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AYCICEK ASIDiK YAGININ ENZIMATIK ESTERLESMESI

OZET

Yag kimyasallan, endiistriyel olarak ilgi ¢eken iirinlerin sentezleri icin degerli ara
trtinlerdir. Enzimlerin elde edilmelerinin ve kullamlmalanimin kolay olmasindan
dolayt bu iiriinlerin enzimatik reaksiyonlarla iiretimleri 6nem kazanmistir. Bu
caligmada, ticari olarak kolay elde edilen immobilize lipaz, Lipozyme TL IM (Mucor
miehei) varhginda aygicek asidik yagimn n-oktanol ile esterlesmesi farkh kosullar
altinda incelenmigtir.

Esterlesme reaksiyonu, kesikli olarak c¢aligan bir sistemde ¢6ziicii olarak n-hekzan
kullanilarak, farkli siire, enzim miktar, sicaklik ve toplam yag asidi/n-oktanol
oranlarinda gerceklestirilmistir. Reaksiyonun ilerlemesi, reaktan ve iiriiniin Ince
Yiizey Kromotografi-Alev Iyonizasyon Dedektér (TLC-FID) kombine sistemi olan
SII rodlara sahip Iatroscan TH 10 cihazinda analizi ile gergeklestirilmistir. Lipaz
varhginda gergeklestirilen aycicek asidik yagt ile n-oktanoliin esterlesmesinin kinetik
parametreleri belirlenmistir.

Aycicek asidik yagy esterlesme reaksiyonunda, yag afirhigi temel alinarak enzim
miktarimin % 10, sicakligin 40°C ve toplam yag asidi/n-oktanol mol oraninin 1:1
oldugu kosullar, optimum deney kosullan1 olarak belirlenmistir. Maksimum ester
eldesi 3 saat i¢inde yaklasik % 90’a ulagmistir. Optimum kosullar igin Michaelis-

Menten sabiti, K = 6.05x10>mol/mL olarak hesaplanmigtir.

Caligmada elde edilen sonuglar, yemeklik yag iiretiminde yan iiriin olarak aciga
cikan aygicek asidik yagmin n-oktanol ile Lipozyme TL IM enzimi varhifinda
gerceklesen enzimatik esterlesme reaksiyonu ile degerli yag kimyasallarimn
sentezinde kullanilabilecek ara kimyasallarin yiiksek verimle sentezlenebilecegini
gostermistir.



ENZYMATIC ESTERIFICATION OF SUNFLOWER ACID OIL

SUMMARY

Oleochemical products are valuable intermediates for the synthesis of industrially
interesting products. Their production via enzymatic reactions is gaining an
importance due to ready availibility and the ease to handle the enzymes. In this study
lipase catalyzed esterification of sunflower acid oil with n-octanol in the presence of
commercially available immobilized lipase, Lipozyme TL IM (Mucor miehei) was
investigated under different reaction conditions.

Esterification reactions were carried out in batch mode, in the presence of n-hexane
which was used as solvent, with varying the amount of enzyme, temperature and
total fatty acid/alcohol ratios in order to obtain the optimum production conditions.
Reactions were monitored by analyzing reactants and products by thin layer
chromatography-flame ionization detection (TLC-FID) using an Iatroscan TH-10
analyzer with SIII rods. Kinetic parameters were then evaluated according to
Michaelis-Menten kinetics.

The optimum condition of the esterification of sunflower acid oil was found to be the
condition where 10 % enzyme (based on oil weight) was used. At this condition total
fatty acid/n-octanol molar ratio used in reaction was kept as 1:1 at 40°C. Maximum
ester yield was reached approximately 90 % in 3 hours. The Michaelis-Menten

constant, K, = 6.05x10°mole/mL was obtained for the optimum conditions.

The results of the present study also indicate the potential use of enzymatic
esterification reaction of sunflower acid oil which is produced as a byproduct during
the production of edible oil, with n-octanol for the synthesis of valuable
oleochemistry intermediates.

