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KULLANARAK AYCIiCEK YAGINDAN BiYODiZEL URETIMi
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OZET

Biyodizel, bitkisel veya hayvansal yaglarin kimyasal ya da enzimatik katalizatorlerle kisa zincirli bir
alkolle (metanol veya etanol ) reaksiyonu sonucunda agiga ¢ikan ve yakit olarak kullanilan bir iiriindiir. Bu
calismada; aldehit fonksiyonel grubu ihtiva eden mikro poroz polimerik enzim reaktoriine (MPPER)
Thermomyces lanuginosus lipaz (Lipozyme), %106 aktivite verimiyle immobilize edilerek aycicek yagi ve
metanoliin transesterifikasyonuyla biyodizel iiretiminde kullanimigtir. Biyodizel iiretimi; yag ve metanol
karigimimin, 1 saat siireyle peristaltik pompa yardimiyla siirekli olarak MPPER’den sirkiile edilmesiyle
gerceklestirilmigtir. Biyoreaktoriin 30 tekrar kullamimi sonunda, immobilize enzimin aktivitesinde belirgin bir
azalma olmadigi gézlenmistir. Enzim aktivite élgiimiinde olusan biyodizelin ince tabaka kromatografisinin
kullanilabilecegi gosterilmigtir.
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1. GIRiS

Diinyadaki mevcut enerji kaynaklarinin sinirli olmasi ve hizla azalmasina karsilik, insanoglunun enerji
ihtiyact her gegen giin hizla artmaktadir. Enerji ihtiyacina olan bu talebin karsilanmasi i¢in alternatif
yenilenebilir enerji kaynaklart giindeme gelmistir. Bunlardan biri olan “biyokiitle enerjisi” bilylik bir potansiyele
sahiptir. Biyodizel ham veya rafine edilmis bitkisel ve hayvansal yaglarin kisa zincirli alkollerle asidik, bazik ve
enzimatik katalizi yoluyla elde edilen, biyokiitle kokenli en 6nemli alternatif yenilenebilir yakitlardan biridir.
Biyodizelin en 6nemli avantaji ¢evre dostu olmasidir. Dogada ¢ok kisa siirede (21 giin) %99,6’ya varan
oranlarda biyolojik olarak parcalanmaktadir. Biyodizelin yanmasi sonucu olusan CO,, atmosferdeki toplam CO,
miktarmi arttirmadig: i¢in iklim degisikligine neden olmaz. Yabanci kaynakli petrole bagimlilig1 azaltmasi
nedeniyle de iilke ekonomisine katkida bulunur. Yerel iiretilebildigi i¢in kirsal kesimin sosyo-ekonomik
yapisinda iyilesme saglar, gog¢iin 6nlenmesine katkida bulunur.

Biyodizel iiretimi (transesterifikasyon) icin giiniimiizde kullanilan prosesler; sirasiyla kimyasal kataliz
prosesleri, enzimatik transesterifikasyon ve siiperkritik akigkanla transesterifikasyon olarak siralanabilir.
Bunlarin arasinda enzimatik transesterifikasyon prosesi; reaksiyon yan {iriinii gliseroliin iiriinden kolay ayrilmasi,
yagdaki mevcut yag asitlerinin tiimiiniin metil estere doniisebilmesi ve yagda bulunmasi muhtemel suyun
reaksiyonu olumsuz etkilememesi vb. gibi diger proseslerde bulunmayan birgok avantaja sahiptir. Bu nedenle
literatiirde biyodizel iiretimi ile ilgili ¢aligmalar enzimatik transesterifikasyon tizerine yogunlagmistir[1-6]

Enzimatik transesterifikasyon hiicre dis1 (reaksiyon ortaminda immobilize enzim olarak) ve son yillarda
hiicre ici (reaksiyon ortaminda direkt mikrobial hiicre olarak) sekilde uygulanmaktadir. Immobilize lipazlar
kullanilarak biyodizel iiretiminde alkol, yag, ¢o6ziicii ve farkli lipaz enzimlerinin etkileri arastirilmistir[1-6].
Lipaz 1.5 molardan daha fazla metanol igeren ortamlarda inaktif olduklarindan son yillarda basamakl
transesterifikasyon caligmalar1 yapilmistir ve metanolun reaktdr ortamina kesikli yiiklenmesinin bu
inaktivasyonu ortadan kaldirdigi rapor edilmistir[1].

