde érnek alinarak AYY’in agirlikga biyodizele déontisim %’si FTIR ile

tayin edilmigtir.

Transesterifikasyon reaksiyonunda birbirine karismayan yag ve su fazlarinin

emulsiyon olusturmalari 6nemlidir. Lipaz enziminin reaksiyonu katalizlemesi
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basamag! hidrofobik (trigliserit) ve hidrofilik (metanol ve su) fazlar arasindaki ara
katmanda olustugundan, su/yag ara yuzeyi ne kadar buylUk olursa, substratin
lipaza erigebilirligi o derece kolaylasir. Bu amacla kullanilan yontemlerden biri
ultrasonikasyondur. Soya yagi ile yapilan bir biyodizel uretim galigmasinda,
ultrasonikasyon islemi dncesi ortamdaki su damlaciklarinin ¢aplari 100 um iken,
ultrasonikasyon sonrasi su damlasinin ¢apinin 5 pm’nin altina dustugu tespit
edilmistir. Bu da ultrasonikasyon kullanimi ile soya yagdi ve suyun reaksiyon
ortaminda daha iyi karigsarak emulsifiye oldugunu géstermektedir (Hama ve ark.,
2007). Tum biyodizel Uretim calismalarinda transesterifikasyon reaksiyonu
oncesi, yag ve su fazlarinin iyi karismasi igin biyokatalizOr icermeyen deney
ortami ISOLAB 621.05.003 marka ve model ultrasonikasyon cihazinda 5 dakika

sureyle karistiriimigtir.

Transesterifikasyon reaksiyonu lipaz varliginda yag/su ara yuzeyinde gerceklesir
ve reaksiyon ortaminda bulunan su miktari ¢ok kritiktir. Transesterifikasyon
reaksiyonunun gerceklesmesi, hidroliz reaksiyonunun olusmamasi ve ayni
zamanda lipaz enziminin aktifligini stirdirebilmesi icin reaksiyon ortamina birim
AYY kutlesi basina eklenecek su miktarinin tespit edilmesi gerekmektedir.
Literatirde yapilan c¢alismalar incelendiginde, reaksiyon ortamina eklenecek
suyun genellikle fosfat veya asetat tampon ¢ozeltileriyle saglandigi
gorilmektedir. R. arrhizus lipazinin en yuksek aktivite gosterdigi pH degeri 6,0
(Elibol ve Ozer, 2000) civarinda oldugundan, reaksiyon ortamina ilave edilecek

su miktari asetat tamponu (0,1 M, pH 5,6) ile karsilanmigtir.

Biyodizel Gretim calismalarinda AYY kutlesi basina eklenecek optimum tampon
¢cozelti miktarini tespit etmek icin, 5 farkli reaksiyon ortaminda ayni miktar AYY’a
farkh hacimlerde 0,1 M asetat tamponu eklenerek reaksiyon sonunda elde edilen
karisimlar filtrasyonla biyokutleden ayrilmistir. Ardindan 10.000 rpm’de 10 dakika
santrifijleme yapilarak ve Ust fazlarin icerdigi metil alkolin fazlasi doéner
buharlastiricida ugurularak her bir 6rnegin kiriima indisi degeri okunmustur. Farkli
% asetat tampon ¢ozelti oranlarinda elde edilen kirilma indisi de@erleri Cizelge

4.5.’de verilmigtir. Biyodizelin kirilma indisi degeri 25 °C’de yaklasik 1,45
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civarindadir. Cizelgeden biyodizelin kirllma indisine en yakin deger %2 asetat
tampon ¢ozelti oraninda saglandigindan tum biyodizel uretim ¢alismalarinda bu

oranin kullanilmasina karar verilmigtir.

Cizelge 4.5. Farkl % asetat tampon ¢Ozelti oranlarinda elde edilen kirilma indisi
degerleri (Reaksiyon kosullari: AYY miktari= 4,4 g, Metil alkol/AYY
molar orani=4, T= 35 °C, K.H.=160 rpm, Katalizor miktari= 0,5 g

kuru m.o.).

% Asetat tampon
¢ozelti orani [(mL .
. Kirilma Indisi
tampon ¢ozelti/g

AYY) x 100)]

0 1,4680
2 1,4666
4 1,4685
8 1,4687
17 1,4689

Kesikli sistemde gercgeklestirilen biyodizel Uretimi calismalarinda AYY’in
biyodizele dénusimuinu etkileyen en 6nemli parametrelerden metil alkol/yag
molar oraninin, karistirma hizinin, sicakligin ve kuru mikroorganizma
(biyokatalizér) miktarinin, biyodizel verimi Gzerine etkileri arastiriimis ve galisilan
degerler Cizelge 4.6.’da verilmistir. Ayrica; reaksiyon ortamina farkli baslangic
derisimlerinde biyodizel slrfaktan olarak eklenerek, AYY’In biyodizele

donusumunu arttirmaya yonelik etkileri incelenmistir.
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Cizelge 4.6. Biyodizel Uretiminde incelenen parametreler ve degerleri.

Calisilan
Parametre
Deger
31
Metil Alkol/Atik Yag _
Molar Orani (mol/mol) 4:1
5:1
120
Karistirma Hizi (rpm) 160
200
25
Sicaklik (°C) 35
45
0,5
Biyokatalizor Miktari (g) 1,0
15

AYY’In biyodizele dénusimunu etkileyen yukaridaki parametreler géz énune
alinarak, Taguchi ydntemine gore tasarlanan 4 parametre ve 3 seviyelik Lo deney
sistemi (Cizelge 4.7.) ile elde edilen donlisim degerleri Design-Expert paket
programi kullanilarak ANOVA ile analiz edilmistir. Deney sistemini en iyi
tanimlayan matematiksel modelden, parametrelerin AYY’in biyodizele dénisimu
Uzerine es zamanl etkileri bulunmustur. En uygun isletim parametrelerinin
saptanmasi icin ayni paket programindaki nimerik optimizasyon fonksiyonu
kullanilarak, incelenen dort parametreyle AYY’In en yiksek donisimuine imkan
veren optimum isletme kosullari belirlenmis ve bu kosullardaki biyodizel tretim

reaksiyonunun sicakliga bagli kinetik sabitleri bulunmustur.
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Cizelge 4.7. Taguchi Lg (3% ortogonal dizine gore olusturulan deneysel tasarim.

Metil Karistirma Biyokatalizor

Deney No | Alkol/AYY H|Z|§(r m) | Stcakiik (°C) “%iktar,( )

Molar Orani P J
2 31 160 35 1,0
3 31 200 45 1.5
4 4:1 120 35 1,5
5 4:1 160 45 0.5
6 4:1 200 25 1,0
7 5:1 120 45 1.0
8 5:1 160 25 15
9 5:1 200 35 0,5

4. 5. Analiz Yontemleri

Yapay ve dogal besin ortamlarinda ¢ogaltilan R. arrhizus’un Urettigi lipazin hicre
ici ve hiicre disi hidroliz aktiviteleri titrimetrik yontemle, atik portakal kabugundan
hazirlanmis besin ortamindaki sekerlerin toplam derisimini veren toplam indirgen
seker tayini spektrofometrik yontemle, elde edilen biyodizelin kirilma indisi kirilma
indisi tayin cihaziyla, AYY’in agirlhikca biyodizele dénisim % degerleri ise FTIR

cihazi ile belirlenmistir.

4.5.1. Hiicre ici ve Hiicre Disi Lipaz Hidroliz Aktivitesinin Tayini

R. arrhizus’un Urettigi lipaz enzimine ait hticre igi ve disi lipaz hidroliz aktivitesinin
tayini icin Hama ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada yer alan titrimetrik yontem

kullanilmigtir (Hama ve ark., 2006). Bu yontemde hacre igi lipazin hidroliz
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aktivitesinin  hesaplanmasinda kullanilan  kuru hdcre  miktart  (mg),
mikroorganizma kuru agirhk-yag agirhk c¢alisma dogrusundan (EK 1.)
yararlanilarak belirlenmistir. Hlcre ici ve hucre digi lipazin hidroliz aktivitesinin

hesaplanmasi i¢in kullanilan titrimetrik yontem ise EK 2.’de detaylandiriimistir.

4.5.2. Toplam indirgen Seker Derigiminin Tayini

Atik portakal kabugundan hazirlanan besin ortamindaki toplam indirgen seker
derigimi, ortamdaki sekerlerin DNS ile yapmis oldugu sari renkli kompleksin
spektrofotometrik olarak 575 nm’de absorbans degerinin okunmasiyla g/L
cinsinden Miller (DNS) yontemiyle belirlenmistir (Forouchi ve Gunn, 1983).
Toplam indirgen seker derisimi tayini EK 3.’te verilmistir.

4.5.3. Kirilma indisi Tayini

Transesterifikasyon reaksiyonu sonucu elde edilen drun, biyokatalizérden
filtrasyonla ayrilmig ve 10.000 rpm’de 10 dakika MPW-251 marka ve model
santrifijde santrifijlenmigtir. Santriflj sonrasi gliseroli ayrilimis 6rnek, icerdigi
metanolin uzaklastiriimasi amaciyla Heidolph marka Hei-VAP Precision model
doner buharlastiricida igleme tabi tutulmus ve ardindan kirilma indisi tayini

cihazinda kirilma indisi élgiimuastar.

4.5.4. AYY’In Agirlik¢a Biyodizele Donlisim %’sinin Tayini

AYY’In transesterifikasyon reaksiyonu sonucu agirlikga biyodizele doénlsim
%’sini belirlemek icin Thermo Scientific Nicolet 6700 FTIR cihazi kullaniimigtir.
Bu amagla; EK 4.'te biyodizel igerigi verilen ve DB Tarimsal Enerji Biyodizel
Uretim Tesisinden temin edilen %98,7 safliktaki biyodizelin, AYY ile %0-100
araliginda farkli oranlarda kitlece karisimlari hazirlanarak, AYY’in farkli agirlikgca
biyodizele dénisim % degerleri elde edilmis ve her bir karisim igin biyodizelin
karakteristik frekans degerlerinde verdidi pik alanlari FTIR cihazinda élguimustar.
Pik alanlarina karsilik AYY’in agirlikga biyodizele dontisum % degerleri grafige
alinarak elde edilen kalibrasyon grafigi EK 5.'te verilmistir. Deneysel ¢alismalarda
santrifijlenerek gliseroli ayrilmis ve metanoli uzaklastiriimis 6rnegin FTIR

analizi yapilarak, biyodizelin karakteristik frekans degerlerindeki pik alanlari
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Olculmig ve EK 5.'te verilen kalibrasyon grafiginden faydalanilarak AYY’in

agirlikga biyodizele dontisum %’si tayin edilmigstir.

Deneysel calismalarda biyodizel Uretiminde karisimdaki biyodizelin karakteristik
frekans degerlerinde verdigi pikleri tespit etmek igin, yapilan literatlr aragtirmasi
sonucunda soya fasulyesi yagl ve bu yagdan elde edilen biyodizelin FTIR
spektrumlarinin karakteristik piklerinin gosterildigi Cizelge 4.8. referans olarak

kullaniimigtir.

Cizelge 4.8. Soya fasulyesi yaginin ve bu yagdan elde edilen biyodizel
spektrumlarinin karakteristik pikleri.

Soya
Soya |\ ndan
Bolge (cm™) | Bulunan Gruplar | Fasulyesi Eldge Referans
Yagl | Egilen
Biyodizel
CHsz asimetrik Siatis ve ark.,
1425-1447 biikilme yok var 2006
1188-1200 | O-CHs gerilme ok var | Slalsveark,
39 y 2006
TG, DG ve MG'de Dube ve ark
1370-1400 var olan gliserole var yok "
. 2004
ait O-CH: gruplari
O-CH>-C asimetrik Siatis ve ark.,
10751111 oysenel gerilme var yok 2006
Zagonel ve ark.,
1700-1800 C=0 gerilme var var 2004, Soares
ve ark., 2008,
CH:z gerilme ve o
2800-3000 asimetrik CHs ve var var Oliveira ve ark.,
; 2006
CH:2 gerilme

Cizelge 4.8'den; hem soya fasulyesi yagi hem de soya fasulyesi yagindan elde
edilen biyodizel i¢gin 1700-1800 cm™ bolgesinde elde edilen piklerin C=0 ester
baglarindaki gerilmeden kaynaklandigi, 2800-3000 cm-* bélgesindeki piklerin ise
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CH: gerilme ve asimetrik CHz ve CH: gerilme hareketlerini gosterdigi, yani bahsi
gecgen her iki bolgedeki piklerin hem yag hem de biyodizel spektrumunda ayni

sekilde goraldugu igin ayirt edici pikler olmadigi sdylenebilir.

Yine ayni gizelgede 1425-1447 cm bolgesindeki pikin —CH3 grubunun asimetrik
bikllmesinden kaynaklandigi, 1188-1200 cm™ bolgesindeki pikin ise O-CHs
grubuna ait gerilmeden kaynakli oldugu ve bu piklerin biyodizele ait karakteristik

pikler oldugu ve yag spektrumunda olmadigi belirtilmistir.