Xi



1. GIRIS

1.1. Giris ve Caliyjmanin Amaci

Yag kimyasallarindan biri olan ve endiistride genis kullanim alam1 bulunan esterler,
esterlesme ve transesterifikasyon reaksiyonlan ile elde edilirler. Icerdikleri serbest
yag asidi miktann yiiksek ve bilesimleri itibaniyla ilag, kozmetik ve diger kimya
sektorlerinin hammadde ihtiyacim karsilayacak yag asidi esterleri iiretimi i¢in biiyiik
bir potansiyele sahip olan asidik yaglar, bahsedilen bu reaksiyonlar i¢in 6nemli

baslangic maddeleridir [1].

Geleneksel kimyasal yontemler kullamilarak uygulanan  esterlesme ve
transesterifikasyon reaksiyonlan yiiksek sicaklikta, asit veya alkali katalizorler
varliginda uzun stirelerde gerceklesmekte ve istenmeyen yan iiriinler elde
edilmektedir. Bu dezavantajlardan dolay:r giiniimiizde enzim varliginda, 1limh
kosullarda gergeklestirilen ve enerji tasarrufu, iiriin safliy ve kalitesi saglayan

enzimatik esterlesme reaksiyonlarina endiistride hiz verilmistir [2].

Yaglarin ve yag endiistrisi yan iiriinlerinin degerlendirilmesinde ve endiistriyel
kullanima sunulmasinda etkili olan ve 6nemi gittik¢e artan lipazlar en 6nemli enzim
cesitlerinden biridir. Substratlarina kars1 son derece segici olmalari, uzun siire kararl
kalmalart ve dolayisiyla enzim yenilemelerini azaltip reaksiyon maliyetlerini
diistirmeler1 lipazlarn endiistride genis uygulama alanina sahip olmalarim

saglamistir.

Bu ¢alismanin amaci, yemeklik aycigek yagi iiretimi sirasinda agiga c¢ikan aygicek
asidik yagimn ¢6ziicii olarak kullamlan n-hekzan i¢inde n-oktanol ile, Lipozyme TL
IM mikrobiyal lipazi varhiginda, enzimatik esterlesme reaksiyonunu incelemektir.
Kesikli olarak c¢alisan bir sistemde gerceklestirilecek olan esterlesmede reaksiyon

siiresi, enzim miktari, toplam yag asidi/alkol mol oram ve sicakhik etkisi gibi



optimum reaksiyon kosullari saptanarak reaksiyonun Michaelis-Menten kinetigine

uyup uymadigi belirlenecek ve kinetik parametreler hesaplanacaktir.



2. TEORIK CALISMA

2.1. Asidik Yaglar

Asidik yaglar, alkali rafinasyon islemlerinin 6nemli bir yan iiriiniidiir. Soya fasulyesi,
aycicegl, pamuk tohumu, piring kepegi, kolza, hardal, yerfistisy ve
hindistancevizinin asidik yaglar ticari asidik yaglardir. Asidik yaglar genel olarak
koyu renkli olup % 40-80 serbest yag asidi, % 20-50 dogal gliserid, sabunlagmayan
madde ve safsizliklardan olugmaktadirlar. Giintimiize kadar genellikle bu tipte
yaglar, ticari olarak ucuz-kalite sabun tiretiminde kullamlmaktaydi. Ancak kimyasal
bilesimi goz oniinde bulunduruldugunda her bir asidik yagin, yag asidi esterleri
tretimi i¢in ilag, kozmetik ve diger kimya sektSrlerinin hammadde ihtiyacim

karsilayacak potansiyele sahip oldugu gériilmektedir [1].

2.2. Esterlesme Reaksiyonlari

Asidik yaglarin da reaktan olarak kullanildigi esterlesme genel olarak organik asit ve
alkoliin reaksiyona girerek ester olusturdugu, asagida genel formiilii verilen

endotermik reaksiyondur.

