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PAMUK YAGI-METANOL ENZIMATIK TRANSESTERIFIKASYON
REAKSiIYONUNUN INCELENMESIi

OZET

Enerji, tilkelerin sosyal ve ekonomik kalkinmasi i¢in en Snemli temel girdidir. Diinya
enerji ihtiyac1 artan endiistrilesme ve niifus ile stirekli artarken, fosil enerji
kaynaklar1 da hizla tilkkenmektedir. Mevcut enerji kaynaklarmin hizla tiikenir olmasi
ve yasanan enerji krizleri sonrasinda yeni enerji kaynaklarma ilgi artmustrr. Bu
amagla, yeni yakit teknolojileri kapsaminda degerlendirilebilen 6nemli bir enerji
kaynag biyokiitle kdkenli bitkisel yaglardir.

Yiiksek 1s1l degerleri ve uygun setan sayilar: ile bitkisel yaglar, alternatif dizel yakit
olarak énemli bir potansiyeldirler. Ancak, bitkisel yaglarmn yiiksek viskoziteye sahip
olmalary, alternatif dizel yakit1 olarak kullamlmalarimi smirlamaktadir. Ortaya ¢ikan
sorunlar su sekilde siralanabilir: filtrede tikanma, sogukta ilk hareket zorlugu,
yaglama yaZinin islevini yitirmesi, enjeksiyon sirasinda tane boyutunda bityiime ile
tam yanma olusamamasi, koklagma ve motor dmrii kisalmas: ve yaglarin soguk iklim
kosullarinda katilagsma egilimleri. Bu sorunlann ortadan kaldirmak igin dort ayn
modifikasyon teknigi onerilmektedir: seyrelime, mikroemiilsiyon olugturma, piroliz
ve transesterifikasyon. Transesterifikasyon, bu teknikler i¢cinde ham, rafine ve atik
yaglar i¢in en ¢ok tercih edilen yontemdir.

Transesterifikasyon reaksiyonunda, yag monohidrik bir alkol (metanol, etanol, v.b)
ile katalizor varliginda gliserin ve yag asidi vererek esterlesir. Uriin olarak elde
edilen yag asidi esterleri dizel motorunda yakit olarak kullamimaktadir. Avrupa’ da
birgok tilkede bu esterlerin dizel yakiti olarak kullanimi giindemdedir. Bitkisel
yaglarin dizel yakit1 olarak alkil esterlerine doniistiirilme amaglari gsunlardir:
gliseridleri biitiiniiyle ortadan kaldwrmak, yafmn viskozitesini diigtirmek, yagmn
kaynama noktasim diiglirmek, yagm akma noktasmi diigirmek, yagmn alevlenme
noktasim diigiirmek, gliserini kimya endiistrisinde kullanmak ve yan Uriinleri sabun
ve deterjan endiistrileri gibi alanlarda degerlendirmek.

Transesterifikasyon reaksiyonlarinda kimyasal katalizérlerin diginda, son yillarda
enzimlerin kullamimi da hizla artmaktadir. Boylece, kimyasal katalizérlerin neden
oldugu bazi olumsuzluklar enzimlerin kullanimi ile ortadan kaldirilabilmektedir.

Bu ¢alismada, Tiirkiye kokenli rafine pamuk tohumu yaginin metanol ile Novozym
435 mikrobiyal lipazi varhifinda transesterifikasyon reaksiyonunun gerceklestirilmesi
ve elde edilen metil esterlerin yakit Ozelliklerinin incelenmesi amaglanmugtir.
Cahigma dort asamada yliriitiilmiigtir: pamuk tohumu yagmn karakterizasyonu,
transesterifikasyon reaksiyonu i¢in optimum kosullarin belirlenmesi, immobilize
enzimin kullamilabilirlik derecesinin belirlenmesi ve elde edilen metil esterlerinin
yakit 6zelliklerinin belirlenmesi.



Pamuk tohumu yagmmn bazi teknolojik 6zellikleri standart yag analiz yontemleri ile
belirlenmigtir:

Yogunluk, 20°C (kg/m’) :916.9
Kir1lma indisi, 20°C :1.4718
Asit degeri, mg KOH/g :0.309
Sabunlagma degeri, mg KOH/g :197.16
Iyot degeri, g1/100 g :121.82

Pamuk yag1 yag asidi bilesimi, kapiler gaz kromatografisi yontemi ile belirlenmigtir.
Yag asidi bilesimi, (% Agrlk):

Miristik asit : 0.68

Palmitik asit :21.61

Palmitoleik asit : 0.56

Stearik asit :2.46

Oleik asit :11.91

Linoleik asit :61.08

Arasidik asit :0.34

Diger : 1.36

Transesterifikasyon reaksiyonu, 100 ml hacminde dibi yuvarlak cam bir balonda
gerceklestirilmigtir. Belirli stire devam ettirilen reaksiyon, bu siire sonunda
durdurularak 90°C’ deki su banyosunda 30 dakika isitilarak enzimin inaktivasyonu
saglanmig ve 100 ml hegzan ile sliziilerek enzimin yag fazindan ayrilmasi
saglanmistir. Gliserini uzaklagtirmak igin ise yag fazi 3 kez 50°C’ deki distile su ile
ayirma hunisinde yikanmistir. Yag fazi susuz Na,SO, ile kurutulmus ve ¢éziictisi
giderilen iiriin karigimi, fraksiyonlarma kolon kromatografisi yontemi kullamlarak
ayrilmustir. Kolon kromatografisinden elde edilen fraksiyonlara, kalitatif analizleri
i¢in ince tabaka kromatografisi uygulanmistir.

Calismada 4 parametrenin etkisi incelenmistir. Optimum enzim miktari, yagmn % 30’
u kadar, yag/alkol mol oram1 1/4, sicaklik 50°C ve reaksiyon siiresi 7 saat olarak
belirlenmigtir.

Calismada kullanilan Novozym 435 immobilize mikrobiyal lipazinin {iglincli
kullanimi sonucunda ME igerigi % 91.45° ten % 11.69° a diigmiistiir.

Elde edilen biyomotorin TS 3082-EN 590 standartinda yer alan “Normal Iklimler —
Tip A” siifi dzelliklerine sahip bir yakittrr. Biyomotorinin akma noktasi, bulutlanma
noktas1 ve sogukta filtre tikanma noktasi degerlerini diiglirmek amaci ile katk:
maddeleri kullanimi uygun olacaktir. Boylece, yakit daha soguk iklim kosullarinda
da kullamlabilir 6zelliklere sahip olabilir. Biyomotorinin 40°C’ deki kinematik
viskozitesi 4.5 c¢St’ dur. Bu deger, normal iklimler i¢in kullanilan viskozite (2.0-4.5
cSt) arahigindadr. Biyomotorin; kiiklirt, kiil, su ve tortu i¢ermemektedir. Bu
dzellikler, gevre kirliligi ve korozyon agisindan yakita avantaj saglar. Biyomotorinin
setan indeksi 48.1 olarak hesaplanmistir. Biyomotorinin ¢ok diigiikk oranda igerdigi
serbest yag asitleri miktar1 yakitin saflii agisindan olumludur. Biyomotorin gevre
dostu dzelliklere sahip yenilenebilir kaynakl bir yakit alternatifidir.



THE INVESTIGATION OF THE ENZYMATIC TRANSESTERIFICATION
REACTIONS BETWEEN METHANOL AND COTTONSEED OIL

SUMMARY

Energy is the most important basic input required for the countries to make social
and economical progress. The fossil energy sources are being used up day by day as
the energy need of the world rises continuously with the increasing industrialization
and population. Rapid exhaustion of these sources and the appearing epergy
shortages force human beings to search for new and alternative energy fields. For
this purpose, important energy sources considered as useful materjals used in new
fuel technologies are vegetable oils based on biomass.

Vegetable oils, with their high heat contents and appropriate cetane numbers, are
great potential for alternative diesel fuels. However, a characteristic known as
viscosity limits its applications and it leads to serious problems such as poor
atomization of the fuel, incomplete combustion, coking of the fuel injectors, ring
carbonization and accumulation of fuel in the lubricating oil. Solution to viscosity
problems have been approached by four routes; dilution, microemulsification,
pyrolysis and transesterification. The latter one is the most preferred technique for
crude, refined and waste oils.

In transesterification reactions, vegetable oils react with monohydric alcohols
(methanol, ethanol, etc.) in the presence of acidic or alkali catalysts to give glycerol
and fatty acid esters which are excellent substitutes for diesel fuel. In Europe, many
countries use fatty acid esters for this purpose. The aims of the conversion of
vegetable oils to their esters can be classified as follows: complete removal of the
glycerides, lowering the boiling point of the oil, lowering the flash point of the oil,
lowering the pour point of the oil, lowering the viscosity of the oil, use of glycerol in
chemical industries and use of byproducts in the soap and detergent industries.

Besides chemical catalysts used in the transesterification reactions, enzymes are
taking place in recent works. Thus, the disadvantages caused by chemical catalysts
are largely prevented by the enzymes which allow milder reaction conditions and
easy recovery of glycerol without any purification and no chemical waste is formed.

In this study, we have intended to realize transesterification reaction of Tirkiye
originated cottonseed oil with methanol in the presence of an immobilized enzyme,
commercially called Novozym 435 and to investigate the fuel characteristics of the
methyl esters produced. The experimental study is performed in 4 steps: (1)
characterization of the cottonseed oil, (2) determination of optimum conditions for
the transesterification reaction, (3) recovery of the immobilized enzyme and
investing the extent of reuse of the enzyme, (4) evaluation of the fuel characteristics
of the ester product.



Some technological characteristics of the cottonseed oil were determined according
to standart methods for fats and oils.

Some oil characteristics are:

Density, 20°C (kg/m’) :916.9
Refractive index, 20°C : 1.4718
Acid value (mg KOH /g) :0.309
Saponification value (mg KOH/g) :197.16
Iodine value (g 1/100 g) :121.82

The fatty acid composition of cottonseed oil was analyzed by using capillary gas
chromatography.

Component fatty acids (wt %):

Myristic acid :0.68
Palmitic acid :21.61
Palmitoleic acid :0.56
Stearic acid :2.46
Oleic acid :11.91
Linoleic acid :61.08
Arachidic acid :0.34
Others 1 1.36

Lipase-catalyzed transesterification reactions of cottonseed oil were carried out in a
round-bottomed flask (100 ml) equipped with a magnetic stirrer and a contact
thermometer. After a certain time the reaction was stopped and the reaction mixture
was placed in a water bath at 90°C for 30 minutes to inactivate the enzyme. The
enzyme was removed from the oil phase by filtration using 100 ml of hexane. To
separate glycerol, the oil phase was washed 3 times with distilled water at 50°C in a
separatory funnel. The oil phase was then dried by using anhydrous Na,SO4. After
removing the solvents, the product was separated into ME, TAG, DAG and MAG
fractions by column chromatography. Samples eluted from the column were checked
by thin layer chromatography (TLC) and weighed after evaporation.

The effects that were investigated are; enzyme quantity, molar ratio of substrates,
temperature and the reaction time. The highest ME content was obtained when the
amount of the enzyme was taken as 30 % of oil. Optimum oil/alcohol molar ratio
was determined as 1/4, temperature and reaction time was 50°C and 7 hours,
respectively.

To determine the extent of reuse of the immobilized enzyme, three consecutive runs
were done and ME content decreased from 91.45 % to 11.69 %.