Deneysel calismalarda kullanilan AYY ile DB Tarimsal Enerji Biyodizel Uretim
Tesisinden tesisinden temin edilen biyodizelin de FTIR'da karakteristik pikleri
elde edilmis ve Cizelge 4.8.’de verilen sonuglara benzer sonuglar bulunmustur.
AYY’In, biyodizel Uretim tesisinden temin edilen biyodizelin ve ikinci déngu
transesterifikasyon reaksiyonunda 72. saat sonunda elde edilen 6rnedin FTIR
analizleri sirasiyla Sekil 4.8., 4.9. ve 4.10.’da sunulmustur. Sekil 4.8.’den AYY’In
FTIR spektrumunda da Cizelge 4.8."de yagin karakteristik pikleri olarak verilen
1370-1400 cm™* ve 1075-1111 cm™ bolgelerindeki pikler net olarak goriilmektedir.
Sekil 4.9.’dan biyodizel dretim tesisinden temin edilen biyodizelin FTIR
spektrumunda da yine ayni cgizelgede biyodizelin karakteristik pikleri olarak
belirtilen 1425-1447 cm™? ve 1188-1200 cm™ bolgelerindeki pikler agikca
gorilmektedir. Sekil 4.10.dan transesterifikasyon reaksiyonu sonucu AYY’in
agirlikga biyodizele dénlisiminin %22,6 oldugu érnege ait FTIR spektrumunda
da, beklenildigi Gzere hem AYY’a hem de biyodizele ait karakteristik pikler

gOrilmektedir.
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Sekil 4.8. AYY'In 1096 ve 1377 cm karakteristik pikleri.
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Sekil 4.9. DB Tarimsal Enerji Biyodizel Uretim Tesisinden elde edilen biyodizelin

1195 ve 1435 cm! karakteristik pikleri.
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%Transmittance

Corrected Area=18.28

w800 w0 w0 1200
Wavenumbers (cm-1)

Sekil 4.10. AYY'In agirhkg¢a biyodizele donisumi % 22,6 olarak elde edilen
ornede ait 1435 cm? biyodizel karakteristik piki.
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5. DENEYSEL SONUCLAR

Tez calismasinin ilk kismi, kesikli sistemde biyodizel Uretiminde biyokatalizor
olarak kullanilacak olan R. arrhizus kif mantarinin, en yuksek hucre igi lipaz
hidroliz aktivitesini gosterdigi Ureme ortaminin belirlenmesi ve bu ortamda
cogaltilan  mikroorganizmanin  biyodizel Uretiminde kullaniimak Uzere
hazirlanmasini kapsamaktadir. Bu amagla; glukoz, bir seker endustrisi yan ariint
olan ve sakkaroz iceren melas ve atik portakal kabugundan besin ortamlari
hazirlanarak mikroorganizmanin en ylksek hulcre i¢i lipaz hidroliz aktivitesi
gosterdigi besin ortami tayin edilmigtir. Calismalarin sonraki kisminda bu
ortamda baslangi¢c seker (substrat) derisiminin ve lipaz hidroliz aktivitesinin
arttinlmasi icin indukleyici olarak kullanilan zeytinyadi ile atik yemeklik yag
derisimlerinin mikroorganizmanin Urettigi hicre i¢i ve hicre disi lipazin hidroliz

aktivitesine etkileri arastiriimigtir.

Tez ¢alismasinin ikinci kisminda ise kesikli sistemde biyodizel Gretim ¢alismalari
gerceklestirimis ve AYY’In biyodizele déndsimint dogrudan etkileyen
metanol/atik yag molar orani, karigtirma hizi, sicaklik ve biyokatalizér miktarinin
etkileri arastinlmigtir. Taguchi ydntemine gore tasarlanan ve caligilan 4
parametre ve 3 seviyelik Lo deney sistemi ile elde edilen AYY’in biyodizele
doénusum degerleri Design-Expert paket programi kullanilarak ANOVA ile analiz
edilmistir. Deney sistemini en iyi tanimlayan matematiksel modelden,
parametrelerin donusum Uzerine es zamanli etkileri bulunmustur. En uygun
isletim parametrelerinin saptanmasi i¢in ayni paket programindaki numerik
optimizasyon fonksiyonu kullanilarak, incelenen doért parametreyle AYY’in
agirlikgca en yuksek biyodizele doénisimine imka&n veren optimum isletme
kosullari belirlenmis ve bu kosullardaki biyodizel dretim reaksiyonunun sicakliga
bagh kinetik sabitleri bulunmus ve reaksiyon mekanizmasi aydinlatilmaya

calisiimigtir.
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5.1. R.arrhizus’un Uretim Galismalari

5.1.1. Farkh Besin Ortamlarinin Mikrobiyal Uremeye Etkisi

Mikroorganizmanin Gremesini dogrudan etkileyen ve bluyumesini sinirlayan ana
besin maddesi, karbon ve enerji kaynagi olarak kullanilan seker (glukoz,
sakkaroz, fruktoz vb.) tdrleridir. Deneysel c¢alismalarda glukozdan, melas
sakkarozundan ve atik portakal kabugundan hazirlanan ve farkli sekerleri iceren
besin ortamlari kullanilarak R. arrhizus’un Gremesi incelenmistir. Bu amagla 30
°C’da ve 120 rpm karistirma hizinda 10 g/L glukoz, 5, 10 ve 20 g/L melas (2,5, 5
ve 10 g/L sakkaroz) ile 40 g/L atik portakal kabugu (12,1 g/L toplam indirgen
seker) iceren besin ortamlarinda mikroorganizma c¢ogaltiimis ve elde edilen
ureme egrileri Sekil 5.1.’de sunulmustur. Sekilden mikroorganizmanin en hizli
glukozlu besin ortaminda, en yavas melas iceren besin ortamlarinda Uredigi,
glukozlu besin ortaminda ve atik portakal kabugundan hazirlanan dogal besin
ortaminda sabit evreye yaklasik ikinci gunin sonunda ulagilirken, bu evrenin
melasli besin ortamlarinda U¢ glne kadar ¢iktigi gézlenmistir. Glukozlu besin

ortaminda en yuksek 3,30 g/L kuru mikroorganizma derisimi elde edilmistir.
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X (g k.m.o /L)
N

1
0 L )
0 30 60 90 120 150
Zaman (sa)
—o—Melas —©—Melas Melas —#—Atik Portakal —#&— Glukoz
5 g/L 10 g/L 20 g/L Kabugu 10 g/L
40 g/L

Sekil 5.1. R. arrhizus kif mantarinin farkli besin ortamlarinda elde edilen Greme
egrileri (T=30 °C, K.H.= 120 rpm, Besin Ortamlari: Glukozlu besin
ortami (Sg: 10 g/L ); melash besin ortami (Ss: 2,5, 5 ve 10 g/L
sakkaroz); 40 g/L atik portakal kabugundan hazirlanan dogal besin

ortami (Stis: 12,1 g/L toplam indirgen seker).

Biyodizel Uretim c¢alismalar icin R. arrhizus’'un hizli ve ylksek verimde ve
ekonomik olarak Uretilmesine badli olarak atik portakal kabugundan hazirlanan

besin ortami secilmistir.

5.1.2. Atikk Portakal Kabugundan Hazirlanan Dogal Besin Ortaminda
Baslangi¢ Toplam indirgen Seker Derisiminin Mikrobiyal Uremeye
Etkisi

30, 40, 50, 60 ve 70 g/L derisimlerinde atik portakal kabugundan hazirlanan ve
sirasiyla 9,1, 12,1, 15,0, 18,0 ve 21,0 g/L toplam indirgen seker igeren besin

ortamlarinda Uretilen R. arrhizus’a ait ireme egrileri Sekil 5.2.’de sunulmustur.
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Sekilden mikroorganizmanin tim seker derigsimlerinde yaklasik 10 saatlik bir
gecikme suresinden sonra Ustel Ureme evresine girdigi, baglangi¢ seker derisimi
arttikca mikroorganizma derigiminin arttigi, en yuksek mikroorganizma derisimine
ise 70 g/L atik portakal kabugundan (21 g/L toplam indirgen seker) hazirlanan
besin ortaminda erigildigi gorulmektedir. Bu ortamda en ylksek mikroorganizma

derisim deg@eri 3,83 g/L kuru htcre olarak tespit edilmigtir.

4 r

x

—4—30 g/L APK (9,1 g/L TiS)
—=—40 g/L APK (12,1 g/L TIS)

50 g/L APK (15,0 g/L TiS)
—e—60 g/L APK (18,0 g/L TIS)
—%—70 g/L APK (21,0 g/L TIS)

X (g k.m.o/L)
N

0 30 60 90 120 150

Zaman (sa)

Sekil 5.2. Atik portakal kabugundan hazirlanan ve farkli derisimlerde toplam
indirgen seker igeren besin ortamlarinda elde edilen R. arrhizus’'un
ureme egrileri (T=30 °C, K.H.= 120 rpm).

Cizelge 5.1.'de farkli baslangi¢ toplam indirgen seker derisimi iceren atik portakal
kabugundan hazirlanmig besin ortamlarinda elde edilen 6zgul Greme hizi, en
yuksek mikroorganizma derisimi ve Greme verimi de@erleri verilmistir. Cizelgeden
seker derisiminin artmasiyla 6zgul dreme hizinin ve en ylksek mikroorganizma
derisiminin arttigi, substrata bagli Ureme veriminin ise azalarak sabit kaldigi
gorilmektedir. Ayrica; calisilan substrat derisimi arahiginda substrat

inhibisyonunun olmadigi gozlenmistir.
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Cizelge 5.1. R. arrhizus’un farkh baglangi¢ toplam indirgen seker derigimi igeren

attk portakal kabugundan hazirlanmig besin ortamlarinda
uremesinde elde edilen o6zgul dreme hizi, en yuksek
mikroorganizma derigimi ve Ureme verimi degerleri.
S, Ti M Xm YX/S
Cark (g/L) éﬁ_’? (sa) (g kuru (g kuru
m.o./L) m.o./g TIS)
30 9,1 0,318 2,23 0,25
40 12,1 0,363 2,47 0,20
50 15,0 0,393 2,75 0,18
60 18,0 0,408 3,31 0,18
70 21,0 0,424 3,83 0,18

Monod esitliginin dogrusallastiriimasiyla elde edilen ve Esitlik 3.7’ye gore cizilen

1/ p’ye karsi 1/ So,1is grafigi Sekil 5.3.’de gosterilmistir. Sekilden en yuksek 6zgul

treme hizi, pym, 0,576 sal, doygunluk sabiti Ks ise 7,26 g TIS/L olarak

bulunmustur. Monod esitliginin deneysel verilerle ne kadar uyumlu oldugunu

gostermek icin teorik Y (Uweo) degerlerine karsilik deneysel Y (Uden) dederleri

grafige alinarak 45° dogrusu Uzerinde yer alip almadiklarina bakilmis ve Sekil

5.4'ten deneysel ve teorik hiz degerlerinin 45° dogrusu Uzerinde yer aldigi

gorilerek Monod esitliginin atik portakal kabugundan hazirlanan dogal besin

ortamindaki mikrobiyal buyimeyi oldukga iyi tanimladigi saptanmigtir.
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1184 is (L/9)

Sekil 5.3. Atik portakal kabugundan hazirlanmis besin ortaminda R. arrhizus igin

elde edilen 1/ p’'ye karsi 1/ So Tis grafigi.

04
03

H-; R2 = 0,992

g 02

3
0,1 t
O 1 1 1 1 J

0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

M den (sa_l)

Sekil 5.4. Deneysel ve Monod Esitligine gore bulunan teorik p degerlerinin 45°

dogrusu uzerinde kargilastiriimasi.
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5.1.3. Atik Portakal Kabugundan Hazirlanan Dogal Besin Ortamina ilave
Edilen indiikleyici Maddelerin Mikrobiyal Uremeye Etkileri

Besin ortamina, mikrobiyal dremeyi ve enzim uretimini dogrudan etkileyecegi
dusundlerek zeytinyadi ve biyodizel Uretim deneylerinde kullanilan atik yemeklik
yag ilave edilerek, s6z konusu substratlarin R. arrhizus kuf mantarinin Gremesi

Uzerine etkileri arastiriimigtir.

50 g/L (15 g/L TiS) atik portakal kabugundan hazirlanan besin ortamina ilk olarak
derigimi 0-40 g/L arasinda degisen zeytinyagi eklenerek mikroorganizmanin
yaklasik olarak alti gun suresince uremesi izlenmis ve elde edilen Greme egrileri
Sekil 5.5.’de sunulmustur. Sekilden besin ortamina zeytinyadi ilavesinin
mikrobiyal Uremeyi arttirdigi, en yuksek mikrobiyal biyokutlenin besin ortamina
20 g/L zeytinyadi eklendiginde elde edildigi goézlenmektedir. Zeytinyagi
derisimindeki daha fazla artisin mikrobiyal GUreme verimini az da olsa olumsuz
etkiledigi yine ayni grafikten goértulmektedir. Zeytinyagi igcermeyen besin
ortaminda en yluksek mikroorganizma derisimi 2,75 g kuru htcre/L olarak tespit
edilmigken, 20 g/L zeytinyad! iceren besin ortaminda bu deger yaklasik %30
artigla 3,57 g/L olarak saptanmistir.
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—o—0g/L ZY
—A—5g/L ZY

—=—10g/L ZY
——20g/L ZY
—=-30 g/L ZY
—A—40 g/L ZY

X (g k.m.o/L)
N

0 30 60 90 120 150
Zaman (sa)

Sekil 5.5. R. arrhizus’un 50 g/L (15 g/L TiS) atik portakal kabugundan hazirlanan
besin ortamina farkli derisimlerde zeytinyadi (ZY) eklendiginde elde
edilen Greme egrileri (T=30 °C, K.H.= 120 rpm).

50 g/L (15 g/L TiS) atik portakal kabugundan hazirlanan besin ortamina ikinci
olarak derisimi 0-40 g/L arasinda degisen atik yemeklik yag eklenerek
mikroorganizmanin yaklasik olarak alti gun suresince Uremesi izlenmis ve elde
edilen Ureme egrileri Sekil 5.6."da sunulmustur. Sekilden besin ortamina ilave
edilen atik yemeklik yagin derigimi arttikga mikrobiyal Gremenin arttigi, en yuksek
mikrobiyal biyokutlenin besin ortamina 40 g/L AYY eklendiginde elde edildigi
gozlenmektedir. AYY igermeyen besin ortaminda en yuksek mikroorganizma
derisimi 2,75 g kuru hucre/L olarak tespit edilmisken, 40 g/L AYY iceren besin
ortaminda bu deger yaklasik %58 artigla 4,35 g/L olarak saptanmistir.
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Sekil 5.6. R. arrhizus’un 50 g/L (15 g/L TiS) atik portakal kabugundan hazirlanan
besin ortamina farkh derisimlerde Atk Yemeklik Yag (AYY)
eklendiginde elde edilen Greme egrileri (T=30 °C, K.H.= 120 rpm).