RCOOH + R'OH RCOOR' + H,0
Karboksilli Alkol Ester Su
asit

Yukaridaki reaksiyonunun sol tarafa dogru gelismesine hidroliz reaksiyonu denir.
Reaksiyonu esterlesme lehine ¢evirmek i¢in olusan suyun ortamdan uzaklastiriimasi
gerekir. Yiiksek sicakliklarda yiiriitiilen esterlesme reaksiyonlarinda son iiriin olarak
sayisiz izomer ve yan lriintin bulundugu renkli karigimlar olugur [3]. Esterlesme
reaksiyonlarmda yan iirlin olugsumu reaksiyonun asit katalizér veya enzim varlifinda

yiiriitiilmesi ile engellenebilmektedir.



Yaglarin hidrolizi ile agi18a c¢ikan ve fraksiyonlu distilasyonla saflagtirilan uzun ve
orta uzunlukta zincir yapisina sahip yag asitlerinin gliserinle asagida belirtilen
esterlesme reaksiyonu sonucunda yaglarin ana bileseni olan esterler (trigliserid) elde
edilir. Bu iirtinlerin gida sanayiinde katki maddelerinden, emiilgatériere kadar ¢ok

genis kullamm alani vardir [4,5].

CH,OH CH,OCOR
esterlesme

CHOH + 3 RCOOH

CHOCOR  + 3H,0

CH,OH CH,OCOR

Gliserin Yag asitleri Trigliserid Su

2.3. Transesterifikasyon Reaksiyonlari

Transesterifikasyon, bir ester ile diger bir bilesigin alkoksi ya da agil gruplarim
karsilikli degistirerek yeni ester olusturduklar reaksiyondur. Transesterifikasyon
reaksiyonlan 3 grupta toplanir. Bunlar esterin bir alkol, asit ve bir esterle etkilesimi
olan ve sirastyla alkoliz, asidoliz, igesterlesme olarak adlandirilan geri déniimlii

reaksiyonlardir [6].

2.3.1. Alkoliz

Alkoliz, alkol ve esterin reaksiyona girdigi transesterifikasyon reaksiyonlarindan

biridir.

RCOOR + R'OH«——>RCOOR" +R'OH

Bu reaksiyon ¢ogunlukla sivi fazda gerceklesir. Alkali katalizér kullanmildiginda oda
sicaklign ya da altindaki sicaklhiklarda cahisihir. Asit katalizér kullamldiginda
reaksiyon sicakligi 100°C civarindayken, katalizorsiiz gergeklesen reaksiyonlarda
sicakhk 250°C’nin iizerindedir [6]. Bu reaksiyonlarda farkli alkol oranlarmn

kullamilmasiyla farkli iirtinler elde edilebilir [7].



Asagida gesitli alkoliz reaksiyonlart verilmistir.

CH,OCOR CH,OH

CHOCOR + R'OH CHOCOR + RCOOR'

CH,OCOR CH,OCOR

Trigliserid Alkol Digliserid Ester

CH,OCOR' CH,OH R'COOR
CHOCOR" + 3ROH = — CHOH + R"COOR
CH,OCOR"™ CH,OH R"COOR
Trigliserid Alkol Gliserin Alkil Esterleri
CH,OCOR' CH,OH CH,OCOR'

CHOCOR" + 2 CHOH 3 CHOH R=R,R", R"
CH,OCOR™ CH,OH CH,OH

Trigliserid Gliserin Monogliserid

Alkoliz reaksiyonlar1 hangi alkolle ger¢eklestiriliyorsa, reaksiyon o alkoliin adi ile
tamimlanir. Ornegin, metanoliz ve etanoliz; metil ve etil alkollerle yiiriitiilen

reaksiyonlan ifade etmektedir.

Yiksek kaynama noktali esterlerin kaynama noktastm diisiirmek igin, metanol gibi
kisa zincirli bir alkolle ger¢eklestirilen alkoliz reaksiyonlari, endiistriyel agidan en
elverisli ve yaygin olarak kullanilan transesterifikasyon reaksiyonlandir. Bitkisel ve
hayvansal yaglarin alkolizi ile elde edilen yag asidi alkil esterleri yag kimyasallar

i¢cin 6nemli ara triinlerdir.

Bu reaksiyonlarin yiiksek sicakliklarda gergeklesmesinden ve reaksiyon ortamina
homojen olarak yayilan asit ve alkali katalizorlerin ayrilmalarimin ve tekrar
kullanilmalarimin miimkiin olamamasindan dolayr bilim adamlan katalizér olarak

lipaz kullanma yoluna yénelmislerdir [8].