According to Turkish standards of TS 3082-EN 590, biodiesel obtained from the
cottonseed oil is a fuel suitable for Normal Climates-Class A. The fuel characteristics
of biodiesel are generally fitting with the standard characteristics. Biodiesel has
higher pour , cloud and cold filter plugging points than those of diesel fuels. In order
to decrease these values, substitutes have to be used and thus, biodiesel can be used
in cold climatic conditions. The kinematic viscosity of biodiesel at 40°C is 4.5 cSt.
The diesel fuels used in the normal climates have the viscosity between 2.0-4.5 cSt.

xi



It is seen that biodiesel is within these limits. Biodiesel contains no sulphur, ash,
water and sediment. The cetane index of the biodiesel is calculated as 48.1. Purity of
the biodiesel as a fuel is good because its free fatty acids content is low. Biodiesel is
an environmental friendly, renewable, alternative diesel fuel candidate.
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1. GIRiS
1.1  Giri§ ve Amag

Enerji, iilkelerin sosyal ve ekonomik kalkinmasi igin en Snemli temel girdidir. Diinya
enerji ihtiyaci artan niifus ve endiistrilesme ile siirekli artarken, fosil enerji
kaynaklar: ise hizla tikkenmektedir. 1997 yil1 verilerinde diinya petrol rezervlerinin
41 yil, komiir rezervlerinin 219 yil, dogal gaz rezervlerinin 64 yil oldugu
goriilmektedir. Tiirkiye birincil enerji kaynaklar1 tiiketimi i¢inde en biiyiik pay
petrole aittir. Ulkemiz, enerji ihtiyacinin hemen hemen yarisim olusturan petroliin
yaklagik % 90 1m ithalat ile kargilamakta olup 1997 yilinda 23.3 milyon ton ham
petrol ile 4.6 milyon ton petrol {iriinleri ithalati1 yapmigtir. Ulkemizde bilinen sahalara
gore teorik olarak 978.7 milyon ton petrol varhg: hesaplanmigtir. Toplam iiretilebilir
petrol 149.7 milyon ton olup 1997 yili sonuna kadar bu firetilebilir petroliin 103.4
milyon tonu {iretilmis ve 46.3 milyon ton fretilebilir petrol kalmugtrr. 1997 yil
liretim seviyesine gore 13.4 yil dretim yapabilecek kapasite bulunmaktadir.
Ulkemizde petrol {iriinleri Orta Anadolu, Batman, Atas, izmit ve [zmir-Aliaga
rafinerilerinde iiretilmektedir. Rafinerilerin toplam kapasitesi 32 milyon ton/y1l olup,
1997 yilinda 26.7 milyon ton ham petrol islenerek 26.1 milyon ton iiriin elde
edilmistir [1].

1994 ve 1995 yillan igin Tiirkiye 6nemli petrol lirlinleri tiretim dagilim Tablo 1.1°
de verilmistir. Bu dagiim i¢inde motorin ve fuel oilin Snemli pay: oldugu
goriilmektedir. Motorin yaygmn olarak kara tagimaciliginda, fuel oil ise evsel ve
endiistriyel 1sitmada kullamlmaktadwr. Tablo 1.2° de ise Tiirkiye’ deki enerji
tiiketiminin yillara bagl olarak ulagtirma, sanayi ve konut sektdrlerindeki pay:
verilmistir. Bu ii¢ sektorde en ¢ok tikketilen yakitlarin motorin ve fuel oil oldugu ve
petrol kdkenli bu yakitlarin diga bagimli tiretimleri ile {ilke ekonomisini zorladiklar1
bilinmektedir [1,2].



Mevcut enerji kaynaklarimn hizla tiikenir olmasindan dolay: ve yasanan enerji
krizleri sonrasinda yeni enerji kaynaklarma ilgi artmstw. Yeni yakit teknolojileri
kapsaminda, motorin ve fuel oile alternatif degerlendirilebilen Gnemli bir enerji
kaynag1 biyokiitle kkenli bitkisel yaglardur.

Bitkisel yaglarin motorin alternatifi olarak kullanimi dizel motorunun mucidi
Rudolph Diesel’ e kadar uzanmakla beraber, sonraki yillarda petrol kkenli yakitlarin
bol ve ucuz olmasi ¢aligmalarin slirmesini 6nlemigtir. Petrol krizleri ardindan konu
tekrar 6n plana ¢ikmis ve aragtirma-gelistirme ¢aligmalan hiz kazanmistir. Ancak,
bitkisel yaglarm dogrudan yakit olarak kullamminda; filtrede tikanma, sogukta ilk
hareket zorlugu, yaglama yaZmn islevini yitirmesi gibi Onemli sorunlar
olugmaktadir. Bu olumsuzluklar nedeni ile belirtilen sorunlarin ¢6ziimii i¢in dért ayri
modifikasyon teknigi 6nerilmektedir. Seyreltme, mikroemiilsiyon olusturma, piroliz
ve transesterifikasyon olarak siralanabilen bu modifikasyon teknikleri igerisinde en
¢ok tercih edilen yontem transesterifikasyon (Alkoliz) dur.

Endiistriyel olarak, transesterifikasyon reaksiyonu bitkisel yaglarm monohidrik bir
alkol ile kataliz6r varhgmnda 100-200°C’ da isitilmas: ile yiiriitiilmektedir. Mineral
asitler, bortrifloriir, iyon degistiriciler, alkali alkolatlar, alkali hidroksitler, metal
oksitler katalizor olarak kullamlmaktadmr. Son yillarda yliksek enerji gereksinimi, yag
kimyasallar1 endiistrisinde katalizér olarak lipazlarin kullanimim1 ¢ekici hale
getirmistir. Bununla beraber, bitkisel yaglarin lipazlarla transesterifikasyonu yaygin

olarak arastirilmamustir.

Bu amagla, bu ¢aligmada Tirkiye kokenli pamuk tohumu yagmin metanol ile
Novozym 435 lipazi varhfinda enzimatik transesterifikasyon reaksiyonu
incelenmistir. Cahsmann ilk asamasinda transesterifikasyon reaksiyonu igin
optimum kogullar belirlenmistir. Daha sonra bu optimum kosullarda elde edilen

ester {rlinin rafinasyonu yapilmis ve yakit Ozellikleri tespit edilmigtir.



Tablo 1.1 Tiirkiye 6nemli petrol dirtinleri iretim dagilim [2].

Uriinler Miktar, bin ton

1994 1995
Stvilastirilmig Petrol Gazi (LPG) 702.4 748.5
Kursunsuz Stiper Benzin 119.2 166.7
Siiper Benzin 1205.6 1343.5
Normal Benzin 2036.8 2109.5
Jet Yakit: 976.7 1146.1
Motorin 6448.3 7706.1
Fuel Oil (Kalorifer Yakit1) 1066.9 1641.1
No.5 Fuel Oil 13.1 13.2
No.6 Fuel Oil 6663.0 6767.1
Askeri Uriinler Toplam 627.5 653.2

Tablo 1.2 Tiirkiye sektérel enerji tiiketimi dagilimnin yillara bagh degigimi [1].

1990 1995 1996 1997

Sektdr

1°TEP | % 10°TEP | % |10° TEP % | 10° TEP %
Ulagtirma 8.723 21 11.066{ 22| 11.778 | 22| 11.339 21
Sanayi 14.543 35 17354 | 35| 20.028 { 37 | 20.055 36
Konut 15.002 | 36 17.150 | 35| 18.028 | 33| 19.015 35
Tarim 1.956 5 2.556 5 2.714 5 2.835 5
Enerji Dist 1.031 3 1386 | 3| 1.643 | 3 | 1.788 3
TOPLAM 41.255 100 | 49.512 |100 | 54.191 | 100 | 55.032 100




2. TEORIK CALISMA
2.1 Pamuk Bitkisi

Pamuk, ebegilimeciler ( Malvaceae ) familyasinin Gossypium cinsinde yer alan,
tropik ve astropik bolgelerde yetisen bir bitkidir. Bu ad aym zamanda pamuk
tohumuna bagh liflere de verilir. Bu lifler, diinya tekstilinin en &nemli
hammaddesidir [3].

Pamuk bitkileri, ilk kez 1. O. 3000’ lerde yetistirilmeye baglanmugtrr. I. O. 1500’ de
yazilmis bir Hindu ilahisinde de pamuktan s6z edilmektedir. Eski Yunanh tarihgi ve
gezgin Herodot yaklagik I. O. 450° de yazdig: yapitlarinda hintli kadmlarm pamuk
liflerini tohumlarindan aywrdiktan sonra egirerek bunlardan tezgahlarda bez
dokuduklarim anlatmaktadir. I. O. 4. ylizyilda Biyiik Iskender’ in hint pamugunu
Misir’ a getirmis oldugu, buradan da Yunanistan, Italya ve Ispanya’ ya dagildig
s6ylenmektedir. I. O. 700 yillarnda Cin’ e getirilmis, Cin’ de bahgelerde siis bitkisi
olarak kullanilmaya baglanmistir ve daha sonra 8. yiizyilin sonlarmda Japonya’ ya
gelmigtir. Pamuk, Kuzey Amerika’ da ilk olarak 1492 yilinda Kristof Kolomb
tarafindan bulunmustur [3].

Giderek artan pamuk tiretimine kargilik, liflerin tohumlardan ayrilmasi isleminin elle
yapiliyor olmasi pamugun iglenip satilmasim yavaslatiyordu. 1793 yilinda Eli
Whitney adindaki Amerikali mithendis “gir¢ir” denen bir makine gelistirerek pamuk
liflerinin elle ayiklanmasina son vermistir. Whitney’ in ¢wgir makinesi sayesinde
pamuk tiiretiminin hizla artmasi, elde edilen pamugu egirmek ve dokuyabilmek igin
daha hizhh ve daha nitelikli tezgahlara gereksinim dogurmugtur; bu alandaki
yenilikler ve buluslarla pamuklu dokuma sanayisi diinyamin en biiyiikk sanayi
dallarindan biri durumuna gelmigtir [4].

Kalite agisindan en 6nemli pamuk tiirleri sunlardir: Gossypium Hirsutum, G.
Barbadense, G. Arboreum ve G. Herbaceum. Ulkemizde yetistirilen pamuk G.



Herbaceum tiirline aittir [3]. Bunlardan bagka G. Nanking, G. Obtusifolium, G.
Peruvianum, G. Vitifolium, G. Brasiliense, G. Religiosum, G. Sandwicense ve G.
Haitense tiirleri de mevcuttur [2].

Yetistirilen ¢eside, toprak ve iklim kosullarina bagh olarak boylar1 1-2 m arasinda
degisen pamuk bitkilerinin asma yaprag gibi dilimli yapraklar1 ve beyaz, sar1 ya da
morumsu pembe iri ¢igekleri vardir. Baz tiirlerde tagyapraklarin dibi mor lekelidir.
Tagyapraklar dokiildiikten sonra, gelismeye baglayan pamuk meyveleri birkag sert
kapak¢1gin bitiserek kapanmasmdan olugan bir kihf bigimindedir. “Koza” denen bu
meyvelerin i¢inde {izeri sarimsi1 beyaz liflerle kaph tohumlar (¢igit ) bulunur. Koza
olgunlagip ¢atladiginda, i¢indeki Lif yifim ortaya gikar ve pamuk tarlalar1 karsidan
kar yigmlarim andirr. Bu tohumlu lif yumaklanna “kiitls” adi verilmektedir [4].
Uzunluklar ortalama 2-4 cm arasinda degisen liflerin yapis1 % 87 oraninda seliiloz,
% 5-8 oraninda su ve % 5-6 oraminda yabanci maddelerden (dogal kirlilikler) olusur

(2] -

Pamuk lifleri uzunluklarina ve goriiniislerine bagh olarak kabaca ti¢ gruba ayrilir.
Bunlarin ilkinde, uzunluklari 2.5 ile 6.5 cm arasinda degisen ince ve parlak lifler yer
alir. Yetigtirilmesi ¢ok zor ve verimi gok diisiik olan uzun lifli pamuklar pahah
{irlinlerdir; baghca ince kumag ve iplik Gretiminde kullamlirlar. Tkinci grup, boylar:
1.3-3.3 cm arasinda defigen orta uzunluktaki liflerden olusur. Ugiincii grubun
icerdigi 1-2.5 cm uzunluktaki kaba ve kisa lifli pamuklar ( linter pamugu) ise hal,
battaniye ve kaba kumaglarin tiretiminde, koltuk, yatak, yorgan ve yastik dolgusu
olarak kullamlirlar [2,4].

Pamuk ekimi, zaman agisindan - gesitli bolgelere gore degisiklik gosterirse de,
genellikle ortalama sicakhigin 15°C oldugu mart-nisan aylarinda yapilir. Ekildiginde
az ama sik yagish bir donem gerekir. Buna karsilik, hasat doneminde kesinlikle yag1s
istenmez. Clinkii yagmurlarla islanan tirlin kirlenip lekelenir [4].