R. arrhizus’un farkl derigsimlerde zeytinyaginin ve atik yemeklik yagin eklendigi
15 g/L toplam indirgen seker derisimi iceren 50 g/L atik portakal kabugundan
hazirlanmig besin ortaminda uretilmesinde elde edilen 6zgul Greme hizlari, en
yuksek kuru mikroorganizma derisimleri ve mikrobiyal Ureme verim degerleri
Cizelge 5.2.de gosterilmistir. Cizelgeden besin ortamina indukleyici ilavesinin
mikrobiyal ureme hizini ve verimini onemli olgude arttirdigi, besin ortamina atik
yemeklik yag ilavesinin ise mikrobiyal Gremede zeytinyagindan daha etkili oldugu

gorulmektedir.
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Cizelge 5.2. R. arrhizus’un farkli derigsimlerde zeytinyaginin ve atik yemeklik

yagin eklendigi 15 g/L toplam indirgen seker derisimi iceren 50 g/L

atlk  portakal

kabugundan

hazirlanmis

besin

ortaminda

Uretilmesinde elde edilen 6zgul Ureme hizlari, en yuksek kuru

mikroorganizma derigimleri ve mikrobiyal Ureme verim degerleri.

_ indiikleyici Y ws (g kuru
indiikleyici Derigimi | p(sal) | Xm(g/L) xis (g KL
m.o./g TIS)
(9/L)

0 0,393 2,75 0,18

5 0,418 3,07 0,21

10 0,433 3,22 0,22
Zeytinyagdi (ZY)

20 0,446 3,57 0,24

30 0,440 3,45 0,23

40 0,430 3,37 0,23

0 0,393 2,75 0,18

5 0,437 3,34 0,22
Atk Yemexlik Yag 10 0451 | 348 0.23
(AYY) 20 0,462 3,75 0,25

30 0,469 4,12 0,28

40 0,481 4,35 0,29
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5.2. R.arrhizus’dan Hiicre igi ve Hiicre Disi Lipaz Uretimi

5.2.1. Farkh Besin Ortamlarinin R. arrhizus’un Hiicre igi ve Hiicre Disi

Urettigi Lipazin Hidroliz Aktivitesine Etkisi

Literatirde yapilan galigmalar, kif mantarlari ve diger mikroorganizmalardan
lipaz Uretiminin, ortam baslangi¢ pH’i, sicaklik, besiyeri bilesenleri, havalandirma
vb. pek ¢ok faktore bagh oldugunu gostermektedir (Yang ve ark., 2005). Her bir
fungusun veya daha dogru bir ifadeyle lipaz Ureticisinin, spesifik Ureme
kosullarina ve optimum besin ortamina ihtiya¢c duydugu belirtiimektedir. R.
arrhizus ile yapilan bir calismada 30 °C’den daha yuksek sicakliklarda lipaz
aktivitesinin dustugu ve mikrobiyal remenin inhibisyona ugradigi rapor edilmistir.
Ayrica fungal lipaz Uretimi i¢in en iyi karistirma hizinin 130 rpm’de gergeklestigi
belirtiimigtir. Giuseppin ve arkadaslar tarafindan R. delemar’in Urettigi lipaz
miktarinin kultar ortamindaki oksijen derigimine bagli oldugu, oksijen derigiminin
arttilmasinin lipaz Gretimini artirdigi séylenmigtir (Giuseppin, 1984). Ancak
Genovefa ve arkadaslari, yliksek seviyedeki havalandirmanin hidrojen peroksit
uretimiyle baglantili olarak bu maddenin mikroorganizma igin inhibisyon etkisi
olusturdugunu rapor etmislerdir (Genovefa, Wenzig ve Mersmann, 1994). Ayrica,
yuksek karistirma hizlarinda kif mantari miselyumlarinin buyimesinde kisitlama
oldugu ve dolayisiyla lipaz Uretiminin azaldigi da bagka bir gcalismada belirtilmistir
(Yang ve ark., 2005).

Tez calismasinda, 30 °C sicaklikta ve 120 rpm karistirma hizinda, 10 g/L
glukozdan, 5, 10 ve 20 g/L melas (2,5, 5 ve 10 g/L sakkaroz)'tan ve 40 g/L atik
portakal kabugu (12,1 g/L toplam indirgen seker)ndan hazirlanan besin
ortamlarinda ¢ogaltilan R. arrhizus’un drettigi hticre igi ve hicre digi lipaz enzimi
bes glin slresince mikroorganizmadan ve kiltir ortamindan érnekler alinarak
siraslyla lipazin hicre ici ve hicre disi hidroliz aktivitesi olarak belirlenmigtir.
Farkh besin ortamlarinda zamana bagh elde edilen hicre ici lipazin hidroliz
aktiviteleri Sekil 5.7.’de, hucre disi lipazin hidroliz aktiviteleri ise Sekil 5.8.’de

sunulmustur.
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Sekil 5.7.den her ne kadar melas derigimi arttikga R. arrhizus’un Urettigi hicre igi
lipazin hidroliz aktivitesinin az da olsa artigi gozlense de, melas iceren besin
ortamlarinda lipaz hidroliz aktivitelerinin en disuk oldugu tespit edilmistir. En
yuksek hucre i¢i lipaz hidroliz aktivitesinin ise 40 g/L atik portakal kabugundan
hazirlanan besin ortaminda Uretilen R. arrhizus’dan elde edildigi gériimektedir.
Bu ortamda en yuksek aktivite degeri 0,33 U/mg olarak saptanmigtir. Calisilan
tum besin ortamlarinda mikroorganizmanin Urettigi hdcre igi lipazin hidroliz
aktivitesinin Uremenin 48. saatinde en yuksek degerine ulastigi, Ureme suresi

arttikca aktivitenin azaldigi yine ayni sekilden gézlenmektedir.

Sekil 5.8.den glukozlu besin ortaminda R. arrhizus’un Urettigi htcre digi lipazin
hidroliz ~ aktivitesinin en duslk oldugu, melash besin ortaminda
mikroorganizmanin Urettigi htcre digi lipazin hidroliz aktivitesinin daha yuksek
oldugu, yine melas derisimi arttikgca R. arrhizus’un Urettigi hucre digi lipazin
hidroliz aktivitesinin az da olsa arttig1 gézlenmistir. En ylksek hicre digi lipaz
hidroliz aktivitesinin ise 40 g/L atik portakal kabugundan hazirlanan besin
ortaminda uretilen R. arrhizus’dan 11 U/mL olarak elde edildigi gértulmektedir.
Calisilan tim besin ortamlarinda mikroorganizmanin Urettigi hicre disi lipazin
hidroliz aktivitesinin Uremenin 48. saatinde en ylksek degerine ulastigi, ireme

suresi arttikga aktivitenin azaldigi yine ayni sekilden gozlenmektedir.
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0,4

Hiicre igi Lipaz Hidroliz Aktivitesi

Sekil 5.7.

0 30 60 90 120
Zaman (sa)
—&—Melas 5 g/L —— Atik Portakal Kabugu 40 g/L
—6—Melas 10 g/L Glukoz 10 g/L
—E—Melas 20 g/L
Farkh besin ortamlarinda R. arrhizus’'un Uurettigi hicre i¢i lipazin

hidroliz aktivitesinin zamana bagh degisimi (T=30 °C, K.H.= 120 rpm,
Besin Ortamlari: Glukozlu besin ortami (Sg: 10 g/L ); melash besin
ortami (Ss: 2,5, 5 ve 10 g/L sakkaroz); 40 g/L atik portakal kabugundan

hazirlanan dogal besin ortami (Sris: 12,1 g/L toplam indirgen seker).
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Sekil 5.8. Farkl besin ortamlarinda R. arrhizus’un Urettigi hicre digi lipazin
hidroliz aktivitesinin zamana bagh degisimi (T=30 °C, K.H.= 120 rpm,
Besin Ortamlari: Glukozlu besin ortami (Sg: 10 g/L ); melash besin
ortami (Ss: 2,5, 5 ve 10 g/L sakkaroz); 40 g/L atik portakal kabugundan

hazirlanan dogal besin ortami (Sris: 12,1 g/L toplam indirgen seker).

R. arrhizus’un drettigi hlcre ici ve hlcre digi lipazlarin hidroliz aktiviteleri birlikte
degerlendirildiginde; mikroorganizmanin atik portakal kabugundan hazirlanan
besin ortaminda diger ortamlara gore daha yuksek miktarlarda hicre igi ve digi
lipaz enzimi Urettigi sOylenebilir. Bu durum gézonine alinarak, biyodizel Gretimi
icin yapilacak g¢alismalarda R. arrhizus’un, atik portakal kabugundan hazirlanan

dogal besin ortaminda Uretilmesinin uygun olacagina karar verilmigtir.
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5.2.2. Atikk Portakal Kabugundan Hazirlanan Dogal Besin Ortaminda
Baslangi¢ Toplam indirgen Seker Derisiminin R. arrhizus’un Urettigi

Hiicre igi ve Hiicre Digi Lipazin Hidroliz Aktivitesine Etkisi

30, 40, 50, 60 ve 70 g/L derisimlerinde atik portakal kabugundan hazirlanan ve
sirasiyla 9,1, 12,1, 15,0, 18,0 ve 21,0 g/L toplam indirgen seker igeren besin
ortamlarinda R. arrhizus’un urettigi hicre ic¢i lipazin hidroliz aktivitesinin zamana
bagli degisimi Sekil 5.9.’da, hucre digi lipazin hidroliz aktivitesinin zamana bagli

degisimi ise Sekil 5.10.’de sunulmustur.

Sekil 5.9.°dan genel olarak galisilan tim atik portakal kabugu derisimlerinde R.
arrhizus’un drettigi hucre igi lipazin hidroliz aktivitesinin iremenin ikinci guninde
en yuksek degere ulastigi, Ureme sduresi arttikga hicre ici lipaz hidroliz
aktivitesinin oldukca azaldigi goérulmektedir. Bunun nedeni olarak Ustel Ureme
evresinin sonunda daha fazla proteaz enzimi olusumundan kaynakl Urun
inhibisyonu olabilecegi ve/veya mikroorganizmanin zamanla karbon
kaynaklarina daha az veya hi¢ ulasamama durumu gdsterilebilir (Athalye ve ark.,
2013). Yine ayni sekilden atik portakal kabugu derigsimindeki 50 g/L (15 g/L
TiS)ye kadar artisin R. arrhizus’un Urettigi hiicre ici lipazin hidroliz aktivitesini
arttirdigi, atik portakal kabugu derisimindeki daha fazla artigin ise substrat
inhibisyonu nedeniyle hucre igi lipaz hidroliz aktivitesini azalttigi gozlenmektedir.
En yuksek hicre igi lipaz hidroliz aktivitesi 0,40 U/mg degeri ile 50 g/L atik

portakal kabugundan hazirlanan besin ortaminda saglanmistir.

Benzer sekilde Sekil 5.10.’dan da genel olarak ¢alisilan tim atik portakal kabugu
derisimlerinde R. arrhizus’un urettigi hicre disi lipazin hidroliz aktivitesinin
uremenin ikinci guntinde en yuksek degere ulastigl, Ureme suresi arttikca hucre
disi lipaz hidroliz aktivitesinin oldukca azaldigi gorulmektedir. Yine ayni sekilden
atik portakal kabugu derisimindeki 50 g/L (15 g/L TiS)ye kadar artisin R.
arrhizus’un Urettigi hicre disi lipaz hidroliz aktivitesini arttirdigi, atik portakal
kabugu derisimindeki daha fazla artisin ise substrat inhibisyonu nedeniyle hicre

disi lipaz hidroliz aktivitesini azalttigi gozlenmektedir. En yuksek hucre disi lipaz
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hidroliz aktivitesi 13,20 U/mL degeri ile 50 g/L atik portakal kabugundan

hazirlanan besin ortaminda saglanmistir.
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g ——60 g/L APK (18,0 g/L TiS)
T —#—70 g/L APK (21,0 g/L TIS)
O 1 1 1 )
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Sekil 5.9. Atik portakal kabugundan hazirlanan ve farkh derigsimlerde toplam
indirgen seker iceren besin ortamlarinda R. arrhizus’un Urettigi hicre
ici lipazin hidroliz aktivitesinin zamana bagli degisimi (T=30 °C, K.H.=
120 rpm).
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Sekil 5.10. Atk portakal kabugundan hazirlanan ve farkh derigsimlerde toplam
indirgen seker iceren besin ortamlarinda R. arrhizus’un Urettigi
hicre digi lipazin hidroliz aktivitesinin zamana baglh degisimi (T=30
°C, K.H.= 120 rpm).

Biyodizel Uretiminde mikrobiyal biyokitlenin kendisi biyokatalizér olarak
dogrudan kullanilacagindan mikroorganizmanin hucre i¢i lipaz hidroliz aktivitesi
onem kazanmaktadir. Her ne kadar en yuksek kuru mikroorganizma derisimi 70
g/L atik portakal kabugu (21 g/L TiS)ndan hazirlanan besin ortaminda elde
edilmis olsa da, biyodizel tretim galismalari icin kullanilacak R. arrhizus kuf
mantarinin gogaltilmasinda besin ortami olarak, en yuksek hicre igi lipaz hidroliz
aktivitesinin elde edildigi 50 g/L atik portakal kabugundan hazirlanan dogal besin

ortami secilmistir.
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5.2.3. Besin Ortamina Eklenen indiikleyici Maddelerin R. arrhizus’un
Urettigi Hiicre ici ve Hiicre Disi Lipazin Hidroliz Aktiviteleri Uzerindeki
Etkisi

Hucre ici lipaz hidroliz aktivitesini artiran indukleyici maddelerle ilgili olarak
zeytinyagi, oleik asit vb. maddelerin besin ortamina eklenmesiyle
mikroorganizmanin hucre i¢i lipaz hidroliz aktivitesinde artis oldugu bilinmektedir.
R. oryzae ile yapilan bir galismada ortamda yag ve glukozun bulundugu buyime
ortaminda, daha yuksek hucre igi lipaz hidroliz aktivitesi tespit edilmistir (Athalye
ve ark., 2013). Ortamda bulunan glukozun daha ylUksek biyokutle olusumuna
imkan verdigi, yagin ise lipaz Uretimini artirmis olabilecegi veya mikrobiyal
blylime surecinde proteaz enziminin sebep oldugu lipaz degredasyonunu
azaltmig olabilecegi belirtiimistir. Benzer sonuglar, Ban ve arkadaglarinin R.
oryzae biyokatalizoru ile yaptigi calismada elde edilmis, immobilize kllttrle 5 g/L
glukoz ve 30 g/L zeytinyadi iceren besi ortaminda daha yiuksek metanolizis

aktivitesi tespit edilmistir (Ban ve ark., 2001).