2.3.2. Asidoliz

Asidoliz, ester ve karboksilli asidin reaksiyonudur. Bu reaksiyon yiiksek

sicakliklarda asit kataliz6r varlifinda tersinir olarak gerceklesir [6].

RCOOR' + R"COOH «—>RCOOH + R'COOR!'

Ester bir yag asidi fazlasi ile reaksiyona sokuldugunda bu yag asidi ile esterin orijinal

alkil grubu birleserek yeni ester olusturur [9].

CH,OCOR' CH,OCOR

CHOCOR" + RCOOH CHOCOR" + R'COOH

CH,OCOR™ CH,OCOR"™
Trigliserid 1~ Yag asiti 1 Trigliserid 2 ~ Yag asiti 2
2.3.3. Icesterlesme

Bir esterin kendisi veya baska bir esterle reaksiyona girip yeni bir ester ya da esterler
olusturdugu tersinir reaksiyondur. Dogal yaglarin ve ester karigimlarinin
ozelliklerinin gelistirilmesi, yaglarin erime noktalarinin degistirilmesi bu reaksiyonla
miimkiindiir. Aym esterlerin kullanildig1 alkoliz reaksiyonlarindan daha yavas
gergeklesen bu reaksiyonlarda katalizor olarak alkoliz reaksiyonlarinda kullamilan
katalizorler kullanilir. Katalizorsliz i¢esterlesme reaksiyonuyla 250°C’nin tistiindeki
sicakliklarda saatler siiren reaksiyon sonucunda iki ester dengeye getirilebilir.
Katalizér  kullamlarak, belirtilen reaksiyonlar daha diigsiik sicakliklarda
gerceklestirilebilir [6].

Gida endistrisinde bitkisel yaglarm icesterlesme ve bunun gibi reaksiyonlarda
kataliz6r olarak enzimler kullamlarak daha ilimli reaksiyon kosullartyla, reaksiyon
sonunda elde edilecek iirliniin tat, renk ve saflik acisindan daha kaliteli olmasi
saglanmistir [10]. Asagida igesterlesme reaksiyonlarindan olan molekiiller arasi ester

degisimi ve molekiil i¢i ester degisimi gosterilmigtir.



CH,OCOR; CH,OCOR, CH,0COR,  CH,OCOR;,

CHOCOR, + CHOCOR; CHOCOR, + CHOCORg
CH,OCOR; CH,OCORg CH,0COR;  CH,OCORg
Trigliserid 1 Trigliserid 2 Trigliserid 3  Trigliserid 4

(Molekiilleraras: Ester Degisimi)

CH,OCOR| CH,OCOR,
CHOCOR, CHOCOR;

CH,OCOR; CH,OCOR,
Trigliserid 1 Trigliserid 2

(Molekiil I¢i Ester Degisimi)
2.4. Esterler

Boliim 2.2°de de belirtildigi gibi esterler genel olarak karboksilli asit ve alkoliin
reaksiyona sokulmasi ile elde edilirler. Bunun yam sira alkol dehidrojenasyonu ve
ester i¢ degisimi reaksiyonlart ve asit anhidrit, asit kloriir, amid, nitril, doymamusg

hidrokarbon, eter, aldehit, keton kullamilarak da elde edilebilirler.

Esterlerin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri incelenirse, kisa zincirli esterlerin renksiz,
ugucu ve cogunun hos kokuya sahip olduklar gériiliir. Buna karsin uzun zincirli
doymus yag asidi esterlerinin birgogu renksiz ve kokusuz, kristal yapili katilardir.
Cok uzun zincirli asit ve alkollerin esterleri sert, kirilgan ve parlak kristal yapili
katilar olup vaks olarak da adlandinlirlar. Bu vakslarin birgogu saf olarak

bulunmayip karisimlar halinde bulunurlar.