Pamuk ekildigi topragmn nitelikleri agisindan gok segici olmamakla birlikte, en iyi
derin, siizek, nemli, aliivyonlu, kumlu ve besince zengin topraklarda yetigir [2].

Pamuk ekildikten bir siire sonra, yani pamuk bitkisi yeni gelismeye baglarken
birbirine yakm olanlar sokiilerek seyreltilir; bdylece geride kalanlarin topraktan



yeterince besin alarak daha iyi gelismesi saglamir. Ayrica tarla yabanci otlardan
arindirilir, hastahk ve zararh boceklere kargi ilaglama yapalir [4].

Pamuk bitkisi son ¢i¢egini haziran-temmuz aylarinda agar, gigekler ¢abucak solar ve
ceviz irilifinde koza yapar. Kozalar olgunlagir ve yeni gigeklerle ayn1 zamanda agalir.
Genellikle yaz sonuna ya da sonbahara rastlayan pamuk hasadi kozalarin
olgunlagmasina g6re ardarda birgok sefer yapilir. Kozalar elle veya makas yardimiyla
toplanir. Giiniimiizde motorlu pamuk toplama makineleri de kullamimaktadir,
Toplanan kozalar birkag giin siireyle kurumaya birakilir; sonra pamuklar kozadan ve
tohumlardan ¢irgir makineleriyle ayrlir; balyalara konarak kullamlacag: yere
gonderilir. Iplik fabrikalarmda balyalar agihir, pamuk lifleri temizlenip kabartilarak
egirilir ve iplige dontstiirilir [2,4].

2.2 Pamuk Tohumu

Pamuk tohumu % 40-55 oraninda kabuk ve % 45-60 oraninda g¢ekirdek igi igerir.
Bunlarin yaninda, % 6-12 oraminda su, % 15-25 oraninda yag, % 19-24 oranmda
protein, % 24-31 oraminda karbonhidrat, % 14-21 oraminda ham lif ve % 3-4.5
oraminda da kiil igerir. Tohumun igerdigi yag oram, pamugun yetistirildigi iklim
kosullarina ve tohum kékenine gore degismektedir [5].

2.3 Pamuk Yag

Cesitli pamuk tiirlerinin tohumlarindan ( ¢igit ) ya dogrudan dogruya basmngla ya da
karbon siilfiirle ekstraksiyonla pamuk yag: elde edilir. Cekirdekler ya olduklar1 gibi
ya da kabugundan ayrildiktan sonra, i¢ kisim pres edilmek suretiyle yag ¢ikaribr. ilk
Once presle elde edilen yag ham yagdir; gossipol ( C3gH39Os ) gibi pigmentlerden
Otlirti rengi koyu kahverengi veya kirli saridir [2]. Gossipol fenolik yapida zehirli bir
bilesiktir. % 0.4-1.2 oraninda ¢ekirdek iginde bulunan gossipol, eger ¢ekirdek i¢i
sogukta preslenirse yaga gegebilir. Islem 1slak buhar etkisi altinda yapilirsa, gossipol
tohumdaki proteinlere baglanarak “D-gossipol” veya “bagli gossipol” adinda daha
zararsiz bir bilesige doniigtir [5]. Gossipol igeren yag sadece sanayide kullamilabilir.
Bagka amaglarla kullamlacak ise rafinasyon gereklidir. Siirekli rafinasyon burada
yararhdir; kayip az olur. Bu yag su buhar1 ve potas ¢fzeltisi ile muamele edilerek



asitligi diizeltilir ve bu sirada kazanm dibine ¢oken kismindan sabun yapilr. Ust
kisim renk agici topraklarla muamele edildikten sonra filtrasyonla topraktan ayrilir.
Kokusunun diizeltilmesi i¢in de biiylikk vakum kazanlarinda yiiksek sicakliktaki
buharla muamele edilir. Bu sekilde rafine edilmis pamuk yaginmn rengi sar1 olup,
lezzeti de diizeltilmigtir. Daha sonra oldukg¢a biiylik miktarda bulunan kat1 gliserinli
(pamuk stearini) maddelerden kurtarmak igin yag vinterize edilir. Rafine pamuk
yagmun bilegiminde baslica linoleik, oleik, palmitik asit gliseridleri vardir. Kiigiik
oranlarda bulunan diger asitler miristik, stearik, aragidik, palmitoleik ve linolenik
asitlerdir. Tablo 2.1’ de AOCS ve Soxhlet yontemlerine gore belirlenmis tipik bir
pamuk yag1 yag asidi bilesimi gdsterilmektedir [6]. Ham yagm bilesiminde gliserid
ve serbest asitlerden baska % 1.2 oraninda fosfolipidler vardir. Yag: aseton veya su
ile muamele etmek suretiyle ¢oktiiriilebilen fosfolipid fraksiyonu tek bir bilesenden
ibaret degildir; lesitin ve sefalinden bagka bazi karbonhidratlar, regineler, inozit
fosfat, fitosterolin (sterin glikozid ) ve baska maddeleri de icermektedir [2].

Tablo 2.1 Tipik bir pamuk yag1 yag asidi bilesimi [6].

Ekstraksiyon metodu AOCS Soxhlet Yontemi

Yag asidi bilegimi (%) Tohum Kiispe
Miristik (14:0) 0.6 0.7 0.6
Paimitik (16:0) 24.6 26.8 27.6
Palmitoleik (16:1) 2.1 0.7 0.1
Stearik (18:0) 2.0 1.3 1.6
Oleik (18:1) 13.1 13.7 14.3
Linoleik (18:2) 574 56.5 55.3
Linolenik (18:3) 0.1 0.1 0.1
Aragidik (20:0) 0.1 0.2 0.2

Serbest yag asidi miktar1 (%) 11.8 1.2 18.2

Yag icerigi (% kuru baz) 714 100 28.6

Ortalama % 0.9 olan sabunlagsmayan madde igeriginin biiyiik bir kismu rafine yagda
kalir. Bu fraksiyonda sterinler, tokoferoller ve hidrokarbonlar vardir. Sterinlerin
biiytik kismini B-sitosterin olusturmakta, ergosterin tiim sterinlerin ancak % 5’ i
kadar bulunmaktadrr. Ham yagdan % 0.01° den az sterin glikozidleri karigimi
cikarilmgtir.

% 0.1 kadar bulunan tokoferol baslica a- ve y- tokoferoller karisimi olup az bir
miktar &-tokoferol de vardir. Tokoferollerin antioksidan ve vitamin etkileri

bulunmaktadr [2].



Pamuk yad1, “yari-kuruyan yaglar” grubuna girer. Yaglarin sivi halden kati hale
gecmesinden ibaret olan kuruma 6zellifi, yagmn hava oksijenini tutma yetenegine
dayanir [7]. Livache testine gére, pamuk yaZ1 24 saatte % 5-9 oraninda O, absorblar.
Pamuk yagindan 90-100°C sicakliklar: arasinda hava gegirildiginde, okside asitlerin
olusumu ile O, absorblanir. Bu sekilde muamele g&rmiis yagin asetil degeri,
viskozitesi ve yogunlugu artar [5].

Uzun siire depolanan pamuk tohumlarinda sl bozulma meydana geldigi ve bu
tohumlardan elde edilen yaglarin kalitesinin diistiigi goriilmiitiir. Ham pamuk yag:,
asit degerine, kokusuna, rafinasyon kaybimna ve tiretilebilen rafine yagin kalitesine
gore deger kazanir.

Preslenmis pamuk tohumu kiispesi proteince zengindir ve biiyiikkbas hayvan
yiyeceklerinin degerli bir katki maddesidir. Daha diiglik kalitede olanlar ise giibre
olarak kullamlmaktadir [5]

Tablo 2.2° de diinya pamuk stok, liretim ve tiiketim durumu, Tablo 2.3’ te ise
tilkelerin pamuk tiretimi goriilmektedir. Tablo 2.4’ te pamuk tohumu, diinyadaki ve
Tiirkiye’ deki ¢esitli yagli tohumlarin iiretim degerleri ile kargilastirilarak verilmistir.



Tablo 2.2 Diinya pamuk stok, tiretim ve tiiketim durumu (bin ton) [2].

STOKLAR 1993/1994|1994/199511995/199611996/1997|1997/1998

AB.D. 1.015 0.769 0.577 0.57 0.94
Diger ihracatg: tilkeler 2.895 2.498 2.419 2.74 2.6
Ithalatc1 tilkeler 1.749 1.611 1.551 1.63 1.48
TOPLAM 5.659 4.878 4.547 4.94 5.02
Rusya, Kizil Cin ve Dogu | 2.964 2.126 3.043 422 4.17
Avrupa

DUNYA TOPLAMI 8.623 7.004 7.59 9.16 9.19

URETIM

AB.D. 3.513 4.281 3.897 4.13 39
Digerleri 9.615 10.066 11.394 10.83 11.49
TOPLAM 13.128 14.347 15.291 14.96 15.39
Rusya, Kizil Cin ve Dogu | 3.739 4.342 4.767 4 4.1
Avrupa

DUNYA TOPLAMI 16.867 18.689 | 20.056 18.96 19.49
ABD. 2.268 2.438 2.309 24 2.47
Digerleri 11.588 11.6 11.955 12.11 12.52
TOPLAM 13.856 14.038 14.264 14.513 14.99
Rusya, Kizil Cin ve Dogu | 4.587 4.269 4.251 44 4.5
Avrupa

DUNYA TOPLAMI 18.443 18.307 18.515 18.91 19.49




Tablo 2.3 Ulkelerin diinya pamuk iiretimi (bin ton) [2].

STOKLAR 1994/1995 [1995/1996|1996/1997|1997/1998| PAY %
A.B.D. 4.281 3.897 4.13 3.9 20
Bag.Dev.Top. 1.901 1.806 1.453 1.603 8.2
Kita Cin 4.342 4.767 4 4.1 21
Hindistan 2.355 2.699 2.7 2.668 13.7
Pakistan 1.478 1.799 1.455 1.8 9.2
Tiirkiye 628 851 792 785 4
Brezilya 564 360 300 391 2
Misir 255 237 345 309 1.6
Meksika 99 191 247 218 1.2
Arjantin 350 420 400 425 2.2
Sudan 83 106 97 108 0.6
Guatemala 6 6 1 1 0
Suriye 179 191 250 225 1.2
Kolombiya 50 71 56 51 0.03
Iran 123 165 200 183 0.9
Yunanistan 385 443 305 430 2.2
Peru 55 63 58 63 0.3
Israil 31 43 51 50 0.3
Paraguay 151 110 70 78 0.4
Tanzanya 43 86 72 75 0.4
Nikaragua 1 7 3 4 0
Diger tilkeler 1.329 1.77 1.985 2.023 1.3
TOPLAM 18.689 20.058 18.96 19.49 100

Tablo 2.4 Cesitli yagl: tohumlarin Tiirkiye ve diinyadaki tiretimi (bin ton) [2].

1995
Yagh Tohumlar Tirkiye Diinya
Aspir 125 892
Aycigegi 900.000 26.186
Hashag 28.249 -
Kenevir 360 -
Keten 390 2.648
Yerfistiga 70.000 27.990
Soya 75.000 125.930
Susam 30.000 -
Kolza 9 34.685
Pamuk Tohumu 1.262.583 57.244

10




2.4 Bitkisel Yaglarm Transesterifikasyonu ve Ester Uriiniin Yakit Alternatifi
Olarak Degerlendirilmesi

Bitkisel yaglarm transesterifikasyonunda ya§ monohidrik bir alkolle (metanol,
etanol, v.b) katalizor varlifinda ana tirlin olarak yag asidi esteri ve gliserin vererek
esterlesir. Bitkisel yaglara uygulanan transesterifikasyon reaksiyonunu agagidaki gibi
gostermek miimkiindiir:

Trigliserid + 3 Alkol —® 3 Ester + Gliserin 2.1

— ¥ Bitkisel yag (metil, etil v.b ) esteri
Bitkisel Yag > +
+ — Gliserin
Alkol (metanol, etanol v.b ) — +
+ —— Yan Uriinler
Kataliz6r = +
—» Reaktan fazlasi

Reaksiyon iiriin ortam: yukarida belirtilen {iriinlerin yaninda, serbest yag asitlerini de
icerebilir. Bu, kullanlan yagdan ya da agilgliseridlerin nemden dolay1 hidroliz
olmasindan kaynaklanir [8,9].