Tez calismasinin bu kisminda; mikroorganizmanin blyime ortamina eklenen
zeytinyagi ve atik yemeklik yagin R. arrhizus’un hicre igi ve hicre disi lipazin

hidroliz aktivitesine olan etkileri incelenmistir.

Zeytinyaginin R. arrhizus’un Urettigi Hiicre igi ve Hiicre Disi Lipazin Hidroliz
Aktivitesine Etkisi

50 g/L (15 g/L TiS) atik portakal kabugundan hazirlanan besin ortamina derisimi
0-40 g/L arasinda degisen zeytinyagi eklenerek zeytinyagi derisiminin
mikroorganizmanin hucre i¢i ve hucre disi lipaz Uretimi Gzerine indukleyici etkileri
arastiriimis ve zeytinyagi derisiminin hucre i¢i lipaz hidroliz aktivitesinin zamanla
degisimine etkisi Sekil 5.11.’de, hicre disi lipaz hidroliz aktivitesinin zamanla
degisimine etkisi ise Sekil 5.12.de gosterilmistir. Sekil 5.11.°den ortamdaki
zeytinyagi derisiminin 20 g/L’'ye kadar arttinimasiyla hticre ici lipaz hidroliz
aktivitesinin arttigi, zeytinyagi derisimindeki daha fazla artisin ise hticre ici lipaz

hidroliz aktivitesini az da olsa olumsuz etkiledigi, en yuksek aktivite degerlerine
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48. saatte ulagildigi yine ayni grafikten gorulmektedir. Zeytinyagi icermeyen
besin ortaminda en yUksek hucre igi lipaz hidroliz aktivitesi 0,40 U/mg iken, 20
g/L zeytinyadi iceren besin ortaminda bu deger yaklasik %25 artisla 0,50 U/mg
olarak saptanmistir. Bu durumda; 50 g/L atik portakal kabugundan hazirlanan
besin ortamina 20 g/L derisime kadar zeytinyaginin eklenmesinin
mikroorganizmanin hdcre igi lipaz hidroliz aktivitesi Uzerinde indukleyici etkisinin
oldugu, bunun nedeninin ortamdaki zeytinyaginin hucre icinde uretilen lipazin
hdcre digina salinimini engelledigi, boylelikle hucre i¢i lipaz hidroliz aktivitesinde

artisa sebep oldugu sdylenebilir.
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Sekil 5.11. Farkh derisimlerde ZY igeren 50 g/L atik portakal kabugu (15 g/L
TiS)’ndan hazirlanan besin ortamlarinda tretilen R. arrhizus’un
hicre ici lipaz hidroliz aktivitesinin zamanla degisim egrileri (T=30
°C, K.H.= 120 rpm).

Sekil 5.12.den beklendigi Uzere, ortamdaki zeytinyagi derisiminin 20 g/L’ye
artirlmasiyla hicre disi lipaz hidroliz aktivitesinin azaldigi, daha yuksek

zeytinyagi derisimlerinde hiicre disi lipaz hidroliz aktivitesinin sabit kaldigi, en
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yuksek aktivite degerlerine 48. saatte ulasildigi, en yuksek hicre digi lipaz
hidroliz aktivitesinin ise zeytinyadi icermeyen besin ortaminda elde edildigi
gorulmektedir. Zeytinyagi igermeyen besin ortaminda en yuksek hicre digi lipaz
hidroliz aktivitesi 13,2 U/mL iken, 20 g/L zeytinyadi iceren besin ortaminda bu
deger yaklasik %51 azalmayla 6,5 U/mL olarak saptanmigtir. Bu durum
ortamdaki zeytinyadinin huicre iginde Uretilen lipazin hicre disina salinimini
engellemesi, boylelikle hucre disi lipaz hidroliz aktivitesinde azalmaya neden

olmasi seklinde agiklanabilir.
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10g/LZY —A—40g/LZY

Hucre Disi Lipaz Hidroliz Aktivitesi
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Sekil 5.12. Farkh derisimlerde ZY iceren 50 g/L atik portakal kabugu (15 g/L
TiS)’ndan hazirlanan besin ortamlarinda iretilen R. arrhizus’un hiicre
disi lipaz hidroliz aktivitesinin zamanla degisim egrileri (T=30 °C,
K.H.= 120 rpm).
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Atik Yemeklik Yagin R. arrhizus’un Urettigi Hiicre igi ve Hiicre Disi Lipazin
Hidroliz Aktivitesine Etkisi

Biyodizel Uretiminde kullanilacak olan atik yemeklik yagin mikroorganizmanin
lipaz enzimi Uretimi Uzerine indUkleyici etkisinin arastirilmasina yonelik olarak
farkli derigsimlerde atik yemeklik yag, 50 g/L atik portakal kabugundan hazirlanan
besin ortamlarina eklenmis ve c¢ogaltilan mikroorganizmanin hicre i¢i lipaz
hidroliz aktivitesinin zamanla degisim egrileri Sekil 5.13.’de, hicre disi lipaz
hidroliz aktivitesinin zamanla degisim egrileri ise Sekil 5.14.°de goOsterilmigtir.
Sekil 5.13.’den ortamdaki AYY derisiminin 10 g/L’ye kadar artiriimasiyla hicre igi
lipaz hidroliz aktivitesinin arttigi, AYY derisimindeki daha fazla artisin ise genel
olarak hucre ici lipaz hidroliz aktivitesini azalttigi, en yuksek aktivite degerlerine
48. saatte ulasildigi yine ayni grafikten gorilmektedir. AYY icermeyen besin
ortaminda en yuksek hicre i¢i lipaz hidroliz aktivitesi 0,40 U/mg iken, 10 g/L AYY
iceren besin ortaminda bu deger yaklasik %30 artigla 0,52 U/mg olarak
saptanmistir. Bu durumda; 50 g/L atik portakal kabugundan hazirlanan besin
ortamina 10 g/L derisime kadar AYY’In eklenmesinin mikroorganizmanin htcre
ici lipaz hidroliz aktivitesi Uzerinde indUkleyici etkisinin oldugu, bunun nedeninin
ortamdaki AYY’In hiicre i¢inde Uretilen lipazin hicre disina salinimini engelledidi,

bdylelikle hicre igi lipaz hidroliz aktivitesinde artisa sebep oldugu sdylenebilir.
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Sekil 5.13. Farkh derisimlerde AYY igceren 50 g/L atik portakal kabugu (15 g/L
TiS)’ndan hazirlanan besin ortamlarinda uretilen R. arrhizus’un hiicre
ici lipaz hidroliz aktivitesinin zamanla degisim egrileri (T=30 °C, K.H.=
120 rpm).

Sekil 5.14’ten beklendigi Uzere, ortamdaki AYY derisiminin 20 g/L’ye
artinlmasiyla htcre digi lipaz hidroliz aktivitesinin azaldidi, daha yuksek AYY
derisimlerinde hicre digi lipaz hidroliz aktivitesinin sabit kaldigi, en yuksek
aktivite degerlerine 48. saatte ulasildigl, en yuksek hucre digi lipaz hidroliz
aktivitesinin ise AYY icermeyen besin ortaminda elde edildigi gorulmektedir.
AYY icermeyen besin ortaminda en ylksek hicre digi lipaz hidroliz aktivitesi 13,2
U/mL iken, 20 g/L AYY igeren besin ortaminda bu deger yaklasik %31 azalmayla
9,1 U/mL olarak saptanmistir. Bu durum ortamdaki AYY’in hicre iginde Uretilen
lipazin hiucre digina salinimini engellemesi, boylelikle hucre digi lipaz hidroliz

aktivitesinde azalmaya neden olmasi seklinde agiklanabilir.

100



15 ¢

B
g
S
= 12 +
<
N
©
S~ 97
TE
N ~~

=)
8= 6 |
=
% —o—0 g/L AYY —4—20 g/L AYY
S 3 —&—5 g/L AYY —5-30 g/L AYY
S ‘ 10 g/L AYY —A—40 g/L AYY

0 1 1 1 )
0 30 60 90 120
Zaman (sa)

Sekil 5.14. Farkh derisimlerde AYY igceren 50 g/L atik portakal kabugu (15 g/L
TiS)’ndan hazirlanan besin ortamlarinda uretilen R. arrhizus’un hiicre
disi lipaz hidroliz aktivitesinin zamanla degisim egrileri (T=30 °C,
K.H.= 120 rpm).

En ylksek hicre ici lipaz hidroliz aktivitesinin elde edildigi 50 g/L atik portakal
kabugundan hazirlanan dogal besin ortamina 10 g/L AYY eklendiginde,
mikroorganizmanin hucre igi lipaz hidroliz aktivitesi %30 artisla en yuksek
degerine ulastigindan, biyodizel tretim ¢alismalarinda R. arrhizus kif mantarinin

uretilmesinde kullanilacak besin ortamina 10 g/L atik yemeklik yag eklenmisgtir.

5.3. Biyodizel Uretim Galismalari

Katalizor olarak kullanilacak R. arrhizus kif mantari esliginde, atik yemeklik yag
ve kademeli olarak eklenen metanolden biyodizel Uretiminde transesterifikasyon
mekanizmasinin anlagiimasi ve Taguchi deneysel tasarim yonteminde segilecek
parametre ve seviyelerinin dogru olarak belirlenmesi amaciyla, biyodizel Gretimi
optimizasyon caligsmalari oncesi bir dizi deney yapiimis ve elde edilen sonuglar

degerlendirilerek sistem tasarlanmigtir. Biyodizel Uretimi ¢aligsmalarinda metil
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alkol/atik yemeklik yag molar orani, biyokatalizor miktari, sicaklik, ikinci dongu
transesterifikasyon, surfaktan ilavesi parametrelerinin  AYY’In biyodizele
donusimuine etkileri arastirilarak, bulunan sonuglar degerlendirilerek

optimizasyon g¢alismalarinda kullaniimistir.

5.3.1. Metil Alkol/AYY Molar Oraninin AYY’In Biyodizele Donugiimiine
Etkisi

Biyokatalizor kullanilarak gergeklestirilen transesterifikasyon reaksiyonlarinda
ortamdaki metanolin miktari, metanolin zehirleyici etkisinden dolayr ¢ok
onemlidir. Reaksiyon ortamina eklenen metanolin fazlasi lipazin aktif

merkezlerine ulasarak enzimi inhibe edebilmektedir.

35 °C sicaklikta, 160 rpm karistirma hizinda, 0,5 g kuru mikroorganizmayla 4,4 g
AYY kullanilarak yapilan transesterifikasyon reaksiyonunda Metil Alkol/AYY
molar orani 4,0 ve 4,5 olarak degistirilerek, elde edilen AYY’In biyodizele
doénlisim % degerleri Cizelge 5.3.'de verilmistir. Cizelgeden Metil Alkol/AYY
molar oraninin 4'ten 4,5'e artiriimasiyla biyodizele doéndsimun azaldigi
g6zlenmektedir. Bu da metil alkoldeki az bir artisin bile lipaz aktivitesinde

inhibisyona sebep oldugunu gostermektedir.

Cizelge 5.3. Farkli metil alkol/AYY molar oranlarinda elde edilen AYY’In

biyodizele déntsim degerleri.

Metil Alkol/AYY Molar AYY’In Biyodizele
Orani Donlisumii (%)
4 20
4,5 18

5.3.2. Biyokatalizor Miktarinin AYY’in Biyodizele Donlisimiine Etkisi

Biyokatalizor miktari, hicre tarafindan salgilanan enzim miktariyla iliskilidir. R.

oryzae ile yapilan bir optimizasyon ¢alismasinda %72 déntsim igin kuru fungal
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biyokutlenin, reaksiyona giren yagin en az % 12 (agirlikga)' si kadar olmasi
gerektigi tespit edilmistir (Hama ve ark., 2004). 45 °C sicaklikta ve 160 rpm
karistirma hizinda 4,4 g AYY kullanilarak metil alkol/AYY molar orani 4’te
tutularak biyokatalizér miktari 0,5 ve 1,0 g olarak degistirilen transesterifikasyon
reaksiyonlari sonucunda elde edilen AYY’Iin biyodizele dénusum degerleri
Cizelge 5.4.'te verilmigtir. Cizelgeden, reaksiyon ortamindaki biyokatalizor
miktarinin donuasimua ¢ok fazla arttirmadigi gézlenmektedir. Bu sonuglar ayni
zamanda 0,5 g kuru hlcreyle reaksiyon sicakliginin 35 °C’dan 45 °C’a

cikartiimasiyla donisumun %20’den %18’e dustugunu gostermektedir.

Cizelge 5.4. Farkh biyokatalizor miktarlarinda elde edilen AYY’in biyodizele

donugum degerleri.