Genel olarak yag asidi esterlerinin erime noktalar1 ilgili yag asitlerinin erime
noktalarindan daha diisiiktiir. Ayn1 zamanda kisa zincirli asitlerin metil, etil ve propil
esterlerinin kaynama noktalann da ilgili asit esterlerinin kaynama noktalarindan

diisiiktiir. Monoesterlerin bircogn nemsiz ortamda belli sicakhiklara kadar 1s11
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kararlilik gosterdiklerinden genellikle bozulmadan distillenebilirler. Bu sebeple yag

asidi karisimlarinin ayrilmasi ve belirlenmesi igslemlerinde kullanilirlar.

Esterler genelde suda ¢éziinmezken birgok organik sivida ¢éziintirler. Kisa zincirli
esterler, birgok siv1 dahil olmak iizere organik bilesikler icin iyi birer ¢éziictidiirler.

Ozellikle seliiloz bazli recineli vernikler i¢in esterler ¢dziicii olarak kullanilirlar.

Esterler reaktif bolgeleri, polarhiklar, yiizey aktif madde 6zellikleri, eko-
giivenilirlikleri, sindirilme o6zellikleri ve zehirli olmayiglart gibi 6zelliklerinden
dolayr endiistride bircok alanda kullamilirlar. Kisa zincirli esterler boya ve
verniklerde kullanilirken uzun zincirli esterler plastiklestirici olarak kullamilirlar.
Ticari olarak kullanilan akrilatlar, metakrilatlar, vinil asetat ve benzerleri gibi vinil
polimerlerin, polyester regineleri ve plastik gibi pek ¢ok polimerin ana bileseni
esterlerdir. Bu polimerler termoplastik malzemeler olup film, elyaf ve kaliplanmis
plastik olarak da kullanilirlar. Dogal kat1 ve s1vi yaglar ile vakslar seklinde bulunan
esterler eski zamanlardan beri yaglayici olarak kullamlmaktadir. Ozellikle alifatik
esterler turbo jet motor yaglayicilant i¢in ana bilesen olarak kullamlmaktadir.
Bunlarin yam1 sira esterler ilag sektdriinde, tatlandiricilarda, yumusatict
6zelliklerinden dolayr kozmetik tirlinlerinde ve sabun iiretiminde de genis kullanim

alanina sahiptirler [6].

2.5. Enzimler

Enzimler, organizmalardaki kimyasal reaksiyonlar1 aktivasyon enerjilerini diigtirerek
hizlandiran, bu reaksiyonlarin istenmeyen yan Uriinlerinin olusumunu engelleyip

ilimlt kosullarda gerceklesmelerini saglayan organik katalizorlerdir.

Baz1 enzimler yalmz proteinden olusurken ¢ogunlugu protein yapisinda olmayan
kofaktér adi verilen gruplara da ihtiyag duyarlar. Kofakt6r biriminin olmamasi
durumunda enzimler katalitik aktivitelerini kaybederler. Bu yapidaki enzimin aktif
olmayan protein birimine apoezim, kofaktér igeren aktif enzime haloenzim denir.
Kofaktor, bir metal iyonu veya koenzim olarak adlandirilan bir organik molekiil
olabilir [11].



Enzimatik reaksiyonlarin reaktanlarina substrat denir ve her enzimin kendine 6zgii
substrati bulunur. Proteolitik enzimler disinda enzimler etkiledikleri reaksiyon tipinin
veya substratin sonuna “az” eki getirilerek adlandirilirlar. Protolitik enzimler ise
sonlarina “in” eki getirilerek adlandinhrlar. Bu sekilde isimlendirmede belirli bir
diizen olmadigindan ve zamanla bir¢ok enzimin daha ortaya ¢ikarilmasindan dolay:
Uluslararast Enzim Komisyonu enzimleri sistematik isimlendirme ve simiflandirma
yoluna gitmistir. Giintimiizde enzimler, sistematik isimleri ve E.K. (Enzim

Komisyonu) tarafindan belirlenmis kodlari ile tanimlandiklar gibi daha kisa ve kolay

olan geleneksel isimleri ile de adlandirilabilirler [12].