Reaksiyonda kullamilan katalizor asit veya alkali olabilir. Mineral asitler, alkali
hidroksitler, alkali alkolatlar yaygm olarak kullamilan kataliz6rlerdir. Reaksiyon
bazik katalizorler ile asidik katalizOrlere gére daha hzli yiirlimekte; ancak asidik
katalizorler ile yagda bulunabilecek yag asitlerinin de esterlestirilmesi miimkiin
olmaktadir [3, 10, 11].

Son yillarda ise biyoteknolojideki gelismeler aragtirmacilari, transesterifikasyon
reaksiyonlarinda katalizor olarak enzimlerin kullanimma yoneltmigtir. Endiistriyel
olarak, bitkisel yaglarin yiiksek sicakliklarda (100-200°C) alkollerle 1sitiimasi ile
gerceklestirilen transesterifikasyon reaksiyonlarindaki yiiksek enerji sarfiyat:
enzimlerin kullanimyla azalabilecektir. Cok genis ¢apta endiistriyel uygulamalarmin
olmasina karsmn, lipazlarin bitkisel yaglarm transesterifikasyon reaksiyonundaki
kullamm ¢ok fazla incelenmemigtir [12]. Ancak son yillarda bu ¢aligmalar hiz
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kazanmistir. Lipazlarin en temel teknik uygulamasi, triagilgliseridlerin yag asidi
bilesimlerini interesterifikasyon reaksiyonu ile modifiye etmektir [13].

Alkali ve asit kataliz6rleri kullanildiginda gériilen dezavantajlar; kataliz6riin gliserin
tabakasiyla beraber ayrilmasi ile tekrar kullamlamamasi ve 6nemli bir ekonomik
faktor olan, yan iiriin gliserinin saflagtrilmasimin da biiyiik miktarlarda inorganik
madde (katalizér) kullamlmasi durumunda daha zor olmasi geklinde siralanabilir
[14]. Ayrica kimyasal olarak gerceklestirilen transesterifikasyon reaksiyonunun
enerji sarfiyatinin yiiksek olmasindan dolay: enzimlerin son yillardaki endiistriyel
uygulamalar1 6nem kazanmgtir [15].

Lipaz katalizérli alkoliz reaksiyonlarinin avantajlar: ise 1limli reaksiyon kosullari,
saflagtrma islemi gerekmeden gliserinin izolasyonu, kimyasal atik olugmamasi ve
lipazlarin serbest yag asitlerinin esterlestirme reaksiyonlarim katalizleyebilme
yetenegine sahip olmalar: seklinde siralanabilir [14].

Reaksiyonlarda ¢ziici kullamimu, {irlin saflagtirma, alev alma ve zehirlilik gibi
problemler dogurdugundan, ancak bazi durumlarda tercih edilmektedir. Coziicii
kullamlmadidinda, son iriiniin maliyeti diisiik olur {13]. Ancak, suyun aktivitesinin
ve mikrobiyal kirliliklerin kontroliiniin saglanmasinda ¢6zlicli kullaniminin yararlar:
vardir [16].

Transesterifikasyon reaksiyonlarindaki enzimler organik ¢6ziclilerde aktivite
gOsterebilmek i¢in suya gereksinim duymaktadirlar. Ancak ¢ok fazla su ilavesinde
ise enzimlerin inaktive olduklar1 gériilmektedir [17].

Aycigek yagi, soya yagi, kolza yagi, palm yag1 ve don yagi gibi yaglarin gesitli
lipazlarla transesterifikasyon reaksiyonlarn birgok aragtirmaci tarafindan
incelenmistir. Soya yag1 esterleri, dizel yakit alternatifi olarak potansiyel
olugturmaktadir ve bu konuda g¢alhigmalar mevcuttur. Don yaginin metil ve etil
esterleri ise dizel yakit katk: maddesi olarak test edilmistir [18].

Bitkisel yaglar, dizel motor yakit1 olarak ilk kez bu motorun yaraticis1 Rudolph
Diesel tarafindan 1900 yillarinda kullamlmaya baslanmistir [19]. Ancak petrol
koékenli dizel yakitmmn uzun yillar boyunca ucuz ve bol miktarda bulunur olmasi
motorun bu yakit ile uyum saglayacak sekilde gelistirilmesine neden olmusgtur.
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Zaman zaman ortaya ¢ikan petrol krizleri sirasinda bitkisel yaglarm yakit olarak
kullammi giindeme gelmistir ve bu konuyla ilgili bilimsel ¢aligmalar 1970° lerdeki
petrol krizi ile birlikte yogunlagmugtir [11].

Bitkisel yaglarin enerji i¢erikleri motorin ile hemen hemen aym diizeyde olmasina
karsin, viskoziteleri motorinden yaklagik 10-20 kat fazladir. Viskozite, motorinden
beklenen temel Ozelliklerin bagmda gelmektedir. Bu nedenle, bitkisel yaglarmn
dogrudan yakit olarak kullamiminda, filtrede tikanma, sogukta ilk hareket zorlugu,
enjeksiyon swrasinda tane boyutunda biiylime nedeni ile tam yanma olugmamasi,
yanmami§ yagm yaglama yagma karigmasi ile yagm islevini yitirmesi, enjektérde
koklagma, yanma kamarasinda birikme ve motor 6mrii kisalmasi gibi dnemli sorunlar
olugmaktadr [20]. Ayrica, bitkisel yaglarm doymamighk derecelerine gore yaglama
yagmda polimerleserek yagm viskozitesini artrmalar1 da s6z konusudur [11].
Yaglarin dogrudan yakit olarak kullanimin kisitlayan bir bagka etken de soguk iklim
kosullarinda katilagma egilimleridir. Bu olumsuzluklardan dolay:, bitkisel yaglar
ancak rafine olarak, ¢n yanma kamarali Diesel motorlarinda bazi smirlamalar ile
degerlendirilebilmektedir [20]. Bir motorun alternatif yakt ile ¢aligtirilmasi1 ancak
agagidaki sartlar saglandiginda Snerilebilir:

1) Motorun performansinda herhangi bir problem olmamali; motor 6mrii azalmalari,

onarim masraflar1 8nemli 6l¢tide artmamalidir.

2) Yakit insanlara ve gevreye zarar vermemeli; liretimi, tasimimi, depolanmasi ve
yakitin kullamm herhangi bir tehlikeye sebep olmamalidir.

3) Yakitin kullanimi motorda herhangi bir modifikasyon gerektirmeden miimkiin
olmalidir.

Yukaridaki sartlar incelendiginde, bitkisel yaglarin yiiksek viskozite sorununun
giderilmesi gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir [21]. Belirtilen sorunlarin ¢éziimii igin
daha once de belirtildigi gibi dort ayn modifikasyon teknigi Onerilmektedir.
Seyreltme, mikroemiilsiyon olugturma, piroliz ve transesterifikasyon olarak verilen
modifikasyon teknikleri i¢inde ¢esitli ham, rafine, atik ve artik yaglar i¢in en gok
tercih edilen yontem transesterifikasyondur. Bitkisel yag transesterifikasyon
reaksiyonunun ester {iriinii; Diesel-Bi, Biyodizel, Biyoyakit, Di-Ester ve Yesil Ester
adlandirilmalar1 ile bilinmektedir. Biyomotorin; yeni- temiz- yenilenebilir kokenli
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uygulama agamasina gegmis, varolan 6nemli ve popiiler motorin alternatifidir [20].
Biyoyakitlarin yakit olarak kullamlmasmm nedenleri; petrol ihracatim1 azaltarak
kolaylikla iiretilebilir olmalari, bitkisel kokenli olduklar1 i¢in yanmalar1 sonucunda
atmosferde sera etkisine sebep olan CO, seviyesini arttirmamalari, biyolojik olarak
bozunabilir olmalar1 ve dizel yakitlara nazaran yanma triinleri olan partikiil, CO ve
NOx miktarlarinin az olmas: seklinde siralanabilmektedir [17,13]. Ancak, bitkisel
yaglarin pahah olmasi bu yaglarin metil esterlerinin petrol kdkenli yakitlarla rekabet
etmesini engellemektedir [17]. Petrol krizi dénemlerinde bile bitkisel yaglarm
fiyatlar1 petrol fiyatlarindan yliksek olmustur. Bu nedenle, bitkisel yaglarm ve metil
esterlerinin dizel yakit: olarak kullailmasi, bitkisel yag tiretimi ¢ok fazla olan
tilkelerde daha uygun olmaktadir [22].

Bitkisel yaglarin, yakit aday1 olarak metil esterlerine dontigtiirtilme amaglar1 [20]:
1) Gliseridleri biitiiniiyle ortadan kaldirmak,

2) Yagm kaynama noktasim diiglirmek,

3) Yagn alevlenme noktasim diiglirmek,

4) Yagin akma noktasi diisiirmek,

5) Yagm viskozitesini diistirmek,

6) Gliserini kimya endiistrisinde kullanmak ve

7) Yan iiriinleri sabun ve deterjan endiistrisi gibi alanlarda degerlendirmek olarak

siralanabilir.

Biyomotorinin saflifn motor yakiti Szelliklerini etkilemektedir. Ozellikle yakit
icindeki trigliserid ve kismi gliseridlerin varhg: ciddi problemlere neden
olabilmektedir. Ayrica yakit, su, alkol, gliserin ve katalizérden arinmis olmalidur.
Biyomotorinin % 99 degeri lizerinde saf olmasi istenmektedir [23].

Giiniimiizde kolza yad1 esterleri ve daha az uygulamayla aygicek yagi esterleri
Avrupa’ da pek ¢ok iilkede biyomotorin olarak giindemdedir [9,18]. Cevre bilincinin
artmas1 sonucunda, metil esteri iireten tesisler kurulmustur. Bu tesislerin en biiytigii
250.000 ton/yil kapasite ile Italya’ da bulunmaktadir [24]. Avusturya’ da ise yllda
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15.000 ton kapasite ile tiretim yapilmaktadr [19]. Palm yaZi, Malezya’ nm en
onemli ihracat maddesi ve frlinlidiir. Bu yagmn esterleri palm yag:1 dizeli olarak
adlandirilarak biyodizel olarak degerlendirilmektedir ve petrol kokenli dizel
yakitlarla rekabet edebilecek diizeyde yer almaktadir. Bu esterlerin tiretimi, Malezya
Palm Yag1 Arastirma Enstitiisii tarafindan yapilmaktadr [25].

Kisa zincirli asitlerin esterleri gida endiistrisinde koku verici ve tatlandiric: olarak
kullamlrrken; uzun zincirli asitlerin esterleri (vaks esterleri) yaglayici, plastik ve
kozmetik malzemeleri olarak kullamilmaktadir [26,27].

2.4.1 Kaynak tarama

Bitkisel tohum yaglarinin dizel yakit olarak kullamimasim konu alan bir ¢aligmada,
K. Krisnangkura ve arkadaglar1 51 tane bitki tohumunu incelemis ve yaglarm metil
esterlerinin setan sayilarmnin 35-40 aralifmndan yiiksek ve iyot degerinin de 80-145
arasinda olmast gerektigini belirtmislerdir. Yiiksek iyot degerine sahip olan bitkisel
yaglarin gok kolay okside oldugunu ve polimerlestigini; bu durumun da yaglarm
depolanma siiresini kisalttigin1 ve dizel motorunda koklasma olusturdugunu
gbzlemlemiglerdir [22].