Biyokatalizor Miktar AYY’In Biyodizele
(@) Doénusiimu (%)
0,5 18
1,0 19

5.3.3. ikinci Déngii Transesterifikasyon Reaksiyonunun AYY’in Biyodizele

Doénuslumiine Etkisi

Calismanin bu kisminda, biyodizel verimini arttirmak igin, 35 °C sicaklikta, 160
rom karistirma hizinda, metil alkol/AYY molar orani 4’te gergeklestirilen birinci
dongu transesterifikasyon reaksiyonu sonucunda AYY’in biyodizele donlsim
degerinin % 20 olarak elde edildigi reaksiyon ortaminin biyokutlesi, gliseroll ve
metanoll uzaklastirilarak, ortama yeniden 0,5 g biyokutle (biyokatalizér) ve metil
alkol/AYY molar orani 4 olacak sekilde metanol eklenerek ayni calisma
kosullarinda ikinci déngu transesterifikasyon reaksiyonu gerceklestiriimis ve elde
edilen AYY’In biyodizele donlisimunidn zamana bagh degisimi Sekil 5.15.'de
gOsterilmistir. Sekilden birinci dongl reaksiyon sonucu elde edilen %20 baslangi¢

donisim degerinin 72 saatlik reaksiyon suresi sonrasi %22,6'ya c¢iktigi,
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donusumun ¢ok fazla degismedigi gorulmektedir. Bu sonuglar, birinci dongude
elde edilen AYY’In biyodizele donusum degerinin hemen hemen en ylksek
degerine ulastigini, dolayisiyla ayni reaksiyon kosullarinda dongl sayisinin

arttinlmasiyla donusumun ¢ok fazla degismeyecegini gostermektedir.
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Sekil 5.15. ikinci déngl transesterifikasyon reaksiyonunun AYY’in biyodizele
doénlsimu Uzerine etkisi (Reaksiyon kosullari: Metil Alkol/AYY Molar
Orani=4, Sicaklik= 35 °C, Karistirma hizi= 160 rpm, Biyokatalizor

miktari= 0,5 g kuru m.o.).

5.3.4. Siurfaktan Derigsiminin AYY’in Biyodizele Doniislimiine Etkisi

Literatlr arastirmasinda reaksiyon ortamina eklenen surfaktanlar gibi bazi katki
maddelerinin, dontsimua arttirdi§i gértulmuastir (Pogori, Xu ve Cheikhyoussef,
2007). Deneysel calismalarda, yaklasik %99 saflikta biyodizelin surfaktan olarak
reaksiyon ortamina eklenmesinin AYY’In biyodizele dontsimine etkisi

arastiriimistir. Bu baglamda 35 °C sicaklikta, 160 rpm karistirma hizinda, metil
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alkol/AYY molar orani 4’te gergeklestirilen birinci dongl transesterifikasyon
reaksiyonu sonucunda ayni donusum degerlerinin elde edildigi iki reaksiyon
ortaminin biyokutlesi, gliseroli ve metanoll uzaklastirilarak, ayni c¢alisma
kosullarinda ortamlara yeniden 0,5 g biyokutle ve metil alkol/AYY molar orani 4
olacak sekilde metanol ve agirlikgca % 1 ve % 15’ lik saf (yaklasik % 99) biyodizel
eklenerek ikinci dongude gerceklestirilien transesterifikasyon reaksiyonu
sonucunda elde edilen AYY'In biyodizele donusumlerinin zamana bagli

degisimleri Sekil 5.16.'da gdsterilmistir.

Sekil 5.16.'dan agirlikca %1 biyodizel ilavesiyle %21 olan baslangi¢ biyodizel
%’sinin 72 saatlik reaksiyon suresi sonrasi %26'ya ¢iktigi goériimektedir. Bu da
biyodizelin surfaktan etkisi gosterdigini, boylelikle atik yemeklik yag ve metanolin
birbiriyle daha iyi karismasini saglayarak, biyokatalizériin temas alanini ve

dolayisiyla AYY’in biyodizele dontisum miktarini arttirdigini agiklamaktadir.

Yine ayni sekilden reaksiyon ortamina agirlikca %15'lik biyodizel eklenmesi
sonucunda, %30’a ¢ikan baglangi¢ biyodizel %’sinin ise 72 saatlik reaksiyon
suresi sonunda %27,5'e dustigu gdézlenmektedir. Biyodizelin iyi bir surfaktan
olma &zelliginin yanisira diger bir 6zelligi de transesterifikasyon reaksiyonunda
"Gran" olmasidir. Dolayisiyla ortama fazlasi eklenen biyodizel ayni zamanda
reaksiyonun Urin kisminda yer aldigi i¢in, Grinun fazlasi reaksiyonu sola yani
tepkiyenler tarafina kaydirmis ve bu durumda dengeye gelinceye kadar

biyodizelin trigliserite donusme sureci devam etmisgtir.
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Sekil 5.16. ikinci transesterifikasyon reaksiyonunda agirlikca %1 ve %15
surfaktan ilavesinin zamana bagli AYY’In biyodizele doéntsimu

Uzerine eftkisi.

5.4. Biyodizel Uretiminin Optimizasyonu

5.4.1. Taguchi Yontemiyle Deney Sisteminin Tasarlanmasi

Taguchi yéonteminin en énemli 6zelligi, cok sayida degiskenle az sayida deney
yaparak deneysel sistem tasarlamaktir. Yapilan biyodizel Uretimi 6n ¢alismalari
ve literatlr arastirmasi sonucu, biyodizel Uretimini en fazla etkileyen Taguchi
yonteminde kullaniimak tGzere metanol/AYY molar orani, karistirma hizi, sicaklik
ve biyokatalizér miktari parametre olarak belirlenmistir. Metanol/AYY molar orani
3, 4 ve 5; karnistirma hizi 120, 160 ve 200 rpm; sicakhk 25, 35 ve 45 °C;
biyokatalizor miktari ise 0,5, 1,0 ve 1,5 g olarak 3 seviyede segilmistir. Bu
kapsamda, 4 adet parametre ve 3 seviye icin hazirlanan Taguchi Lo (3%) ortogonal
deneysel tasarim dizini Cizelge 5.5.'de verilmistir. Bu tasarimla, 81 (34) adetlik

konfiglirasyon sayisi 9 adete indirgenmektedir.
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Cizelge 5.5. Taguchi Lo (3*) ortogonal dizine gore olusturulan deneysel tasarim.

Deney No I\I/\InetanOI/AYY Karigtima Slcoakllk Biypkatalizar
olar Orani Hizi (rpm) (°C) Miktan (9)
1 3 120 25 0,5
2 3 160 35 1,0
3 3 200 45 15
4 4 120 35 1,5
5 4 160 45 0,5
6 4 200 25 1.0
7 5 120 45 1,0
8 5 160 25 15
9 5 200 35 05

5.4.2. Segilen Parametrelerin AYY’in Biyodizele Déniisiimii Uzerine Etkisi

Taguchi deneysel tasarimina goére belirlenen kosullarda yapilan deneyler sonucu

elde edilen AYY’In biyodizele dontisum degerleri Cizelge 5.6.'da sunulmustur.
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Cizelge 5.6. Taguchi deneysel tasarimina gore belirlenen kosullarda yapilan
deneyler sonucu elde edilen AYY'In agirlik¢a biyodizele donusim

% degerleri.

Deney | Metanol/AYY | Kanigtima | Sicakhk Biyokatalizor Donusim
No Molar Orani | Hizi (rpm) (°C) Miktar (g) (%)
1 3 120 25 0,5 13,3
2 3 160 35 1,0 18,8
3 3 200 45 1,5 17,8
4 4 120 35 1,5 20,8
5 4 160 45 0,5 18,3
6 4 200 25 1,0 20,4
7 5 120 45 1,0 16,9
8 5 160 25 1,5 18,9
9 5 200 35 0,5 16,8

Taguchi deneysel tasarimina gore belirlenen kosullarda kesikli karistirmali
sistemde 72 saat slreyle gergeklesen transesterifikasyon reaksiyonu bir denge
reaksiyonu oldugu igin deney sistemine eklenen metanol/AYY molar orani
oldukga 6nemlidir. Bu parametre ile ilgili her ¢ deney icin sabit tutulan her bir
Metanol/AYY molar oraninda AYY’In biyodizele déndsiminin zamana bagh
degisimleri incelenmis ve Metanol/AYY molar oraninin 3 oldugu deney
kosullarinda elde edilen egriler Sekil 5.17.'de, Metanol/AYY molar oraninin 4
oldugu deney kosullarinda elde edilen egriler Sekil 5.18.'de ve Metanol/AYY
molar oraninin 5 oldugu deney kosullarinda elde edilen egriler Sekil 5.19.'da

gOsterilmigtir.
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Sekil 5.17."den Metanol/AYY molar oraninin 3 oldugu durumda c¢alisilan tim
deneysel kosullarda 6zellikle reaksiyonun 48. saatinden sonra AYY’in biyodizele
donUsUimulnun azaldigi gorulmektedir. Baglangigta AYY’in fazlasinin bulundugu
reaksiyon ortamina metanol, reaksiyonun baslangicinda, 24. ve 48. saatlerinde
olmak Uzere toplam 3 seferde eklenmektedir. Transesterifikasyon reaksiyonunda
metanol i¢in stokiyometrik katsayi 3’tir. Reaksiyonun baslangicinda ortama
metanolun Ugte biri eklendiginden reaksiyon drtnler yonunde ilerlemekte, ancak
48. saatte eklenen metanolle, reaksiyonun stokiyometrik katsayisi 3'e
ulastigindan tepkime denge durumuna gelmektedir. Bu durumda hem ileri yonde
hem de geri yonde tepkimeler s6z konusu olmaktadir. Dolayisiyla reaksiyon
ortaminda olugan bir kisim biyodizel yani yag asidi metil esteri, reaksiyonun geri

yondeki tepkimesi ile trigliserite donusmektedir.

Sekil 5.18."den metil alkol/AYY molar oraninin 4 oldugu durumda, AYY’In
biyodizele dénisumunudn reaksiyonun 24. saatine kadar arttigi, daha sonra
azalmaya basladigi ve 48. saatten sonra tekrar artisa gectigi gézlenmektedir. 24-
48 saat araliginda ortamdaki metanolln stokiyometrik katsayisi 3'e yakindir, yani
denge durumu s6z konusudur. Ancak 48. saatten sonra eklenen metanolin
fazlasi ile molar oran 4'e ulastigindan tepkime ileri yonde seyretmekte ve

donusum artmaktadir.

Sekil 5.19.'dan ise, metanol/AYY orani 5 oldugu durumda AYY’In biyodizele
donusumunun yine reaksiyonun 24. saatine kadar arttigi, daha sonra azalmaya
basladigl ve 48. saatten sonra tekrar artisa gectigi gdézlenmektedir. 24-48 saat
araliginda ortamdaki metanolln stokiyometrik katsayisi 3'e yakindir, yani denge
durumu s6z konusudur. Ancak 48. saatten sonra eklenen metanolin fazlasi ile
molar oran 5'e ulastigindan tepkime ileri yonde seyretmekte ve donusum

artmaktadir.
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Sekil 5.17. Taguchi deneysel tasarimina goére 1, 2 ve 3 numarali deneyler igin
AYY’In biyodizele dénltsiminin zamana bagli degisimi (Deney
No:1, Deney No:2, Deney No:3, Metanol/AYY Molar Orani 3).
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Sekil 5.18. Taguchi deneysel tasarimina goére 4, 5 ve 6 numarali deneyler igin
AYY’In biyodizele donlisiminin zamana bagli degisimi (Deney

No:4, Deney No:5, Deney No:6, Metanol/AYY Molar Orani 4).
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Sekil 5.19. Taguchi deneysel tasarimina goére 7, 8 ve 9 numarali deneyler igin
AYY’In biyodizele doénlisumuanin zamana bagh degisimi (Deney

No:7, Deney No:8, Deney No:9, Metanol/AYY Molar Orani 5).

5.4.3. ANOVA Analizi ile Parametre Etkisinin incelenmesi

Taguchi ydéntemine gore tasarlanan deney sistemine goére elde edilen AYY’In
biyodizele donlisum degerleri icin Design-Expert paket programinda ANOVA
analizi yapilarak, parametrelerin déndsim Uzerine ortak etkileri incelenerek
deney sistemini tanimlayan en uygun model bulunmustur. Programda modelin
deneysel parametrelerin belirlenmis seviyeleri dlgusunde minimum degerler igin
(-1) kodu, maksimum degerler i¢in (+1) kodu tanimlanmigtir. Kodlu terimleri
iceren en uygun model Esitlik 5.1.’"de verilmigtir. ANOVA model regresyonu ve

model terimleri ise Cizelge 5.7.’de gosterilmistir.

% Doénusum = (+133,57 + 3,68 A+ 5,21 B +13,15D

- 23,65 A% - 7,84 B2- 10,37 C2 - 8,76 D?)0629 (5.1)
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Burada;

A: Metanol/AYY Molar Oranini,

B: Karistirma Hizini,

C: Sicakhgt,

D: Biyokatalizor (Biyokutle) miktarini temsil etmektedir.

Cizelge 5.7. AYY'In biyodizele donusumu igin ANOVA ile model regresyonu ve

model terimleri.

. . p-degeri
Karelerin Karelerin seri | (Prob >
Kaynak | 1oplami DF | ortalamasi | F-degeri F)
Model 2891,95 7 413,14 1.547x1 05 0,0020 | anlamh
A 81,12 1 81,12 | 30365,57 | 0,0037
B 163,14 1 163,14 | 61070,51 | 0,0026
D 1038,08 1 1038,08 | 3.886x10° | 0,0010
AZ 1118,24 1 1118,24 | 4.186x10° | 0,0010
B’ 123,05 1 123,05 | 46063,82 | 0,0030
c’ 214,90 1 214.90 | 8044389 | 0,0022
D’ 153,41 1 19341 | 5742860 | 0,0027
Artik 2671 10—3
kalan | <-®71X R2:1.0000: Uyarlanmig R? :1.0000;
Toplam 2891,95 Yeterli hassasiyet degeri (> 4 olmali) : 1313,274

Cizelge 5.7."den model terimlerine ait F ve p degerlerine bakildiginda A, B ve D
lineer terimleri ile, A2, B2, C? ve D? ikinci derece terimleriyle anlamh oldugu
gorilmektedir. Her bir terimin solundaki rakam, o parametrenin doénisim

Uzerindeki etkisinin buyUkliginu gostermektedir. Bu durumda metil alkol/AYY
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molar oraninin karesinin (A?), donlsim Uzerindeki en fazla etkiye sahip oldugu

sOylenebilir.