Enzimlerin kullanimini sinirlayan en 6nemli faktdr, bu enzimlerin uygun mikroorganizmalardan elde
edilme maliyetinin yiiksek olmasidir. Hiicre dis1 enzimlerin eldesi, saflastirilmalart ve aktivitelerini kaybetmeden
uygun bir matriks {izerine immobilizasyonlari, bu enzimlerin kullanimmin en dnemli basamagini teskil eder.
Gerek hiicre dist ve gerekse hiicre i¢i enzimlerin immobilizasyonu igin gliniimiizde ¢ok farkli matriksler
kullanilmaktadir ( ¢esitli recineler, poroz veya poroz olmayan polimerik matriksler, inorganik matriksler ve jeller



vb.). Hiicre Immobilizasyon tekniklerinden birisi poroz biyokiitle destek partikiilleridir (BSPs). Bu partikiiller
Atkison ve ark. tarafindan gelistirilmistir. Yiizey ve i¢ kisimlart hiicre ile kapli bu partikiillerin ¢ok sayida
avantajlart vardir. Yapilan ¢aligmalarda poliiiretan kopiiklerde R. oryzae hiicrelerinin kolayca immobilize oldugu
goriilmiis ve bu hiicre dolu partikiillerin reaksiyon ortamina ilave edilmesi ile %10-20 sulu ortamda metanol le
yapilan transesterifikasyon c¢aligmalarinda %80-90 verime ulagilmistir. Bu c¢aligmanin, metil ester iiretim
seviyesinin ayni sartlarda hiicre dis1 lipaz enzimi (hiicre) kullanilarak yapilan galisma sonuglari ile benzerlik
gosterdigi tespit edilmistir[1].

Kararlilik, tekrar kullanilabilme, siirekli isletme imkani, reaksiyonun daha iyi kontroli, yiiksek saflik ve
yiiksek iirlin donisiimii gibi nedenler immobilize lipaz ve hiicrelerinin kullanim avantajlaridir. Lipazin
hidrofobik polimer destek malzemelere immobilizasyonu literatiirde genis olarak yer almaktadir. Bu destek
malzemelerinden birisi c¢aligmalarimizda kullandigimiz hidrofobik mikroporoz poli(stiren-divinil benzen)
polimeridir. Stiren-divinilbenzen kopolimerleri(STY-DVB) %99’a varan por hacminde, ¢ok genis por
boyutlarinda ve i¢ yapisi istenilen 6zellikte tiretilmektedir.

Endiistride ve giinlik hayatta oldukga yaygin olarak kullanilan polistiren divinil benzen o6zellikle

membran teknolojilerinde, membrana dayali biyoreaktorlerde kullanim alani bulmustur [7,8]. Bu polimer, lipazla
birlikte baska enzimler i¢in de iyi bir immobilizasyon matriksidir. ( Sekil 1).
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Sekil 1. Polistiren ve divinil benzenin radikalik polimerizasyon reaksiyonu

Immobilizasyonda kullanilan bir diger matriks ise poliglutaraldehittir. Bu polimer glutaraldehitin bazik
ortamda polimerlesmesiyle elde edilir. Karbonil gruplarina sahip poligluteraldehit, amin grubu bulunduran
bilesiklerle schiff bazi reaksiyonuyla geri doniisiimsiiz kovalent olarak baglanir (Sekil 2). Gluteraldehit
kullanilarak yapilan immobilizasyonlarda ise olusan baglar geri doniisiimliidiir ve indirgenme reaksiyonu ile
ancak kararli hale getirilebilir. Bu igslem hem maliyetli hem de enzim veya diger biyolojik materyaller igin
olumsuz etkiye sahiptir. [9,10].
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Sekil 2. Poligluteraldehit kullanarak enzim immobilizasyonu

2. MATERYAL VE METOT
2.1. Materyal

2.1.1 Kimyasallar

Divinilbenzen (DVB), stiren (STY),potasyum persiilfat, etil asetat, hekzan, asetik asit ve Ca(CH;COO),
Merck’ten, Span 80 ve K,HPO, Fluka’dan ve a-naftol Sigma’dan satin alindi. Metil alkol ise teknik olup
evaparatorde saflastirilmistir. Ticari olarak satilan rafine ay¢icek yagi kullanilmustir.