Y.Y Linko ve arkadaglari, kolza yagmin 2-Etil-1-Hegzanol ile transesterifikasyon
reaksiyonunu ¢oziiciisiiz ortamda gergeklestirmiglerdir. Caligmada gesitli enzimler
kullanilmus; en iyi sonug Candida rugosa ile alimmustir. Yag/alkol mol orani 1/2.8; su
miktan %1 (w/w); sicaklik 37-55°C arasmnda ve enzim miktar1 % 14.6 oldugunda en
yiiksek yag doniigiimii ve ester miktar1 elde edilmigtir. Asir1 miktarda alkol
kullamldiginda ise kolza yag1 doniislimiiniin ve ester veriminin diisiik oldugu, ayrica
ortamda alkol ve yag fazlast birikimi oldufu belirlenmigtir. Reaksiyonda su
kullanilmadigimda, enzimin kendisinde var olan su miktar1 da yetersiz kaldigindan, 7
saatte ancak % 25 doniisiim elde edilmistir. % 1, % 3 ve % 50 su miktarlarinda
¢ahisildidinda ise doniigiimde bir degisiklik olmadig: icin, ¢aliymalar % 1 su miktar:
ile yiiriitiilmiigtiir [16].

Mittelbach, aygi¢ek yagmin lipaz katalizorli transesterifikasyon reaksiyonunu metil
ve etil ester iiretmek amaciyla Pseudomonas lipazi varhgmda gergeklestirmis ve
¢oziicii olarak petrol eteri kullanmistir. Metanol kullanildiginda susuz ortamda ester
verimi en yiiksekken, etanol ile galigilan reaksiyonda su kullanilmasi durumunda
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ester veriminin yiikseldigi gOriilmiistlir. Hem sulu hem de susuz ortamda,
transesterifikasyon reaksiyon hizmmmn artan zincir uzunluguyla artti1 belirtilmigtir
[14].

D. Thomas ve arkadaglari, ¢aligmalarinda yine aygigek yaginin etanol ile Lipozyme
enzimi varhfinda transesterifikasyon reaksiyonunu optimum kosullar1 belirleyerek
gerceklestirmislerdir. Caligmada, yag/alkol mol oram, sicaklik, ilave edilen su ve
enzim miktarn gibi kogullarn reaksiyon {izerindeki etkileri incelenmigtir.
Aragtirmacilar yag/alkol mol oram 1/3; reaksiyon sicakligi 50°C; su miktar1 %0 (v/v)
ve enzim miktar1 0.4 g oldugunda en iyi sonucu elde etmislerdir. Alkol fazlasinda
d6niiglimiin ¢ok digtik ¢iktigim ve {irlin kangminmn fazla miktarda alkol, mono- ve
digliseridler igerdigini belirtmislerdir. Buna neden olarak alkol fazlasinin enzimin
stabilizasyonu i¢in gerekli olan su tabakasim kirdigim1 gostermiglerdir. Enzim
miktarindaki artig baglangic hiz1 ve toplam alkil ester donfiglimiinii de artrmugtir.
Ortama su ilave edilmedii zaman alkil ester veriminin yiiksek ¢iktif1 ve enzimin
icerdigi su miktarinin d6niistim i¢in yeterli oldufunu belirtmiglerdir. Ayrica
¢alismada, enzimin ka¢ defa kullanilabilecegini saptamak igin, silika-jel reaksiyon
ortamuna ilave edilerek, bu durumun denge verimine olan etkisi de incelenmistir.
Aym miktarda enzim hem silika-jel igeren hem de silika-jel icermeyen reaksiyon
ortamina ilave edilmis ve yiiksek doniigiim silika-jel igeren durumda elde edilmigtir.
Aragtrmacilar, bunu reaksiyon boyunca olusan gliserinin enzimin aktivitesini
diigtirmesi seklinde agiklamiglar ve ilave edilen silika-jelin, gliserin toplayicis1 olarak
davrandigimi, bSylece olusan gliserinin enzim {izerine adsorpsiyonu Onlenerek

enzimin korunmus oldugunu vurgulamiglardir [13].

Baz1 aragtirmacilar tarafindan trigliseridlerin, ¢6ziicli ortamunda lipaz katalizorleri
varlifinda hidroliz reaksiyonlar1 yapimi§ ve tekrar kullamm igin geri kazamlan
enzimlerin aktivitelerinin azaldif:1 gOriilmiigtiir. Ancak, transesterifikasyon
reaksiyonlarinda ise geri kazanilan enzimlerin aktivitelerinin ilk aktivite degerlerine
yakin oldugu goriilmiistiir. Bunun i¢in Ward ve arkadaslar1, balik yagimun omega-3
¢oklu doymams yag asidi esterleri tiretmek amaciyla enzimatik transesterifikasyon
reaksiyonunu gergeklestirmislerdir. Reaksiyon sonunda geri kazamlan enzimi 7 giin
boyunca kullandiklarin1 ve enzimin bu siire sonunda ilk aktivitesinin % 80° ini
muhafaza ettigini belirlemislerdir [28].
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D. Stevenson’ i ¢ahgmasinda, silika-jel haricinde diger adsorbanlar (seliiloz, nigasta,
kok komiirii, v.b) da kullamilmig; ancak daha ekonomik olmalarina ragmen silika-jel
kadar gilichi gliserin adsorplayicilar1 olmadiklart gorilmistir. Silika-jel
kullamilmadiginda yag/alkol mol oram 1/2 iken en yiiksek doniisiim elde edilmis (%
70); silika-jel kullamldigmmda ise mol oram 1/3 oldugunda en yliksek déniigim (%
98) elde edilmigtir. Ancak, diger ¢aliymalarda oldugu gibi, bu optimum mol oram
olan 1/3° den yiiksek mol oranlarinda doniigiimiin giderek azaldigi; MAG
iceriklerinin de giderek artti¥1 goriilmiigtiir. Arastirmacilar, bunu ortamda bulunan
fazla alkoliin silika-jele baglanarak silika-jelin gliserini adsorplayabilme yetenegini
engelledigini ve bdylece MAG’ in ester ve gliserine doniislimiinii 6nledigi seklinde
agiklamiglardir [29].

Doncescu ve arkadaglarinin, stearil alkol ile oleik asit metil esterinin Lipozyme IM
varliginda gergeklestirdigi transesterifikasyon reaksiyonunda, optimum mol oram
1/0.5 (metil oleat/stearil alkol) olarak belirlenmistir. Alkol mol oram arttikga,
reaksiyon baglangic hizinda bir diisiis goriilmiigtiir. Bu da alkoliin substrat1 inhibe
etmesi olarak agiklanmugtir ve yiiksek alkol konsantrasyonlarinda transesterifikasyon
veriminin diigmesi kiitle iletimi probleminden kaynaklandig: diigiiniilmiigtiic. Enzim
miktarinin artmastyla reaksiyon hizinda da artig gézlenmistir {30].

M. Basri ve arkadaglarinin galigmasinda ise, palm yag: ara fraksiyonunun (PMF)
Rhizopus rhizopodiformis lipaziyla ¢oziici bulunan ortamda metanol ve propanol
alkolleriyle transesterifikasyon reaksiyonu gergeklestirilmig; kullanilan enzimin
apolar ¢oziiciilerle yiiksek aktivite gosterdigi (hegzan segilmis) belirtilmigtir. Palm
yag1 ara fraksiyonunda’ palmitik asit miktar: difer yag asidi miktarlarma gére daha
fazla oldugundan, doniiglimiin palmitik asit tizerinden oldugu a¢iklanmgtir. Ester
verimi ve reaksiyon hizlari her iki alkol igin farkli elde edilmigtir. Optimum
yag/alkol mol oram 1/2 olarak almmugtir. Optimum degerden sonra mol oranmmin
artmas ile transesterifikasyon reaksiyonunun aktivitesinin diigttigii belirtilmistir [12].

Foglia ve arkadaslari, don yagmn1 temel alarak gesitli lipazlarin varhginda primer ve
sekonder alkoller ile optimum kosullarda alkil esterler {iretmiglerdir. Buna goére
Mucor miehei lipazi primer alkoller ile yiiksek dontsiim saglarken, Candida
antarctica lipazi sekonder alkoller ile yiiksek doniisiim vermistir. Primer alkoller
kullanildiginda, reaksiyon karigimina ilave edilen su ile doniiglimler diigiik ¢ikmigtir.
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Sekonder alkollerin ise yiiksek doniisim i¢in ortamda suya ihtiyag duyduklari
belirtilmigtir. Sekonder alkoller kullamldiginda reaksiyondaki enzim miktarinmn iki
katma ¢ikarilmasi gerekmis ve reaksiyonun daha uzun siirede tamamlandig:
gozlenmistir. Coziictisliz ortamda metanol ve etanol ile d6niiglim diigtikken, sekonder
alkollerle doniisiimiin yiiksek oldugu goriilmiistiir. Metanol ile yapilan reaksiyonda
¢oziici kullamlmadimmda ortaya ¢ikan viskoziteden dolay: substratlarin enzimle
karigmasimn engellendigi agiklanmustir. Yiiksek miktarda serbest yag asidi igeren
yaglarda metanol ile reaksiyonun etkili olmadigi, ancak sekonder alkoller ile yitksek
serbest yag asidi igeriklerinde bile yiiksek verimle alkil ester donfiglimiinin
saglandig ortaya konmustur [18].

Zeytin yagmin laurik ve palmitik alkoller ile immobilize mantar hiicreleri varhginda
ve ¢bziiclisiz ortamda vaks esterleri {iretmek amaciyla transesterifikasyon
reaksiyonu Chen ve arkadaglari tarafindan incelenmistir. Caligmada, reaksiyon
hizimin ve doniislimiin artan su miktar: ile azaldig: belirtilmigtir. Reaksiyon hizinmn
60°C’ ye kadar artarak ilerledigi, ancak en yiiksek doniisiimiin 50°C° de elde edildigi
gorilmiigtiir. Substrat konsantrasyonu oram (alkololeik asit) 1.5 oldugunda
do6niisiimiin maksimum oldugu belirtilmistir [31].

F. Ergan ve arkadaglarinin yapmis oldugu bir ¢alismada, vaks esterlerinin lipaz
katalizorhigtinde sentezlenmesi iki farkh yontem ile incelenmigtir. Birinci yontemde,
yag asidi ile stearil alkol stokiometrik oranlarda % 5 (w/w) lipaz miktarinda ¢6ziicii
kullanilmadan reaksiyona sokulmustur. Reaksiyonda maksimum miktarda vaks ester
sentezinin, reaksiyon ilerledik¢e olusan suyun ortamdan gekilmesine bagh oldugu
belirtilmigtir. Ikinci yontemde ise bir trigliserid (triolein) yine stearil alkol ile
reaksiyona girerek 1,2- diolein, 2- monoolein ve oleik asit vaks esteri tiretilmistir.
Yiiksek stearil alkol konsantrasyonlarinda, iirin bilegimindeki ester igerigi yiiksek
iken, diigiik alkol konsantrasyonlarinda enzimde bulunan % 10 (w/w) su miktarindan
dolay1, reaksiyon hidrolize kayarak ortamda asitin olugtugu belirtilmistir [26].

Bhattacharya ve arkadaglar tarafindan soya fosfolipidlerin Mucor miehei lipaz ile
¢0zlicli ortaminda transesterifikasyon reaksiyonu gerceklestirilerek lisofosfolipid
liretilmis ve alkol zincir uzunlugu arttik¢a kullamlan enzimin segicilik &zelliginin
azaldif1 gorilmiistiir. Bu nedenle; artan alkol zincir uzunluklarinda alkoliin
esterlerine ve fosfolipidin ﬁsofosfolipide dontigtimleri diigiik elde edilmigtir [27].
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Hanna ve arkadaglarmm gergeklestirdigi ¢aligmada, don ve soya yagi esterlerinin
yakit dzellikleri incelenmistir. Transesterifikasyon reaksiyonu ile alkil esterlerine
doniigtiiriilen bu yaglarin viskozitelerinin biiyiik Olglide azaldig: belirtilmigtir.
Viskozite diginda, soya ve don yagi esterlerinde bulunan kiil, kikiirt ve su
iceriklerinin de kullamlan yaglara nazaran daha diisik oldugu ve bu durumun da
yaglarin esterlerinin kullaniimasim daha avantajli kildig1 agiklanmgtir [32].