Onerilen model ile deneysel verilerin uyumlulugu, F, R?, uyarlanmig R? ve p
degerleri ile anlam kazanir. F degeri ne kadar buylkse ve modelde bulunan her

bir p degeri 0,05'den kug¢luk ise model ve parametreleri anlamlilik kazanmaktadir.

Cizelge 5.7. incelendiginde modelde bulunan ¢ok buyuk F sayisi (1 .547x105), bu
modelin anlaml oldugunu, F degerinin gurultd kaynakl olma ihtimalinin ancak
%0,20 olabilecegdini gosterir. Yine ayni sekilde modelin p dederinin 0,002 olmasi
da anlamhh@in bir ifadesidir. R? ve uyarlanmis R? sirasiyla 1.0000 ve 1.0000
olarak hesaplanmigtir. Tahmin edilen R? degeri, uyarlanmis R? degeri ile ¢ok iyi
uyum gostermistir. Ayrica sinyal/gUraltt oraninin bir dlgisu olan ve 4 sayisindan
blyuUk olmasi istenilen yeterli hassasiyet degeri 1313,274 olarak bulunmustur.
Hesaplanan tum bu degerler, modelin ¢ok buyuk anlamlilik ifade ettiginin
kanitidir.

Modelin yeterliliginin degerlendirildigi diger bir yontem de "Artik Dagihm Analizi"
dir. "Artik" terim olarak gercek deger ile modelden tahmin edilen deger arasindaki
sapmanin bir dlgustidir ve deneysel hatalar rastgeleyse artiklarin normal bir

dagihm gdstermeleri beklenir (Kérbahti ve Rauf, 2008).

Standart sapmaya bagl olarak studentize (normalize) edilen artiklar igin normal
bir dagilim fonksiyonu belirlenir. Sonrasinda en iyi uyan normal dagihm modeline
gbre tahmin edilen studentize edilen artiklar ve deneysel olarak elde edilen
studentize artiklar grafige gegcirilir. Sekil 5.20.'de goésterildigi gibi diz cizgi

studentize artiklarin normal bir dagilima sahip oldugunu gosterir. Eger ¢izgi diz
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degil de "S" seklindeyse artiklarin normal bir dagilima sahip olmadigi anlamina

gelir ve 6nerilen model uygun degildir (Korbahti ve Rauf, 2008).

Normal plot of residuals

Normal % probability
3
|
(o]

Studentized Residuals

Sekil 5.20. Artiklarin dagilim grafigi.

Sekil 5.21.'de studentize artik de@erlerine karsi AYY’In biyodizele donlsum
%’sinin tahmini de@erleri verilmigtir. Bu grafigin rastgele sacilim gdstermesi,

onerilen modelin proses i¢in uygun oldugunu gostermektedir.

Modelden tahmin edilen déntsum degerleri ile deneysel degerler arasindaki
uyum Sekil 5.22.'de gosterilmektedir. Deneysel tasarimda R?, ortalama degere
bagli olarak degisim miktarinin hesaplanmasiyla elde edilir. Ancak, ¢ok bliylk R?
degeri de yaniltici olabilir, modelle ilgisi olmayan faktorlerin anlamli olup
olmamasina bagli olmaksizin R? blylyebilir. Bu durumda uyarlanmis R?
kullanilir. Modele ilave bir faktor dahil edilse bile uyarlanmis R? artis gdstermez.
R? ve uyarlanmis R? degerleri arasindaki fark ne kadar biyikse modelde o
derece anlamsiz terimler var demektir (Myers ve Montgomery, 2000). R? ve
uyarlanmis R? degerlerinin 1 olarak bulunmasi, modelin deney sistemini ¢ok iyi

tanimladigini gostermektedir.
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Residuals vs. Predicted

3.00
» 1.50 —
[1]
> = = =
o
%]
[}
o
=] 0.00
()
N
=
[
S
5 = m =
n

-1.50 —

-3.00

I I I I I
60.91 76.91 92.91 108.91 124.91
Predicted

Sekil 5.21. Tahmin edilen artiklar ile AYY’In biyodizele donusim %’si grafigi.

Predicted vs. Actual
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Sekil 5.22. Deneysel olarak elde edilen AYY’In biyodizele doéndsim %
degerlerinin modelden tahmin edilen % donusim degerleriyle 45°

dogrusu uzerinde karsilastirilmasi.
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Sekil 5.23.'de biyodizel uretimine yonelik yapilan deneylerin ugdeger t grafigi
sunulmustur. Ugdeger t grafigi, artiklarin buydkliguinu ve bu durumda yapilan
herhangi bir calismada ¢ok buyuk artik degerlere ulasilip ulasiimadigini gosterir.
Standart sapma degeri 3 olarak alinir ve artiklarin £3 araliginda kalmasi istenir.
Artiklar bu araligin disindaysa bir hata s6z konusudur. $ekil 5.23.'den de

gorulecegi Uzere modelin tum verilerle tutarh oldugu gorulmektedir.

Cutlier T

3.50

1.75 —

0.00 = = = = = =

Outlier T

-1.75 —

Run Number
Sekil 5.23. Ucdeger t grafigi.

Programin 6nerdigi model, calisilan her bir parametredeki degisimin AYY’In
biyodizele déntsiminiu nasil degistirdigini grafiksel olarak da gostermektedir.
Sekil 5.24.’te metanol/AYY molar oraninin, Sekil 5.25.’te karistirma hizinin, Sekil
5.26.da sicakligin ve Sekil 5.27.’de biyokatalizor miktarinin AYY’In biyodizele
doénlsUimu Uzerindeki etkileri gértilmektedir.

Sekil 5.24.’ten belirtilen reaksiyon kosullarinda; metanol/AYY molar oraninin
artisiyla AYY’In biyodizele dontsumunin arttii, ancak molar oranin yaklasik

4’'ten blyuk olan degerlerinde déntsimin azaldigi goértilmektedir. Bu durumda
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reaksiyona girmeyen metanolun fazlasinin, lipaz enziminin aktivitesini olumsuz

yonde etkiledigi soylenebilir.

Sekil 5.25. belirtilen reaksiyon kosullarinda; karigtirma hizinin yaklagik 175-180
rom’e kadar artmasiyla AYY'In biyodizele donusum %’sinin  arttigini
gostermektedir. Karistirma hizi, reaksiyon ortamindaki metanol ve AYY'nin
birbirleriyle ve katalizorle etkilesimini arttirmasi, transesterifikasyon reaksiyonu
esnasinda zamanla olusacak biyodizel ve gliserolin katalizor yuzeyinde
birikimini, dolayisiyla kutle transfer kisitlamasini en aza indirmesi agisindan
onemlidir. Ancak yuksek karistirma hizinin, kayma geriliminden kaynakli olarak
katalizor olarak kullanilan R. arrhizus'un misellerine zarar vermesi, dolayisiyla

lipaz aktivitesini azaltmasi s6z konusu olabilmektedir.

Sekil 5.26.'da belirtilen reaksiyon kosullarinda; sicakligin yaklasik 35 °C’a kadar
artmasiyla AYY’In biyodizele dontisim %’sinin arttigini gostermektedir. Yapilan
literatlr arastirmalarinda genellikle R. arrhizus lipazi i¢in optimum sicaklik degeri
30-35 °C araliginda verilmektedir. Daha ylksek sicakliklarda ise enzimin
yapisinin bozulmasindan dolayi lipaz aktivitesinde dusus s6z konusudur. Sekil
5.26.da bu etkiden kaynakli olarak daha yuksek sicakliklarda dénusumde

azalma gozlenmisgtir.

Sekil 5.27.'den belirtilen reaksiyon kosullarinda; biyokatalizér miktarindaki
yaklasik 1,30 g’a kadar artisin AYY’In biyodizele dontisim %’sini arttirdidi,
biyokatalizér miktarindaki daha fazla artisin  donlGsimui  etkilemedigi
gbzlenmektedir. Katalizorler, tepkime hizlarini artirarak reaksiyonun daha kisa
surede gerceklesmesini saglarlar. Dolayisiyla katalizorun tepkiyenlerle etkilegimi
arttikga, UrGn veriminde artis s6z konusudur. Reaksiyon ortaminda biyokatalizér
miktari arttikga, etkilesimin artmasindan dolayr doénidsim artmistir. Ancak;
biyokatalizor miktarinin daha da arttirilmasi, tepkiyenlerin mol sayilarinin belirli
olmasi, katalizér taneciklerinin birbirlerine yapisarak kuitle aktarim direnci

olusturmalarindan dolayr AYY’in biyodizele dénisim %’sini degistirmemisgtir.
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One Factor Plot
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A: Molar Oran
Sekil 5.24. Metanol/AYY molar oraninin AYY’in biyodizele dénuasimu Gzerine
etkisi (T= 35 °C, K.H.= 160 rpm, Biyokatalizér miktari= 1,0 g kuru

m.o.).
One Factor Plot

T /\t

19.67 —

17.54 —

15.40 —

AYY'in Biyodizele DOnusim %'si

13.26 —

120 140 160 180 200

B: Karistirma Hiz (rpm)
Sekil 5.25. Karistirma hizinin AYY’in biyodizele donisumu Uzerine etkisi (T=35
°C, Metanol/AYY molar orani= 4, Biyokatalizér miktari= 1,0 g kuru

m.o.).
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One Factor Plot

— T
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C: Sicaklik (C)

Sekil 5.26. Sicakhdin AYY’in biyodizele donusumu Uzerine etkisi (K.H.= 185
rpm, Metanol/AYY molar orani= 4, Biyokatalizor miktari= 1,0 g kuru

m.o.).
One Factor Plot
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D: Katalizor Miktari (g)

Sekil 5.27. Biyokatalizor miktarinin AYY’in biyodizele dénisimu Gzerine etkisi
(T=35°C, K.H.= 185 rpm, Metanol/AYY molar orani= 4).
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Kullanilan Design-Expert programinda iki parametrenin AYY’in biyodizele
donugumu uzerine ortak etkisi, U¢ boyutlu grafiklerle de gosterilebilmektedir. Bu
grafikler  kullanilarak  denenmemis  kosullardaki  donusim  degerleri
saptanabilmektedir. Sekil 5.28.de metanol/AYY molar orani ve Kkaristirma
hizinin, Sekil 5.29.°da metanol/AYY molar orani ve sicakhgin, Sekil 5.30.’da
metanol/AYY molar orani ve biyokatalizér miktarinin AYY’in biyodizele dontigum

%’si Uzerindeki ortak etkileri gorulmektedir.

Sekil 5.28."den metanol/AYY molar oraninin 4’e kadar ve karistirma hizinin da
yaklasik 175 rpm’e kadar birlikte artisiyla AYY’in biyodizele dondasim %’sinin
arttigi, bu degerlerin Uzerinde ise donusim %’sinin azaldigi gézlenmektedir.
Donusime metanol/AYY molar oraninin etkisinin, karistirma hizinin etkisinden

daha fazla oldugu yine ayni grafikten gorulmektedir.

Sekil 5.29.'dan metanol/AYY molar oraninin 4’e kadar ve sicakhigin 35 °C’a kadar
birlikte artigiyla AYY’in biyodizele dénusum %’sinin arttigi, bu degerlerin Uzerinde
ise donlisum %’sinin azaldigi gézlenmektedir. Donusume metanol/AYY molar
oraninin etkisinin, sicakhgin etkisinden daha fazla oldugu yine ayni grafikten

gOriimektedir.

Sekil 5.30.’dan metanol/AYY molar oraninin 4’e kadar ve biyokatalizér miktarinin
1,3 g’a kadar birlikte artisiyla AYY’In biyodizele dénusim %’sinin arttigi, bu
degerlerin Uzerinde ise metanol/AYY molar oranindaki daha fazla artisin
donisim %’sini azalttigi, biyokatalizér miktarinin ise déntsumu etkilemedigi
g6zlenmektedir. Donlsime metanol/AYY molar oraninin etkisinin, biyokatalizor

miktarinin etkisinden daha fazla oldugu yine ayni grafikten gortlmektedir.
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20.70

19.57

18.45

17.32

AYY'in Biyodizele Donisum %'si

200

4.0 160

A: Molar Oran
: Karistirma Hizi (rpm)

3.0 120

Sekil 5.28. Metanol/AYY molar orani ve karigtirma hizinin AYY’In biyodizele
doénUsumu Uzerine ortak etkisi (T= 35 °C, Biyokatalizér miktari=1,0 g

kuru m.o.).

20.71
19.69
18.66

17.63

AYY'in Biyodizele Donlsim %!'si

Sekil 5.29. Metanol/AYY molar orani ve sicakligin AYY’In biyodizele déntisumu
Uzerine ortak etkisi (K.H.: 160 rpm, Biyokatalizér miktari= 1,0 g kuru

m.o.).
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22.24

20.74
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17.76 [/

16.27

AYY'in Biyodizele Donusim %'si

A: Molar Oran 75
D: Katalizér Miktari (g)

3.0 0.50

Sekil 5.30. Metanol/AYY molar orani ve biyokatalizér miktarinin AYY’In
biyodizele donistmu Uzerine ortak etkisi (K.H.: 160 rpm, T= 35 °C).

5.4.4. Optimum Reaksiyon Kosullarinin Belirlenmesi

Design-Expert paket programinin nimerik optimizasyon modult, denenen alt ve
Ust parametre degerleri verilerek calistiriimistir. AYY’Iin biyodizele en ylksek
doénusim %’sini veren metil alkol/AYY molar orani, sicaklik, karistirma hizi ve
biyokatalizér miktari belirlenerek Cizelge 5.8.de sunulmustur. Cizelgeden
gorulecegi Uzere bu kosullarda elde edilecek en ylksek donusum degeri %22,3

olacaktir.
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Cizelge 5.8. Numerik optimizasyon ile bulunan optimum doénusum kosullari.