2.1.2. Enzim

T. Lanuginosus Lipaz (Lipozyme) Novo Nordisk’ten satin alinmigtir. Enzimin aktivitesi 8,47 birim/mL.
Aktivite birimi, 24 mL yag ve 3 mL metanolden olusan substrat karigimindan 25 °C’da 1 saatte 1 g biyodizel
olusturan enzim miktaridir.

2.2. Metot

2.2.1. Enzim immobilizasyonu

Polimer diskler literatiirde verilen iretim teknikleri kullanilarak {iiretilmistir[11-13]. Deneylerde
kullanilan polimer diskin ¢apt 27 mm, agirhigr 400 mg ve kalinligi 5 mm’dir. Sekil 3’deki sistem kullanilarak
tampon ¢ozelti ile yikanan disklerden 24 saat poligluteraldehit (25 mL, %5 v/v) gecirildikten sonra, farkli
pH’lara sahip olan tampon ¢ozeltiler (6; kalsiyum asetat, 7, 8, 9; potasyum dihidrojen fosfat ) ile 30 mL’ye
seyreltilen Lipozyme ( 3 mL ) 24 saat aymt sistemden sirkiile edilerek enzim immobilizasyonu
gerceklestirilmistir. Kovalent baglanmayan enzimi ortamdan uzaklastirmak i¢in disk kalsiyum asetat tampon
¢ozelti (500 mL, 25 mM pH6) ile yikanmustir.



2.2.2. ince Tabaka Kromatogafisi ( TLC)

TLC, hekzan/etil asetat/asetik asit ( 90/10/1 v/v) ¢ozelti sisteminde Whatman K35 silika tabakalarin bir
kez yiiriitiilmesiyle yapilmistir. Numunelerin ve standartlarin damLatild1g1 ince tabakalarin % 0,5 a-naftol ve %5
H,SO, igeren etanol ¢dzeltisine daldirilip 140°C’da 10 dakika 1sitilmasiyla tabaka iizerindeki biyodizel noktalari
goriiniir hale getirilmistir.

2.2.3. Aktivite Tayini

Disk iizerinde kovalent immobilize edilmis olan lipaz, 24 mL yag ve 3 mL metanol kullanilarak
biyodizel iiretiminde kullanilmistir. Manyetik karigtiricida homojen hale getirilen, yag metanol karigimi
immobilize enzimin bulundugu biyoreaktdriin iginden bir peristaltik pompayla sabit debide (20 mL/min)
gecirilerek biyodizel iiretilmistir. Reaksiyon ortamindan 100 uL. numune karisimi alinip, hekzan ile 500 pL’ye
seyreltilmistir.

2.2.4. Biyodizel Uretimi

Biyodizel iiretimi i¢in Sekil 3’deki besleme tankinda bulunan aygicek yagi (24 mL) ve metanol (3 mL)
20 mL/min debide biyokatalitik reaktdrden sirkiile edilmistir. Reaktoriin etkin galistirilabilme siiresi, optimum
sartlardaki reaktoriin siirekli ¢alistirilip ortamdan alinan numunelere ince tabaka kromatografisi (TLC) yapilarak
iiretilen biyodizelin kantitatif analiziyle siirekli takip edilmis ve optimum kullanim siiresi bulunmustur.
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Sekil 3. Enzim immobilizasyonu ve biyodizel {iretimi

3. SONUCLAR

3.1. Enzim immobilizasyonu

3 mL Lipozyme tampon ¢dzeltisi ile 30 mL’ye seyreltilmistir. Farkli pH’larda [ 6 (Asetat, 25 mM), 7, 8,
9 (Fosfat, 25 mM)] yapilan immobilizasyon sonrasinda, enzimin en yiiksek kovalent baglanma verimi kalsiyum
asetat (25 mM, pH 6) tamponuyla elde edilmistir. immobilizasyondan sonra yapilan Bradford analizleriyle
enzimin baglanma yiizdesinin, pH 6’da en yiiksek oldugu gozlenmistir (Sekil 4).