Sakine Yilmaz, yiiksek lisans tezinde pamuk yagmin alternatif motorin ve fuel oil
Ozelliklerini incelemigtir. Buna gére; pamuk yagmin TSE-F-RFI smiflamasina uygun
fuel oil niteliklerine sahip bir yag oldugu ortaya ¢ikmigtir. Pamuk tohumu yagmn su
ve tortu igermeyen iyi nitelikli bir yakit oldugu sonucuna varilmigtr. Atomizorli ve
buharlagtiricili yakicilara uygun bir yakit oldugu belirlenmigtir. Cok az oranda kiil ve
kiiktirt icerdigi ve bu nedenle insan ve g¢evre saghigi acgisindan fuel oilden daha
avantajli bir sera isiticis1 olarak veya hububat islemlerinde kullamlabilecegi
belirtilmigtir. Pamuk yag: setan indeksi 59.5, otomotiv motoru setan indeksi ise 53°
tiir. Pamuk yagmin % 12 oraninda daha fazla setan indeksi degerine sahip olmasi
pedeni ile pamuk yagimin motor karakteristiklerini olumlu yodnde -etkiledigi
aciklanmigtir. Pamuk tohumu yagmin diisiik akma noktasinin soguk iklimler i¢in
kullanim uygunlugu saglayacagi vurgulanmigtir. Ancak yagm 40°C’ deki kinematik
viskozitesi yiiksek oldugundan (35.8 cSt) bu 6zelliginin disinda TS 3082-EN 590
standartina uygun motorin alternatifi bir yakit oldugu belirtilmistir [2].
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3. DENEYSEL CALISMA

Tiirkiye kokenli pamuk yagmin Novozym 435 mikrobiyal lipazi varhgmda
transesterifikasyonunun incelenmesini amaglayan bu bolimde ik olarak
transesterifikasyon reaksiyonu i¢in optimum kosullar belirlenmis ve daha sonra elde
edilen ester iiriiniin yak1t zellikleri tespit edilmistir.

3.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Bu ¢aliymada kullamilan pamuk yagi Karamehmetler Yag Sanayi ve Ticaret A.S
(Tarsus) firmasindan temin edilmistir. Deneylerde kullamlan Novozym 435
mikrobiyal lipaz, Novo Nordisk A/S (Danimarka) firmasindan hediye edilmistir.
Pozisyon segiciligi substratlara bagh olan immobilize enzimin bazi reaksiyonlarda
1,3 pozisyon segiciligi gosterirken, baz1 reaksiyonlarda da pozisyon segiciligi
gostermedidi belirtilmektedir. Lipazmn, 1-Propanoliin laurik asitle esterlesmesi
lizerinden firma tarafindan tayin edilmis aktivite degeri Propil Laurat birimi olarak
7000 PLU/g’ dir. Kullanilan immobilize enzim % 1-2 oraninda su igerigine sahiptir
[33]. Kullanilan diger kimyasal maddeler saf ve Merck tirtiniidiir.

3.2 Pamuk Yagmin Karakterizasyonu

Pamuk yagimn kirilma indisi, yogunlugu, asit degeri ve sabunlasma degeri standart
yag analiz ySntemleri ile belirlenmigtir [34,35]. Tablo 3.1’ de bu &zellikler, yagm
yag asidi bilesimi degerleri ile birlikte verilmistir. Pamuk yaginmn ya§ asidi
bilesiminin kapiler gaz kromatografisi (CGC) yontemi ile belirlenmesinde Hawlet-
Packard 5890 Seri II cihaz1 kullanilmigtir. Ayirma islemi Ultra 2 (25 m x 0.32 mm x
0.52 um film kalmhginda % 5 difenil, % 95 dimetil polisiloksan igeren) kapiler
kolonunda gergeklestirilmistir. Tagtyic1 gaz olarak kullamilan azot debisi 1.6 ml/dak,
hava debisi 460 ml/dak, hidrojen debisi 33 ml/dak olacak sekilde ayarlanmus,
enjektor sicakligi 250°C, dedektor (FID) sicaklign 280°C olarak segilmigtir. Firin
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sicakhigi 150°C (5 dak); 150-225°C (5°C/dak); 225°C (30 dak) olacak sekilde
programlanmstir. Yagmn kromatografik analizi i¢in gerekli metil ester karisimi BF;
y6ntemine gére hazirlanmistir [36].

Tablo 3.1 Pamuk yaginin bazi teknolojik §zellikleri.

Ozellikler Pamuk Yaj:
Yogunluk, 20°C (kg/m’) 916.9
Kirilma indisi, 20° C 1.4718
Asit degeri, mg KOH/g 0.309
Sabunlagma degeri, mg KOH/g 197.16
Iyot degeri, g /100 g 121.82
Yag Asidi Bilegimi, Agirhk %'si
Ciao 0.68
Cis:0 21.61
Cis:1 0.56
Cis:o 2.46
Cisa 11.91
Cis2 61.08
Ca0:0 0.34
Diger 1.36
Yag asitlerinin ortalama molekiil agirhigs, 271.34
kg/mol kg
Yagn ortalama molekiil agirhgi, 855.02
kg/mol kg

3.3  Deney Diizenegi

Enzimatik transesterifikasyon reaksiyonu, 100 ml hacimli dibi yuvarlak bir cam
balonda gergeklestirilmistir. Karigtrma islemi, Framo-Gerdtetechnik D-7821
Eisenbach / Hochschwarzwald 1 seri numarali isiticili manyetik karigtiricr ile
saglanmig olup sicakhk =+ 1°C olacak sekilde kontrol edilmistir. Deneysel
¢alismalarda karistirma hiz1 700 dev/dak olarak sabit tutulmugtur.

3.4 Enzimatik Transesterifikasyon Reaksiyonu

Transesterifikasyon reaksiyonu igin belirli oranlarda pamuk yagi ve metanol
reaksiyon balonuna almnarak isitilmis ve kangima istenilen sicaklhifa ulagiidiginda
enzim ilave edilmigstir. Belirli bir siire devam ettirilen reaksiyon, bu siire sonunda

durdurularak reaksiyon balonu 90°C sicakliktaki su banyosunda 30 dakika
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birakilmak suretiyle enzimin inaktif hale gelmesi saglanmistir. Daha sonra reaksiyon
karigimu 100 ml hekzan ile siiziilerek yag fazi ile epnzim birbirinden ayrilmugtir.
Enzimi ayrilan iriin karigiminda bulunan gliserinin ayrilmasi i¢in karigim ayirma
hunisine alinarak 50°C’ deki distile su ile 3 kez yikanmugtir [23]. Gliserini giderilen
{iriin karisimma susuz Na,SO, ilave edilmis ve bu sekilde bir gece bekletilerek suyu
giderilen iirlin karisim filtre edilmistir. Daha sonra d6ner evaporatérde ¢oziiciisii
giderilen saf ester {iriiniin bilesimi kolon kromatografisi ile belirlenmigtir. Enzimatik
transesterifikasyon reaksiyonu akim gemas: Sekil 3.1° de gosterilmektedir. Ester
verimi (%), )

Saf ester iiriin miktarn x 100 formiilii ile belirlenmigtir.
Pamuk yagi miktari

3.5 Transesterifikasyon Reaksiyon Uriiniinin Kolon Kromatografisi ile
Fraksiyonlarina Ayrilmas

Rafinasyonu yapilmig ester irliniiniin kolon kromatografisi ydntemi ile
fraksiyonlarina ayrilmasinda, 18 mm i¢ ¢apinda ve igerisinde 25 g silika-jel (0.2
mm-0.5 mm) bulunan cam kolon kullanilmigtir. Hassas olarak tartilan 1 g numune 10
ml petrol eterinde ¢6ziilmiis ve kolona beslenmigtir. Daha sonra fraksiyonlan
ayrrabilmek igin, kolona sirasi ile ME fraksiyonu i¢in ¢oziicii olarak 550 ml
hekzan:dietileter (99:1); TAG fraksiyonu i¢in 200 ml hekzan:dietileter (85:15); DAG
fraksiyonu i¢in 250 ml hekzan:dietileter (50:50) ve MAG fraksiyonu i¢in de 400 ml
dietileter beslenmistir. Coziiciilerin kolona beslenme hizlar1 2 ml/dak olarak
se¢ilmigtir [37]. Kolondan 50’ ser ml’ lik hacimler halinde toplanan &rneklerin her
biri ince tabaka kromatografisi ile incelenerek ME, TAG, DAG ve MAG
fraksiyonlarinin bulundugu 6rnekler belirlenmigtir. Daha sonra aym fraksiyonlar
iceren drnekler birlestirilmis ve déner evaporatorde ¢dziiciileri giderilerek miktariar
belirlenmigstir. Enzim miktarimin artmasiyla ester iirliniin serbest yag asidi igeriginde
(FFA) artis olmus ve FFA kolon kromatografisinde DAG fraksiyonu ile birlikte
ayrilmugtir. Bu nedenle ester iirlin bilesimi belirlenirken DAG fraksiyonunun asit
degerine bakilarak gercek degerler hesaplanmgtir.
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Pamuk yag1 Metanol Enzim

Enzimatik
Transesterifikasyon
Reaksiyonu

Inaktivasyonu (90°C)
100 m! Hegzan
Stizme Enzim
50°C distile su Yikama Gliserin
Susuz Nast4
Saf Ester Uriin
Sekil 3.1 Enzimatik transesterifikasyon reaksiyonunun akim semasi.
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3.6  Transesterifikasyon Reaksiyonu i¢in Optimum Kosullarin Belirlenmesi

Reaksiyon i¢in optimum kogullarin belirlenmesi amaci ile verim iizerinde etkili;
enzim miktari, alkolyag mol orani sicaklik ve zaman parametreleri degisimleri
incelenmistir. Deneysel ¢aligmanm bu boliimii asagida agiklanan basamaklardan
olusmaktadir:

1) Enzim miktarindaki degisimlerin transesterifikasyon reaksiyonuna olan etkisi,
2) Alkol/yag mol oram degisimlerinin transesterifikasyon reaksiyonuna olan etkisi,
3) Sicaklik degisiminin transesterifikasyon reaksiyonuna olan etkisi,

4) Zamann transesterifikasyon reaksiyonuna olan etkisi.

3.6.1 Pamuk yagr-metanol transesterifikasyon reaksiyonuna enzim miktarinin
etkisi

Optimum enzim miktarimn belirlenmesi amaciyla 40°C’ de, stokiometrik mol
oraninda ve kullanilan yag miktarinm % 10, % 20, % 30 ve % 40’ 1 olmak {izere d6rt
farkli enzim miktarlarinda ytriitiilen reaksiyonlardan elde edilen sonuglar Tablo
3.2’de sunulmugtur. Optimum kosullarmn belirlenmesi amaciyla yiiriitiilen deneylerde
reaksiyon stiresi 7 saat olarak sabit tutulmugtur.

Tablo 3.2 Enzim miktarindaki degisimin {irtin bilesimine etkisi
(1/3 yag/alkol mol oram, 40°C, 7 saat).

Enzim Bilesim (% agirlik)
miktar1 (%) ME TAG DAG MAG FFA
10 70.76 22.70 5.10 1.72 0.64
20 82.10 11.14 4.72 2.04 1.26
30 83.55 7.49 6.01 2.94 2.05
40 80.20 7.56 7.95 4.29 2.93

Tablo 3.2’ den goriildiigii gibi en yiiksek metil ester igerigi yagin % 30° u oraninda
kullanilan enzim miktan ile elde edilmistir. Enzim miktar1 yagmm % 40° 1 olarak
alindiginda ME igerigi diiymils, firtintin FFA igerigi ise artmugtir. Bu diigme reaksiyon

ortaminda bulunan fazla miktardaki katinin karigtirma rejimi {izerinde olumsuz bir
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etki yapmasi seklinde agiklanabilir. FFA iceriindeki artisin nedeni ise; ortamdaki
enzim miktarina bagli olarak artan su miktarmin reaksiyonu hidroliz y&niine
kaydirmasi geklinde yorumlanabilir.