Parametre Deger
Metanol/AYY Molar Orani 4,0
Karistirma Hizi (rpm) 177
Sicaklik (°C) 33
Biyokatalizor Miktari (g) 1,3
AYY’In Biyodizele Donligim %’si 22,3

5.5. Biyodizel Uretim Prosesinin Kinetik Modellemesi

Genel olarak transesterifikasyon reaksiyonu endotermik bir tepkimedir. Deneysel
sonuglardan R. arrhizus lipazi ile gerceklestirilen transesterifikasyon
reaksiyonunda sicakligin 35 °C’a kadar artmasiyla AYY’Iin biyodizele donisum
%’sinin arttigi, 35 °C Uzerindeki sicakliklarda ise lipazin inaktivasyonuna bagli
olarak donusum %’sinin azaldigi gézlenmistir. Dolayisiyla deneysel sisteme ait
kinetik sabitlerin ve aktivasyon enerjisinin tayin edilmesi igin 45 °C’da elde edilen
verilerin yaniltici olacagl duslnuUlerek sadece 25 ve 35 °C sicakliktaki veriler
kullanilmigtir. Bu baglamda, yapilan ANOVA analizi ve optimizasyon ¢alismalari
g6z 6nlne alinarak, optimum doéntsum icin gerekli olan metil alkol/AYY molar
orani, karistirma hizi, sicaklik ve biyokatalizér miktari degerlerini 25 ve 35 °C’da
en yakin kargilayan 6 ve 2 nolu deney kosullarinda elde edilen veriler kullanilarak
kinetik parametreler tayin edilmistir. Cizelge 5.9.’da 6 ve 2 numarali deneylerdeki
metil alkol/AYY molar orani, karistirma hizi, sicaklik, biyokatalizér miktari
degerleri, baslangi¢c metil alkol derigimi ve bu kosullarda ilk 24 saatlik reaksiyon
suresinde elde edilen zamana bagli molce metil alkol dontsim kesri degerleri

verilmistir.
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Cizelge 5.9. 6 ve 2 numarali deneylerdeki metil alkol/AYYmolar orani, karistirma
hizi, sicaklik, biyokatalizor miktari degerleri, baslangi¢ metil alkol
derigimi ([MA]o) ve bu kosullarda ilk 24 saatlik reaksiyon suresinde

elde edilen zamana bagl molce metil alkol déntisum kesri (Xwa)

degerleri.
Metanol/ Katalizor
Deney AYY Karnistirma | Sicakhk Miktar: [MA]o X
No Molar | Hizi (rpm) (°C) @ (mol/L) MA
Orani g

6. sa | 0,07

6 4 200 25 1 1,30 12.sa | 0,13
24.sa | 0,22
6. sa| 0,08

2 3 160 35 1 0,98 12.sa | 0,15
24.sa | 0,23

Esitlik 3.30."dan yararlanarak ve Cizelge 5.9.’daki 25 °C ve 35 °C’daki veriler

kuIIanllarak[ ! —1].[

(1-Xma)?

Z[MA]Z] 'ye kargl t grafiklerinin (Sekil 5.31.)
0

egimlerinden R. arrhizus lipazi ile gergeklestirilen transesterifikasyon
reaksiyonuna ait hiz sabitleri elde edilmigtir. 25 °C’daki hiz sabiti 0,0079
(mol/L)?.sat, 35 °C’daki hiz sabiti 0,0149 (mol/L)2.sa?! olarak hesaplanmistir.
Sekil 5.31.'deki dogrularin R? degerlerinin 1’e ¢ok yakin c¢ikmasi, reaksiyon
mekanizmasi ve kinetik sabitlerin bulunmasi i¢in 6nerilen modelin sistemi ¢ok iyi

tanimladigini gostermektedir.
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[1/(1-Xy)2)-1]. 1/(2[MA],2 (L/mol)>2
o
N
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Zaman (sa)

B 350C ® 250C

. , . 1 1 y . .
Sekil 5.31. 25 ve 35 °C’da elde edilen [(1_XMA)2 - 1] . [Z[MA]%] ye karsi t grafikleri.
Esitlik 3.32.’de verilen dogrusallastiriimis Arrhenius Denklemi kullanilarak elde
edilen Ink’ya karsi 1/T grafiginin egiminden aktivasyon enerijisi, Ea 48,42 kj/mol,
y eksenini kesim noktasindan ise frekans faktorli, Ao 2,43x10% (mol/L)2.sa*

olarak bulunmustur.

1/T x 103 (K1)

3|2 3,24 3,28 3,32 3,36 3,4

A
o

In k (mol/L)2.sal

Sekil 5.32. In K’'ya karsi 1/T grafigi.
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Literatur aragtirmasinda, soya yagi ile biyodizel dretiminde aktivasyon enerjisinin
33,6-84 kJ/mol araliginda bulundugu rapor edilmistir (Fredman et al., 1986).
Ayrica, enzim katalizorli reaksiyonlarda aktivasyon enerjisinin 15-85 kJ/mol
arahginda oldugu belirtiimektedir (Liu, 2017). Bu durumda, atik yemeklik yagdan
mikrobiyal katalizor esliginde biyodizel Uretim prosesi i¢in tespit edilen kinetik

parametrelerin literatur ile uyumlu oldugu soylenebilir.
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6. SONUCLAR VE TARTISMA

Tez calismasinda, kesikli sistemde hucre i¢i lipaz enzimi igeren kurutulmus R.
arrhizus biyokutlesi atik yemeklik yag ve metanolle birlikte biyokatalizor olarak
dogrudan kullanilarak, transesterifikasyon reaksiyonuyla mikrobiyal biyodizel

Uretimi incelenmisgtir.

R. arrhizus besin ortaminda ¢ogalirken Urettigi ve hicre duvarinda yer alan bir
kisim lipaz enzimini besin ortamina salgilamaktadir. Hucre disi lipaz hidroliz
aktivitesi, genellikle ¢ozeltiden saflagtirma islemlerinin yapildidi lipaz eldesinde
onemlidir. Dolayisiyla biyodizel Uretiminde katalizor olarak kullanilacak olan R.
arrhizus igin Urettigi hucre ici lipazin hidroliz aktivitesinin buyUkligu o6nem
kazanmaktadir. Tez ¢alismasinda ilk olarak kesikli sistemde biyodizel Uretiminde
biyokatalizor olarak dogrudan kullanilacak olan R. arrhizus kif mantarinin, en
yuksek mikroorganizma derisiminin ve en yuksek hucre ici lipaz hidroliz
aktivitesinin elde edildigi Greme ortaminin belirlenmesi ve bu ortamda ¢ogaltilan
mikroorganizmanin biyodizel Uretiminde kullaniimak Uzere hazirlanmasi igin
glukozdan, bir seker endustrisi yan urlnU olan ve sakkaroz iceren melastan ve
atlk portakal kabugundan hazirlanan U¢ farkli  besin ortaminda
mikroorganizmanin Uremesi ve lipaz uretimi ¢alismalari 30 °C sicaklikta ve 120
rpm karistirma hizinda gercgeklestiriimistir. 10 g/L glukoz igceren glukozlu besin
ortaminda, 2,5, 5 ve 10 g/L sakkaroz iceren melasl besin ortamlarinda ve 9,1,
12,1, 15,0, 18,0 ve 21,0 g/L TiS iceren atik portakal kabugundan hazirlanan besin
ortamlarinda gerceklestirilien calismalarda inkibasyon suresi sonunda elde
edilen en yuksek kuru hlcre derigimleri (Xm), substrata bagl Greme verimleri ve
hicre ici lipaz hidroliz aktivitesi dederleri Cizelge 6.1.de karsilastiriimigstir.
Cizelgeden her ne kadar mikroorganizmanin en yuksek verimde glukoz ve melas
iceren besin ortamlarinda uredigi gozlense de, atik portakal kabugundan
hazirlanan besin ortamlarinda en yuksek hucre i¢i lipaz hidroliz aktivitesi degerleri
elde edildigi gorulmektedir. Bu durum, atik portakal kabugundan hazirlanan besin
ortaminin mikroorganizmanin lipaz aktivitesini arttiracak alkali metaller gibi

bilesenleri icermesiyle acgiklanabilir. Biyodizel Uretim ¢aligmalarinda kullanilacak
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R. arrhizus’un dretilmesi igin, mikroorganizmanin en yuksek hucre igi lipaz
hidroliz aktivitesi gosterdigi 50 g/L atik portakal kabugundan hazirlanan besin

ortami kullaniimistir.

Cizelge 6.1. R. arrhizus’un farkli tirde ve farkh derisimlerde seker (substrat)
iceren besin ortamlarinda Uretilmesinde elde edilen en ylksek kuru
hicre derisimleri (Xm), substrata bagh treme verimleri ve hicre igi

lipaz hidroliz aktivitesi degerlerinin karsilastiriimasi.

Hiicre igi
. N Seker Xm Lipaz
gﬁ;::l D(z;'ﬁ_')m' Derigimi (g kuru Y xs Hidroliz
(g/L) m.o./L) Aktivitesi
(U/mg)
Glukoz 10 10 3,298 0,33 0,26
5 2,5 1,153 0,46 0,20
N
o
Melas 10 | 5|5 1,376 0,28 0,22
4
S
20 n 10 1,517 0,15 0,25
30 s 9,1 2,228 0,25 0,29
X
40 (%« 12,1 2,465 0,20 0,33
[
()
PO'Ar‘tt;'T(al 50 © [150] 2,753 0,18 0,40
©
= C
Kabugu 60 | ¢ [180] 3308 0,18 0,38
Y
70 |(_CDL 21,0 3,832 0,18 0,33

Calismalarin daha sonraki kisminda, mikroorganizmanin lipaz hidroliz
aktivitesinin arttirilmasi icin 50 g/L atik portakal kabugundan hazirlanan besin
ortamina indUkleyici olarak farkh derisimlerde zeytinyadi ve atik yemeklik yag
ilave edilmig ve yaglarin mikroorganizmanin Uremesine ve urettigi hucre ici

lipazin hidroliz aktivitesine etkileri arastiriimistir. Bulunan sonuglar Cizelge
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6.2.de karsilastiriimistir. Cizelgeden besin ortamina AYY eklenmesinin ek bir
maliyet girdisi olmaksizin mikroorganizmanin hem dremesini hem de hucre igi
lipaz hidroliz aktivitesini arttirdigi, 10 g/L AYY derisiminde ise en yuksek hucre igi
lipaz hidroliz aktivitesinin elde edildigi gorlilmektedir. Biyodizel Uretim
calismalarinda kullanilacak R. arrhizus’'un Uretilmesinde 50 g/L atik portakal

kabugundan hazirlanan besin ortamina ayrica 10 g/L AYY ilave edilmigtir.

Cizelge 6.2. R. arrhizus’un farkli derisimlerde zeytinyagi ve atik yemeklik yag
iceren 50 g/L atik portakal kabugundan hazirlanan besin ortaminda
Uretilmesinde elde edilen en yuksek mikroorganizma derisimi ve

hdcre i¢i lipazin hidroliz aktivite degerlerinin karsilastiriimasi.

X Hiicre ici Lipaz
indiiklevici Derigimi ( kEru Hidroliz
y (g/L) n% oL) Aktivitesi
o (U/mg)
5 3,069 0,43
10 3,221 0,44
. o 20 3,569 0,50
Zeytinyagi
30 3,448 0,48
40 3,366 0,48
5 3,336 0,44
10 3,483 0,52
Atik
vemeklik 20 3,754 0,49
vag 30 4117 0,48
40 4,351 0,49

AYY icermeyen ve 10 g/L AYY iceren 50 g/L atik portakal kabugundan hazirlanan

besin ortamlarinda Uretilen R. arrhizus’a ait Ureme ve mikroorganizmanin drettigi
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hlcre igi lipaz hidroliz aktivitesinin zamana bagh degisim edrileri Sekil 6.1.de
karsilastiriimigtir. Sekilden besin ortamina AYY ilavesinin hem mikrobiyal Greme
hizini, hem mikrobiyal biyokutleyi, hem de hucre igi lipaz hidroliz aktivitesini
onemli derecede arttirdig1 gbzlenmektedir. Mikrobiyal Greme suresi sonunda AYY
icermeyen besin ortaminda 0zgil Greme hiz sabiti 0,393 sal, en yiksek
mikroorganizma derisimi 2,75 g/L, en yuksek hucre ic¢i lipaz hidrolik aktivitesi 0,40
U/mg iken, 10 g/L AYY igeren besin ortaminda bu degerler sirasiyla 0,451 sa™,
3,48 g/L ve 0,52 U/mg olarak bulunmustur. Bu sonuglar, literatirde 6zellikle oleik
asit veya zeytinyaginin besin ortamina eklendigi R. oryzae vb. kif mantarlariyla
yapilan ¢gogu ¢alismayla paralellik gostermektedir (Ban ve ark., 2001; Yoshida ve
ark., 2012; Ghaderinezhad, Kariminia ve Yaghmaei, 2014).

4 r 7 0,6

35 g

3t =

- 104 <

I 257t =

£ -- 5
S 2t ——AYY Yok - Ureme oo
. ITE
2 15 —0—10 g/L AYY - Ureme N D
< 102 g<

1 —B—AYY Yok - Hiicre igi Lipaz Hidroliz |

Aktivitesi ) O

05 —8—10 g/L AYY - Hucre I¢i Lipaz Hidroliz 'E

: Aktivitesi 3}

0 : : o

0 50 100 150
Zaman (sa)

Sekil 6.1. AYY icermeyen ve 10 g/L AYY iceren 50 g/L atik portakal
kabugundan hazirlanan besin ortamlarinda dretilen R. arrhizus’a ait
ureme ve mikroorganizmmanin Uurettigi hucre ici lipaz hidroliz

aktivitesinin zamana bagl degisim egrileri.
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Tez ¢alismasinin ikinci kisminda ise kesikli sistemde biyodizel dretim galigmalari
gerceklestirimis ve AYY’In biyodizele donusumunu dogrudan etkileyen
metanol/atik yag molar orani, karistirma hizi, sicaklik ve biyokatalizor miktari
parametrelerinin etkileri arastiriimistir. Taguchi yontemine gore tasarlanan deney
sisteminde dort parametre ve Ug seviye olmak Uzere toplam dokuz adet biyodizel
uretim deneyi 72 saat suresince gergeklestiriimis, elde edilen AYY’In biyodizele
donusum degerleri Design-Expert paket programi kullanilarak ANOVA ile analiz
edilmig, analiz sonucunda deney sistemini en iyi tanimlayan ve calisilan tim
parametrelerin es zamanl etkilerini gosteren ikinci derece kuadratik polinom
esitligi bulunmustur. Segilen parametrelerin dontsum Uzerine etkileri istatistiksel
acidan da degerlendirilmis, U¢ boyutlu ylzey egrileri elde edilmistir. En uygun
isletim parametrelerinin saptanmasi igin ayni paket programindaki niumerik
optimizasyon fonksiyonu kullanilarak optimizasyon yapilmis ve 4:1 metanol/atik
yemeklik yad molar oraninda, 177 rpm karistirma hizinda, 33 °C 'ta ve 1,3 g
katalizor miktarinda AYY’in biyodizele donusumu en yuksek %22,3 olarak elde

edilmistir.