50

401

30+

20+

104

% Immobilizasyon Verimi

0-
6 7 8 9

Immobilizasyon Tampon Gozelti pH'i

100
80+
60

40

Rolatif Aktivite

204

04

serbest enzim  pH6 pH7 pH8 pH9
Immobilizasyon Tampon Cozelti pH'i

Sekil 4. A. Farkli pH’larda immobilize edilen Lipozyme’in % immobilizasyon verimi
B. immobilize enzimin aktivitesi (immobilize edilen enzimle ayn1 miktarda serbest enzim biyodizel iiretimi igin
kullanilmistir. Serbest enzimin aktivitesi % 100 olarak kabul edilmistir. Serbest ve immobilize enzimin
aktivasyon deneyleri i¢in 24 mL yag ve 3mL metanol 1 saat siireyle sabit debide (20 mL/min) reaksiyon
edilmigtir).

3.2. Biyodizel Uretimi

Bu calismada, Lipozyme aygigek yagindan biyodizel iiretiminde kullanilmak tizere immobilize
edilmistir. Immobilizasyon verimi % 48 olup, immobilize enzimin 30 tekrar kullammda aktivitesini
kaybetmedigi gézlenmistir. Besleme tankina 24 mL aygicek yag1 ve 1 mL metanol konulup, karigtirilarak pompa
yardimiyla sabit debide (20 mL/min) MPPER’den siispanse yag/metanol karisimi gegirilmistir. immobilize
enzimin metanol konsantrasyonundan etkilenmemesi i¢in metanol reaksiyon ortamina baslangigta, 20. dakikada
ve 40. dakikada olmak iizere 3 basamakta ilave edilmistir. 1 saat sonunda substratin % 76°smin biyodizele
doniistiigli gdzlenmistir.

3.3. Aktivite Tayini

Biyodizel iiretiminde daha 6nce yapilan ¢alismalarda genellikle aktivite tayini i¢in HPLC veya GC
kullanilmaktadir. Bu ¢alismada, ince tabaka kromatogafisi ilk defa aktivite tayini basariliyla kullanildi. TLC
metodu oldukga basit olup diger analiz yontemlerine kiyasla daha kisa siirede yapilabilmektedir. Standart olarak
kimyasal yolla elde edilen biyodizel kullanildi. Sekil 5°de goriildiigii gibi farkli konsantrasyonlarda standartlar
(172, 86, 57.3, 43, 34.4 pg/uL) kullanilarak kantitatif biyodizel analizleri yapildi. ince tabaka kromatogafisinde
gordiiglimiiz gibi serbest enzimin i¢inde bulunan sudan dolayr (1,5 mL kullanilmistir), hidroliz iirlini
olusmustur, immobilize enzimin aktivitesinin %106 olmasinin sebebi bu olabilir.
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Sekil 5. Farkli pH’larda immobilize edilen enzimin aktivitesi (aktivite deneyleri 24 mL aycicek yagi lizerine 3
mL metanol kademeli olarak eklenerek yapilmistir. Yag-metanol karisimi polimer diskten 1 saat siireyle
sirkiilasyon edilerek gergeklestirilmistir).

Ayrica Ca®" iyonlarinin lipaz enziminin aktivitesini arttirdigi literatiirde gosterilmistir [14], immobilizasyon
tampon ¢ozeltisindeki kalsiyum iyonlari, immobilize enzimin aktivitesinin serbest enzime gore daha yiiksek
ctkmasinin bir baska nedeni de olabilir. iImmobilize Lipozyme’in 30 tekrar kullanim sonunda aktivitesinde
azalma gozlenmemistir. Enzimatik yontemlerle iirettigimiz biyodizel, kimyasal yontemlerle elde edilen biyodizel
gibi homojen katalizér kalintilar1 igermediginden ayrica notralizasyon basamaklari icermez. Bu da maliyeti
disiirdigiinden gelistirdigimiz bu yontem endiistride kullanilabilir potansiyele sahiptir.
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