3.6.2 Pamuk yag: — metanol transesterifikasyon reaksiyonuna mol oraninin
etkisi

Optimum mol oranmm belirlenmesi amaciyla 40°C’ de, kullamlan yagm % 30’ u
kadar enzim miktar ile 1/1, 1/2, 1/3, 1/4, 1/5, 1/6 yag/alkol mol oranlariyla deneyler
yapilmig ve bu reaksiyonlardan elde edilen sonuglar Tablo 3.3” de verilmistir

Tablo 3.3 Yag/alkol mol oranlarindaki degisimin {irlin bilegimine etkisi
(% 30 enzim miktar1, 40°C, 7 saat).
Yag/alkol Bilesim (% Agirlik)
mol oram ME TAG DAG MAG FFA
171 29.88 27.03 21.31 9.38 124
172 57.26 11.55 17.16 491 9.12
1/3 83.55 7.49 6.01 2.94 2.05
1/4 87.35 7.30 2.81 1.99 0.55
1/5 85.17 7.06 431 2.93 0.53
1/6 63.90 18.85 10.81 5.97 0.47

Elde edilen sonuglar incelendiginde; alkol miktarindaki artiga bagh olarak iiriiniin
ME igerigi de artmustir. Ancak, yag/alkol mol oram 1/5 ve 1/6 oldugunda iiriinlerin
ME igerikleri diigmiistiir. Bu diislisiin nedeni, ortamdaki alko]l miktarmmn, kullanilan
immobilize enzimin stabilitesini saglayan gerekli su tabakasimi bozacak kadar fazla
olmas: seklinde aciklanabilir [13]. Ester iriinlin FFA igerigi ise alkol miktari
diistiikkge artrmgtir. Bu ise ortamda yeterli miktarda alkoliin bulunmamasi nedeniyle
reaksiyonun immobilize enzimin su igerifinden dolayr hidroliz y&niine
ilerlemesinden kaynaklanmaktadir [26]. En yiikksek ME miktar1 1/4 yag/alkol mol
oraninda elde edilmis ve bundan sonraki deneylerde optimum mol oram 1/4 olarak
almmugtir.
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3.6.3 Pamuk yagi — metanol transesterifikasyon reaksiyonuna sicakhgin etkisi

Enzimatik transesterifikasyon reaksiyonlarinda kullanilan Novozym 435 immobilize
lipazinin 40-70°C arasinda yliksek aktivite gsterdigi belirtilmektedir. Sicakhigm
reaksiyon {izerindeki etkisini gormek amaciyla 1/4 yad/alkol mol oraninda ve
kullanilan yagin % 30’ u kadar enzim kullanilarak 30°C, 40°C, 50°C, 60°C ve
70°C’ de reaksiyonlar yapilmistir. Sonuglar Tablo 3.4’ de verilmigtir.

Tablo 3.4 Sicakliktaki degisimin iiriin bilegimine etkisi
(% 30 enzim miktari, 1/4 yag/alkol mol orany, 7 saat).

Sicaklik ( °C) Bilegim (% agirhk)
ME TAG DAG MAG FFA
30 84.02 10.16 3.82 1.46 0.54
40 87.35 7.30 2.81 1.99 0.55
50 91.45 3.47 2.06 245 0.57
60 90.09 4.87 3.02 1.36 0.66
70 87.31 3.98 5.19 1.61 1.91

Tablo 3.4 incelendiginde en yliksek ME olusumu 50°C’ de yiiriitiilen reaksiyondan
elde edilmistir. Sicaklik 50°C’ nin {izerine ¢iktifinda ise ME olugsumunda diisme
goriilmiistiir. Buna neden olarak sicaklifin artmasiyla enzim aktivitesinin olumsuz
y6nde etkilenmesi gosterilebilir. Literatiirde de belirtildigi gibi her enzimin optimum
aktivite g6sterdigi bir sicaklik degeri vardir ve transesterifikasyon reaksiyonlarinda
kullanilan Novozym 435 mikrobiyal enziminin optimum sicakhigi 50°C olarak
belirlenmistir.

3.6.4 Pamuk yag — metanol transesterifikasyon reaksiyonuna zamanin etkisi

Optimum kosullarin belirlenmesi amaciyla yiiriitiilen tiim deneylerde reaksiyon
siiresi 7 saat olarak sabit tutulmugtur. Calismanm bu kisminda, belirlenen optimum
kosullarda (yag/alkol mol orani, 1/4; sicaklik, 50°C; enzim miktari, yagin % 30’ u
kadar) reaksiyon siiresi 2, 4, 10, 15 ve 24 saat olarak degistirilerek zamanm
reaksiyon f{izerindeki etkisi incelenmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 3.5’ de
sunulmustur.
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Tablo 3.5 Reaksiyon siiresindeki degisimin iirlin bilesimine etkisi
(% 30 enzim miktari, 1/4 yag/alkol mol oram, 50°C).

Zaman (saat) Bilegim (% Agirlik)

ME TAG DAG MAG FFA

2 79.92 13.37 4.56 1.60 0.55

4 85.74 8.97 2.15 2.42 0.72

7 91.45 3.47 2.06 245 0.57

10 92.21 2.74 3.12 1.38 0.55

15 91.13 2.52 3.00 2.76 0.59

24 . 92.11 1.95 3.00 1.87 1.07

Tablo 3.5’ den goriildigl gibi reaksiyon siiresindeki artiy 7. saate kadar ME
olusumunda bir artiga neden olmus ancak 7. saatten sonra reaksiyon sabit kalmistir.
10 saat siirdiiriilen deneyde ME olusumunda ¢ok az bir artiy g6riinmesine kargmn

optimum reaksiyon siiresi zaman ve enerji agisindan 7 saat olarak se¢ilmistir.

3.7 Novozym 435 Mikrobiyal Lipazinin Tekrar Kullanilabilirlik Derecesinin

incelenmesi

Enzimlerin elde edilmesi olduk¢a pahali iglemleri gerektirmektedir. Bu nedenle
enzimlerin yeniden kullamlabilirligini artrmak amaciyla enzim immobilizasyon
teknikleri gelistirilmistir. Kelime anlami olarak immobilizasyon hareketi
smirlandirma demektir. Enzimler immobilize edilerek hareketleri smirlandirilir.
Enzim rijid bir yap1 kazanur, 1s1 ve ¢ozelti etkisiyle yapisinda degisiklikler yapamaz,
dolayisiyla serbest enzimlere gbre daha stabil hale gelirler [38]. Boylelikle bir
reaksiyon ortamindan, kullamlan enzimin kolayca ayrilmasi ve tekrar
kullamlabilmesi miimkiin olmaktadir. Bu diislinceden yola g¢ikilarak ¢aligmanmn bu
kisminda, deneylerde kullamlan immobilize mikrobiyal lipazin tekrar
kullamlabilirlik  derecesinin  belirlenmesi  amag¢lanmigtir.  Bunun  igin,
transesterifikasyon reaksiyonu optimum kosullarda (yag/alkol mol orani, 1/4; enzim
miktar1 yagm % 30’ u kadar; sicaklik, 50°C; zaman, 7 saat) B6liim 3.4’ te anlatildig:
gibi yiiriitilmiis, ancak reaksiyon sonunda {riin karigimu inaktivasyon asamasi
yapilmadan, direkt olarak 100 ml hegzan ile siiziilerek yag fazi ile enzim birbirinden
ayrilmistir. Diger islemler aym sekilde devam ettirilmigtir. Bu islemlerin akim
semasi1 Sekil 3.2” de, deneylerden elde edilen sonuglar ise Tablo 3.6’ da ve Sekil 3.3’
de sunulmustur.
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Pamuk yag1 Metanol Enzim

N L

Enzimatik
Transesterifikasyon
Reaksiyonu
(50°)

100 ml Hegzan

Kurutma
(Oda sicakligy)

o Yikama
50°C distile su Gliserin

Susuz Na;SOq4

Siizme N2,S0,

Cozici
Giderimi

Saf Ester Uriin

Sekil 3.2 Enzimin tekrar kullamlabilirlik derecesini belirlemek icin
gerceklestirilen reaksiyonun akim semasi.
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Tablo 3.6 Enzimin tekrarh kullaniminin {irin bilesimine etkisi.

Tekrar Bilesim (% Agirlik)
kullanim
ME TAG DAG MAG FFA
1 91.45 3.47 2.06 2.45 0.57
2 33.15 55.71 8.56 2.18 0.4
3 11.69 77.26 8.48 2.12 0.45

ME (%) Agirlik

100
80
60 -
40
20 -

0

|

Sekil 3.3 Novozym 435 mikrobiyal lipazinin tekrar kullanilabilirlik derecesinin
ME bilesimine etkisi.

%
3

Tekrar kullanim

Sekilden ve tablodan goriildiigti {izere, enzimin aktivitesi ilk kullanimdan sonra
giderek azalmis ve tirtintin ME igerigi ikinci kullanim sonunda %33.15 iken, iglincii
kullanim sonunda % 11.69’ a dismiistiir. Ancak literatlirde de belirtildigi gibi,
reaksiyon ortamma ilave edilen bazi adsorbanlar (silika-jel, seliiloz, nigasta) ile
immobilize enzimlerin tekrarli kullammlarinda yiiksek doniigiimler elde
edilebilmektedir. Ilave edilen bu adsorbanlar, gliserin toplayicis: olarak davranmakta
ve bdylece olusan gliserinin enzim {izerine adsorbsiyonu &nlenerek enzimin aktivitesi

korunmus olmaktadir [13,28].
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3

.8  Biyomotorinin Yakit Ozelliklerinin incelenmesi

Bu boliimde, biyomotorin ve referans yakit motorine (ticari motorin) ASTM
(American Safety for Testing and Materials) ve IP (The Institute of Petroleum)
yontemlerine goére standart yakit testleri uygulanmstir. Biyomotorinin cesitli yag
karakteristik degerleri ise standart yag analizlerine gore belirlenmistir. Asagida

uygulanan testler siralanmigtir:
1. ASTM D 1500 : Petrol dirtinlerinde renk tayini.
2. ASTM D 1298 : Petrol dirlinlerinde hidrometre yéntemi ile yogunluk,

~

. ASTM D 92

. ASTM D 93

. ASTM D 97

. ASTM D 2500

. IP 309

8. IP 336

9. ASTM D 482

10. ASTM D 1796

bagil yogunluk ve API gravitesi tayini.

: Petrol tiriinlerinde agik kap yontemi ile alevlenme
noktasi tayini.

: Petrol {irtinlerinde kapal kap ydntemi ile alevlenme
noktasi tayini.

: Petrol {irtinlerinde akma noktasi tayini.

: Petrol {irtinlerinde bulutlanma noktasi tayini.

: Distile yakitlarda sogukta filtre tikanma noktasi tayini.

: Petrol tirlinlerinde X 1gmlar1 ySntemine gore kiikiirt
miktar1 tayini.

: Petrol {irtinlerinde kiil miktar tayini.

: Petrol tirtinlerinde santrifiij yontemi ile su ve tortu

miktari tayini.
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

ASTM D 473

ASTM D 88

ASTM D 130

ASTM D 86

ASTM D 240

ASTM D 976

Yag karakteristikleri

: Petrol tirtinlerinde ekstraksiyon yontemi ile tortu

miktar1 tayini.

: Saybolt viskozitesi tayini.

: Petrol tirlinlerinde bakir seriti kirlilik yéntemi ile

korozyon tayini.

: Petrol iiriinlerinin distilasyonu.

: Petrol iiriinlerinde kalorimetre bombasi yontemi ile

151l deger tayini.

: Distile petrol iirlinlerinde setan indeksi hesaplanmasi.

: Kirtlma indisi, sabunlasma degeri, iyot degeri, serbest

yag asitleri miktar1 tayini ile setan indeksi

hesaplanmasi [35,39].

Biyomotorin distilasyon testi, test swasinda kraking olusmasi nedeni ile
yapilmamigtir. Yakitlarm ASTM D 88’ e gore belirlenen Saybolt viskozite degerleri
¢St birimine ¢evrilmigtir. Yakitlarin viskozite-sicaklik degisimleri Sekil 3.4’ de, yakit
Ozellikleri ise Tablo 3.7’ de verilmektedir.