Taguchi yontemiyle tasarlanan deney sistemine gore yapilan dokuz adet deney
icerisinde optimizasyon kosullarini en yakin karsilayan deneyler dikkate alinarak
transesterifikasyon reaksiyonunun kinetik modellemesi yapilarak 25 ve 35 °C
sicakliklarda reaksiyon hiz sabitleri sirasiyla 0,0079 ve 0,0149 (mol/L)?sa,
aktivasyon enerjisi 48,42 kJ/mol ve frekans faktori 2,43x108 (mol/L)?sa* olarak

hesaplanmistir.

Tez calismasinda elde edilen sonuglar literatirde yer alan enzimatik
transesterifikasyon yontemiyle biyodizel Uretim sonuglariyla Cizelge 6.3.'de
karsilastiriimistir. Sonuclar, kesikli sistemde veya dolgulu kolon reaktérde
gerceklestirilen enzimatik transesterifikasyon reaksiyonlarinda kullanilan
mikroorganizmalar, Urettikleri lipaz enzimlerinin kullanim sekilleri (serbest,
immobilize), tepkiyen olarak kullanilan yag cinsleri ve acil akseptorler, reaksiyon
kosullari ve elde edilen % biyodizel verimleri cinsinden karsilastiriimistir.

Cizelgeden mikroorganizma tdrtne, lipaz enziminin kullanim sekline, yagin
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cinsine, acil akseptor cesidine ve reaksiyon kosullarina gore farkl biyodizel
uretim verimleri elde edildigi gorulmektedir. Literaturle karsilasgtirildiginda; tez
¢alismasinda optimum kosullarda elde edilen AYY’in biyodizele doniasim %’sinin
duguk seviyede olmasi, mikroorganizmanin lipaz hidroliz aktivitesinin yuksek
olmamasi, kullanilan yagin cinsi, metanolun lipaz enzimi Uzerindeki inhibisyon

etkisi gibi nedenlerle agiklanabilir.

Cizelge 6.3. Tez calismasinda elde edilen sonuglarin literatirde yer alan
enzimatik  transesterifikasyon yontemiyle biyodizel Uretim

sonuglariyla karsilastirilmasi.

. . Lipazin . . . . .
Mikroorganizma Kullanim Yagin Agil- Reaksiyon | Biyodizel

gy .. .
Adi Sekli Cinsi Akseptor Kosullan | Verimi (%)

Referans

Metil

. immobilize Jatrofa alkollyag
Rhizopus oryzae tim hiicre yag) Metanol molar orani 80
3:1, 30 °C,
60 sa
Metil
alkollyag
Etanol molar orani 83
3:1, 30 °C,
5sa
Metil
alkollyag
Candida immobilize Soya yag | Metil asetat molar orani 92 Du ve ark,
antarctica enzim 12:1, 40 °C, 2004
150 rpm, 14
sa
Metil

; - . alkol/lyag
Pseudomonas Immobilize Aycicek Iso-biitanol | molar orani 45 Deng ve ark,

fluoresces enzim yagi 3:1. 40 °C, 2005

24 sa
Metil
alkollyag
Pseudomonas immobilize Jatrofa Etanol molar orani 98 Shah ve Gupta,
cepacia enzim yagi 4:1, 50 °C, 2007
200 rpm, 8
sa
Metil
alkollyag
cert Atik molar orani GEad_er_in_ezhad
. erbest 4,7:1, 45 ariminia ve
Rhizopus oryzae tim hiicre klzkartnjall Metanol °C. 160 83 Yaghmaei,
yag rom, 72 sa, 2014
lg
biyokatalizér
Metil
alkollyag
Tum hiicre | Soya yagi Metanol molar orani 86
3:1, 30 °C,
72 sa

Tamalampudi
ve ark, 2008

Selmi ve
Thomas, 1998

immobilize | Aygigek

Mucor miehei . M
enzim yagi

Qin ve ark,
2008

Rhizopus
chinensis
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Metil
alkollyag
Chromabacterium Serbest Jatrofa Etanol molar orani 73 Shah ve ark,
viscosum enzim yagi 4:1, 40 °C, 2004
200 rpm, 8
sa
Metil
alkollyag
Rhi immobilize PﬁmUK M | molaryo?anl 28 Athalye ve ark,
izopus oryzae tim hiicre to umu etano 31, 35 °C, 5013
yag! 150 rpm, 36
sa
Metil
alkollyag
Soya yagi Metanol molar orani 91
4:1, 25 °C,
50 sa
Metil
alkollyag
AYY Metanol molar orani 56
6:1, 65 °C,
5sa
Metil
alkollyag

molar orani
Rhizopus arrhizus S"erbenst AYY Metanol 4:1, 33 °C, 22,3 (%) -

tim hicre

177 rpm, 72
sa, 1,3 g.
biyokatalizér

immobilize
tim hicre,
dolgulu
kolon

Hama ve ark,

Rhizopus oryzae 2007

Thermomyces immobilize
lanuginose enzim

Avlijas ve
Nappi, 2009

(*) AYY’in agirlikga biyodizele dénlsim %’si

Bu tez calismasinda, Turkiye’de ve dunyada ilk defa R. arrhizus kidf mantarinin
atik portakal kabugundan hazirlanan ve higbir ilave besin bileseni icermeyen
besin ortaminda Uremesi saglanmis ve hicre igi lipaz iceren bu biyokutleyle atik
yemeklik yagdan metanol varliginda biyodizel UGretimi gergeklestirilmistir. Bu
calismayla, baska prosesler sonucu agiga ¢ikan atiklarin (portakal kabugu, atik
yemeklik yag gibi) degerlendirilerek Uretime kazandirilmasi ve bdylelikle hem
ekonomik agidan avantaj saglanmasi hem de dogal kaynaklarin kullaniminin en
aza indirgenmesi hedeflenmistir. Ancak, AYY’in biyodizele déntisiminin %20-
22 civarlarinda dusuk degerde olmasi, biyodizel veriminin arttiriimasi igin
prosesin gelistirilmesi gerektigini gostermektedir. Bu amacgla oncelikle lipaz
hidroliz aktivitesi daha yuksek olan mikroorganizma turlerinin kullanimi,
transesterifikasyon reaksiyonunda acil akseptor olarak kullanilan metil alkol
yerine, alternatif acgil akseptorlerin (etil alkol, metil asetat vb.) kullanimi veya
metanolun yagdaki c¢ozunurlugunt artirarak metanolun lipaz inhibisyonunu
Onleyecek ¢ozlcilerin (tert-batanol, n-heptan vb.) tepkime ortamina eklenmesi

gibi yontemler onerilebilir. Ayrica; kesikli sistem yerine dolgulu kolon reaktor
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kullanilarak reaktor igletim kosullarn degistirilebilir. Literatir caligmalari farkl
destek materyallerin (yUksek poroziteli mikron seviyesinde por boyutuna sahip
kubik politretanlar gibi) kudf mantarlarinin  Greme ortamina eklenerek,
mikroorganizmanin bu destek materyalleri Uzerinde Uretiimesiyle polilretan
yuzeylerine yakin yerlerde Ureyen mikroorganizma sporlarinin hicre
yuzeylerindeki lipaz miktarinin arttirlmasina bagll olarak hem hicre igi lipaz
hidroliz aktivitesinin hem de biyodizel veriminin arttigini gostermistir. Dolayisiyla,
deney sisteminin bu sekilde tasarlanmasi da biyodizel verimini arttirabilir. (Ogino
ve Amoah, 2019).
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EKLER

EK 1. Mikroorganizma Kuru Agirhik-Yas Agirlik Galisma Dogrusu

Tam mikrobiyal ve biyodizel Uretim ¢alismalarinda R. arrhizus’un hicre derisimi
kuru mikroorganizma agirligi  Uzerinden verildiginden yas ve Kkuru
mikroorganizma agirliklari arasindaki iligkinin tespit edilmesi gerekmektedir. Bu
amagcla; 30 °C, 120 rpm calkalama hizindaki inkUbatorde 5 glin slresince
cogaltilan mikroorganizma, besin ortamindan filtrasyonla ayriimis, saf suyla
birka¢ kere yikanmis, daha sonra 5 dakika vakumla kurutma uygulanarak daha
onceden bos olarak tartilan ve agirligi belli aliminyum folyolara farkli miktarlarda
konularak yas agirliklari tayin edilmistir. Daha sonra mikroorganizmalar 60 °C
sabit sicakliktaki etivde sabit tartima gelene kadar kurutulmus ve tekrar
tartilmigtir. Kuru mikroorganizma agirligina karsi yas mikroorganizma agirligi
grafige alinarak kuru agirlik-yas agirlik ¢calisma dogrusu olusturulmus ve Sekil

E.1’de gosterilmigtir.

0,04

y = 0,0924x
Rz = 0,9901

0,03

Kuru Agirhik (9)
o
o)
N

0,01

O 1 1 1 J
0 0,1 0,2 0,3 0,4
Yas Agirlik (g)

Sekil E.1. R. arrhizus’un Kuru Agirhk-Yas Agirlik calisma dogrusu.
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EK 2. Hiicre igi ve Hiicre Disi Lipaz Hidroliz Aktivitesinin Tayini

Hucre ici ve hucre disi lipaz hidroliz aktivitesinin tayini igin titrimetrik yontem
kullanilmigtir. Bu yontemde; ilk olarak 1 g zeytinyadi, 4,5 mL 0,1 M asetat
tamponu (pH:5,6) ve 0,5 mL 0,05 M CaCl, 50 mL’lik kapakli bir siseye konulmus,
hicre i¢i lipaz hidroliz aktivitesi igin 25 mg kuru hicre, hicre disi lipaz hidroliz
aktivitesi icin ise 0,25 mL kudltir ortamindan karigima eklenerek reaksiyon
baslatiimistir. Reaksiyon 30 °C’de 250 rpm karistirma hizinda ve 10 dakika
sureyle gerceklestiriimigtir. 10 dakika sonunda ¢ozeltiye 20 mL % 99,5'lik etanol
eklenerek hidroliz reaksiyonu tamamlanmistir. Hidroliz reaksiyonu sonrasi agiga
citkan yag asitleri, 0,025 M NaOH ile titre edilerek, harcanan mL NaOH
kaydedilmistir.

Referans degerin bulunmasi igin, yukarida belirtilen iglemler, enzim
(mikroorganizma hucresi veya kuiltur ortami) kullanilmadan tekrarlanir. Burada
harcanan NaOH, zeytinyadinin igeriginde dogal olarak bulunan serbest yag
asitlerini notrallestirmek icin kullanilan miktardir. Enzimli ve enzimsiz olarak
yapilan deneylerde, harcanan NaOH (mL) miktarlari arasindaki fark, dogrudan
lipaz enziminin zeytinyagini hidrolize etmesi sonucu acgiga ¢ikan yag asitlerinin
miktarini belirlemede kullanilir. Daha sonra Esitlik 3.8. ve 3.9. kullanilarak hicre

ici ve hucre digi lipaz hidroliz aktiviteleri hesaplanir.
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EK 3. Miller (DNS) Yéntemiyle Toplam indirgen Seker Derisimi Tayini

Atik portakal kabugundan hazirlanan besin ortamindaki toplam indirgen seker,

Miller yontemi kullanilarak spektrofotometrik olarak tayin edilmigtir.

Besin ortamindan alinan 6rnek, en yuksek derisim 0.5 g/L olacak sekilde
seyreltilir. Seyreltilen ¢ozeltiden alinan 0,75 mL o6rnek, cam deney tlpune
konularak Uzerine 0,75 mL DNS c¢ozeltisi ilave edilir ve tupun agzi streg filmle
kapatilir. Kaynayan suyun i¢inde 10 dakika bekletildikten sonra, 6érnege 0.25 mL
Rochella tuzu ¢ozeltisi eklenir ve oda sicakligina gelinceye kadar sogutularak
analize hazir hale getirilir. Referans olarak damitik su kullanilan UV
spektrofotometrede 575 nm’de hazirlanan érnegin absorbansi olgulur. Sekil E
3.de absorbans-toplam indirgen seker derisimi ¢alisma  dogrusu

gOsterilmektedir.
Analiz Gozeltilerinin Hazirlanigi

1. DNS Cozeltisi: 10 g 3,5 dinitro salisilik asit, 10 g sodyum hidroksit ve 1,6 g
fenol 1 L damitilmis suda ¢6zulir. (Bu ¢ozeltinin kullanmadan hemen 6nce 100

mL’sine 1 mL %1’lik sodyum sulfit eklenir.)

2. Rochella Tuzu Cozeltisi: 400 g potasyum sodyum tartarat 1 L damitiimis

suda ¢ozuldr.
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Sekil E.3. Toplam indirgen seker ¢alisma dogrusu.
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EK 4. Biyodizel GC Analiz Raporu

intertek Caleb Brett
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EK 5. AYY’In Agirlik¢a Biyodizele Donusum %’sinin Tayin Edilmesi

100

80
70
60 r
50 r

40

30 y = -8E-08x* + 5E-05x3 - 0,0115x? + 1,5121x
R?=0,9948

AYY'In Agirhikga Biyodizele
Donudsim %'si

20 r
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Sekil E.5. AYY'In biyodizele donusim %’sinin tayin edilmesi icin kullanilan

kalibrasyon grafigi.
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