31



091

“TuiS$I§op YIHeIIS-0ZONSIA UIULIOJOW JA ULIOJOWOAIF

199

SRS

(O, Aprets
94| Otl STI 001 8 0L
N ULIOJO\ —m—
ULIOJOWIOATE] —w»—

~ W v <t o N

(1$9)
JZOYSIA NIJBWAUrY

'€ 198

32



Tablo 3.7 Biyomotorin ve motorinin yakst dzellikleri.
Ozellikler Motorin Biyomotorin
Renk L1.0 L15
Yogunluk, 15 °C, kg/m’ 835.4 885
Alevlenme Noktasi, °C 69 126
Akma Noktasi, °C -12.2 4.4
Bulutlanma Noktasi, °C -2.2 4.4
Sogukta Filtre Tikanma Noktasi, °C -10.0 1.0
Viskozite, 40 °C, ¢St 3.2 4.5
Kiikiirt Icerigi, Agir. %' si 0.51 Yok
Kiil Igerigi, Agir. %' si 0.0002 Yok
Su ve Tortu igerigi, Hac. %' si Yok Yok
Ekstraksiyon ile Tortu Igerigi, Agir. %' si 0.003 Yok
Bakir Korozyonu, 50 °C, 3 saat No. la No. 1a
Ust Isil Deger, MJ/kg 45.6 39.5
Distilasyon Testi, °C
[k Kaynama Noktas1 185 -
%5 197 -
% 50 298 -
% 90 356 -
Son Kaynama Noktas1 361 -
Setan Indeksi 53 48.1
Yag karakteristikleri
Serbest yag asidi, agir. %’ si - 0.58
Kirilma indisi, 20°C - 1.4547
Sabunlagma degeri, mg KOH/g - 189.85
Iyot degeri, g1/100 g - 119.76
Yag asidi bilegimi, agir. %' si -
Ciao - 0.69
Ciso - 21.94
Ci6:1 - 0.53
Cis:o - 2.48
Cis - 13.07
Cis2 - 59.38
Ca0:0 - 0.32
Diger - 1.59
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3.8.1 Biyomotorinin yakit dzelliklerinin degerlendirilmesi

TSE, TS 3082-EN 590/Aralik 1994 standartinda otomotiv motorini &zelliklerini
belirtmektedir. Bu 6zellikler Tablo 3.8° de verilmektedir. Biyomotorinin TSE
standartlarina uygun ve referans yakit ile uyumlu 6zelliklere sahip oldugu goriilerek

agagidaki sonuglar saptanmigtir:

1. Biyomotorinin rengi motorinin rengi ile uyumludur.

2. Biyomotorinin yogunlugu standart degere uygundur.

3. Biyomotorin, yilksek alevlenme noktasma sahiptir, bu deger standart degere
uygundur. Depolama ve tagimmda giivenlik arttiric: bu &zellik Snemlidir.

4. Biyomotorinin akma noktast, bulutlanma noktasi, sogukta filtre tikanma noktas:
degerleri, motorin degerlerine gore oldukca ylksektir. Bu yakit Ozellikleri,
yakitm iklim kosullarma bagl olarak kullammm sinirlar; biyomotorinin kutup
iklimlerinde kullantmu uygun degildir. Biyomotorin, normal iklimler igin
tanimlanan Tip A smufi motorin 6zelliklerine sahiptir.

5. Biyomotorinin 40°C’ deki kinematik viskozitesi 4.5 cSt, motorininki ise 3.2 ¢St
seklindedir. Normal iklimlerde kullamlacak motorinler 2.0-4.5 cSt arahfmdaki
kinematik viskozite degerlerine uygun viskoziteye sahip olmahdirlar.
Biyomotorinin viskozitesi bu sinirlar dahilindedir.

6. Biyomotorin; kikiirt, kiill, su ve tortu icermemektedir. Bu ozellikler yakitin
niteligini arttiric;; g¢evre kirliligi ve korozyon agilarindan yakitta avantaj
saglamaktadirlar.

7. Biyomotorin ve motorin benzer korozyon testi sonucu vermigtir.

8. Biyomotorinin iist 1s1l degeri 39.5 MJ/kg, motorininki ise 45.6 MJ/kg seklindedir.
Biyomotorinin 1s1l degeri motorinin 1s1l degerinden % 13 daha azdur.

9. Biyomotorinin setan indeksi 48.1, motorinin setan indeksi ise 53 tilr.

Biyomotorin, % 9 oraninda daha az setan indeks degerine sahiptir.
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10. Biyomotorin, ¢ok diigiik oranda serbest yag asitlerini icermektedir; bu durum
yakitin saflif1 agisindan olumludur.

Tablo 3.8 TS 3082 — EN 590/Arahk 1994 motorin 6zellikleri.

Ozellikler Motorin
Genel Ozellikler
Alevlenme Noktas, °C, En Az 55
%10 Distilasyon Kalintisindaki Karbon Kalintisi, Agir. %'si, En Cok [  0.30
Kiikdirt Icerigi, Agir. %' si, En Cok 0.20
Kl I¢erigi, Agir. %' si, En Cok 0.01
Su Icerigi, mg/kg, En Cok 200
Tanecik Kirlenmesi, mg/kg, En Cok 24
Bakir Korozyonu, 50°C, 3 saat, No 1
Oksidasyon Kararliligy, g/m®, En Cok 25
Iklime Bagl Ozellikler (Normal Iklimler)
Yogunluk, 15°C, kg/m’ 820-860
Kinematik Viskozite,40°C, cST 2.0-4.5
Setan Sayisi, En Az 49
Setan Indeksi, En Az 46
Sogukta Filtre Tikanma Noktas, °C, En Cok
Tip A 5
Tip B 0
Tip C -5
Tip D -10
Tip E -15
Tip F -20
Distilasyon, Hac. %' si
250°C' de Elde Edilen, En Cok <65
350°C' de Elde Edilen, En Az 85
370°C' de Elde Edilen, En Az 95
Iklime Bagh Ozellikler (Kutup Iklimler)
Tip0:
Yogunluk, 15°C, kg/m’, En Az 800
Kinematik Viskozite, 40°C, cSt 1.5-4.0
Setan Sayisy, En Az 47
Setan Indeksi, En Az 46
Bulutlanma Noktasi, °C, En Cok -10
Sogukta Filtre Tikanma Noktasi, °C, En Cok -20
Distilasyon, Hac. %' si
180°C' de Elde Edilen, En Cok 10
340°C' de Elde Edilen, En Cok 95
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Tablo 3.8 (Devam) TS 3082- EN 590/Aralik 1994 motorin 6zellikleri.

Ozellikler Motorin
Tipl:
Yogunluk, 15°C, kg/m’, En Az 800
Kinematik Viskozite, 40°C, cSt 1.5-4.0
Setan Sayisi, En Az 47
Setan indeksi, En Az 46
Bulutlanma Noktasi, °C, En Cok -16
Sogukta Filtre Tikanma Noktasi, °C, En Cok -26
Distilasyon, Hac. %' si
180°C’ de Elde Edilen, En Cok 10
340°C' de Elde Edilen, En Cok 95
Tip2:
Yogunluk, 15°C, kg/m’, En Az 800
Kinematik Viskozite, 40°C, cSt 1.5-4.0
Setan Sayisy, En Az 46
Setan indeksi, En Az 46
Bulutlanma Noktasi, °C, En Cok -22
Sogukta Filtre Tikanma Noktasi, °C, En Cok -32
Distilasyon, Hac. %' si
180°C' de Elde Edilen, En Cok 10
340°C' de Elde Edilen, En Cok 95
Tip 3:
Yogunluk, 15°C, kg/m’, En Az 800
Kinematik Viskozite, 40°C, ¢St 1.4-4.0
Setan Sayisi, En Az 45
Setan Indeksi, En Az 43
Bulutlanma Noktasi, °C, En Cok -28
Sogukta Filtre Tikanma Noktasi, °C, En Cok -38
Distilasyon, Hac. %' si
180°C' de Elde Edilen, En Cok 10
340°C' de Elde Edilen, En Cok 95
Tip4:
Yogunluk, 15°C, kg/m’, En Az 800
Kinematik Viskozite, 40°C, cSt 1.2-4.0
Setan Sayisi, En Az 45
Setan Indeksi, En Az 43
Bulutlanma Noktasy, °C, En Cok -34
Sogukta Filtre Tikanma Noktasi, °C, En Cok -44
Distilasyon, Hac. %' si ‘
180°C' de Elde Edilen, En Cok 10
340°C' de Elde Edilen, En Cok 95
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4. SONUCLAR VE ONERILER

Bu c¢ahsmada Tirkiye kokenli rafine pamuk tohumu yagi-metanol
transesterifikasyon reaksiyonu Novozym 435 lipazz varlifinda incelenerek, ester
{irliniin yakit dzellikleri belirlenmigtir. Caliymada varilan sonug, degerlendirme ve
Oneriler agagida siralanmmgtir:

1) Pamuk yag1 yag asitleri bilesimi agirlik bazinda (% Agrlik):

Miristik asit : 0.68
Palmitik asit :21.61
Palmitoleik asit : 0.56

Stearik asit :2.46
Oleik asit :11.91
Linoleik asit :61.08
Aragidik asit :0.34
Diger :0.36

seklinde olup, iyot indisi 121.82 olan yag§ “yar-kuruyan yaglar” grubuna
dahildir. Bu da literatiirdeki degerlerle uyumluluk gostermektedir.

2) Pamuk yag1 — metanol transesterifikasyon reaksiyonu i¢in optimum reaksiyon
kosullar1:

Enzim miktar1 :Yagm %30’ u miktarinda
Yag/alkol mol oram :1/4

Sicaklik :50°C

Zaman : 7 saat

olarak belirlenmistir. Bu kosullarda yiiriitiilen reaksiyonun ester verimi % 85’ tir.
Transesterifikasyon reaksiyonu {iriin karigimmmn kolon kromatografisi yontemi
ile belirlenen bilesimi agirlik %’ si olarak % 91.45 ME, % 3.47 TAG, % 2.06
DAG, % 2.45 MAG ve % 0.57 FFA igermektedir.
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3)

4)

5)

6)

7

8)

9

Novozym 435 mikrobiyal lipazinin tekrar kullamilabilirlik derecesi ardarda
yapilan 3 deneyle incelenmis ve digilincii tekrarn sonunda, ME igeriginin
% 91.45 ten % 11.69’ a diistiigli goriilmiigtiir.

Calgymada elde edilen biyomotorin, TS 3082-EN 590 standartinda yer alan
“Normal Iklimler — Tip A” smifi &zelliklerine sahip bir yakittir. Biyomotorinin
akma noktasi, bulutlanma noktas: ve sogukta filtre tikanma noktas: degerlerini

diigtirmek amaci ile katk: maddeleri kullanim uygun olacaktir; bdylece yakit
daha soguk iklim kogullarinda da kullamlabilir 6zelliklere sahip olabilir.

Biyomotorin, TS 3082-EN 590 standartma uygun bitkisel yag kokenli bir
yakaittir.

Biyomotorin g¢evre dostu Ozelliklere sahip yenilenebilir kaynakh bir yakit
alternatifidir.

Biyomotorin, enzimatik transesterifikasyon reaksiyonu ile elde edilmistir.
Mevcut ¢alisma ve uygulamalarmm pek ¢ogunda, biyomotorinin inorganik ve
organik katalizérler kullamm ile eldesi yapilmaktadir. Bu ¢ahsma ile, Novozym

435 immobilize enziminin biyomotorin {iretiminde kullanilabilirligi ortaya

konmustur.

Bu ¢alismada, diiz zincirli bir alkol olan metanol kullamlmigtir. Calisma, farkli
zincir uzunluklarnndaki ve dallanmig yapidaki alkollerle de yiiriitiilerek,
Novozym 435 lipazinin alkollere kars: gsterebilecegi segiciligi incelenebilir.

Novozym 435 mikrobiyal lipazinin tekrarh kullanimi sonucu azalan ME igerigi,
ortama ¢esitli adsorbanlar (silika jel, seliiloz, nisasta, kok komiirii, v.b) ilave
edilerek arttirilabilir.

10) Tiirkiye enerji ag1g1 biiyiik olan bir iilkedir. Biyokiitle enerji teknolojisi kullamm

iilkemiz i¢in 6nemli segeneklerden biri olarak goriilmektedir. Tiirkiye florasi her
tiir yagh tohum bitkisi ekimine uygun olup, sahip olunan teknolojik olanaklarla

biyomotorin iiretimini ger¢eklestirmek miimkiindiir.
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