Enzimler, varliklaniyla ¢ok yavas ilerleyebilecek kimyasal reaksiyonlarin hizim
arttirirlar ve substrata 6zgii olduklarindan yan {iriin olusumunu engelleyen. organik
kataliz6rlerdir. Asit, baz, metal ve metal oksit gibi anorganik katalizérlere kiyasla
cok secicidirler. Enzimlerle diislik sicaklik, pH ve basincta ¢alisildifn icin yiiksek
enerji gereksinimine, yiiksek maliyetli korozyonu énleyici ekipmana ihtiyag
duyulmaz. Istenmeyen yan iiriin olusumunun engellenmesi ve iiriiniin saflastirma
maliyetinin diisiik olmasindan dolay: endiistride diger katalizdrlere tercih edilir [13].
Ancak endiistriyel uygulamalarin ¢ogu sulu ¢ozeltilerde gergeklestirildiginden
kataliz6r olarak kullanilan serbest enzimlerin reaksiyon ortamindan aktivitesini
yitirmeden geri kazanilmasi olanak digidir. Reaksiyonun istenilen anda durdurulmast
icin enzimin en yiiksek sicaklikta kisa zamanda tamamiyla bozundurulmas: veya
ortama inhibitor katilmasi gerekir. Her iki islem de iiriinler i¢in istenmeyen sonuglar
dogurabilir. Enzimlerin pahali katalizorler oldugu dikkate almirsa enzimlerin geri
kazamlamamas1 maliyeti yiikselten onemli bir etkendir. Tim bu sorunlari
¢cozebilmek ve enzimleri endiistride ¢ekici hale getirebilmek icgin enzimler
immobilize edilerek kullanilmaktadir. Enzimler jel, membran veya mikrokapsiilleme
yoluyla tutuklanarak veya adsorpsiyon, iyonik baglanarak, kovalent c¢apraz
baglanarak immobilize edilirler. Ist veya ¢6zelti etkisiyle yapisinda degisiklikler
yapamaz dolayisiyla serbest enzimlere gore daha stabil hale gelirler ve geri

kazanimlaryla tekrar kullanilmalart miimkiin olur [14].

Enzimlerin etkinlikleri, standart kosullar altinda dakikada 1umol substrati doniisiime
ugratan enzim miktan olarak tamimlanan aktivite birimi ile tanimlamir [13]. Enzim
aktivitesi sicaklik, pH, c¢ozeltinin iyon siddeti, kofaktSér, enzim ve substrat

konsantrasyonu gibi etkenlerle degisebilmektedir. Bu etkenler tek tek incelenirse;



Sicaklik : Diger tlim kimyasal reaksiyonlarda oldugu gibi enzimatik reaksiyonlarda
da reaksiyon hizi sicaklik arttikga arttirilabilir ancak bu artis belirli bir sicakliktan
sonra duraklama ve gerileme seklinde goriiliir. Bu durum yiiksek sicaklikta enzim
yapisinda meydana gelen bozunmadan kaynaklanir. Enzimlerin maksimum aktivite
gosterdikleri sicaklik optimum sicaklik adini alir. Sicaklik in vivo aktivite diizenleme

araci degildir [11].

pH: Her enzim i¢in aktivitenin maksimum oldugu pH degerleri vardir ve bu degere
optimum pH degeri denir. Bu degerin lizerinde ve altinda aktivite diiger. Ornegin
midede bulunan pepsin enzimi diisiik pH’ta galisabilirken bagwrsakta bulunan tripsin
1se yiiksek pH’larda calisabilir. Asin1 pH degisiminde enzim proteinin bozunmast,
optimum pH bolgesi disinda koenzimin enzim proteininden ayrilmasi

gergeklesecektir [15,16].

Iyon Siddeti: fyonik siddet, tiim iyonik tiirlerin konsantrasyonlarinin toplamimn
yansi ile yiiklerinin karesinin ¢arptmina esittir. Iyonik siddetin etkisi 6zellikle yiiklii
molekiillerin birbirine bagh hareketleri ile gerceklesen katalizlenme sirasinda fark
edilebilir. Yiikli substratlann enzimlere baglanmasi ve yiiklii gruplarin katalitik aktif
bolge i¢indeki hareketi ortamin iyonik kompozisyonundan etkilenir. Genel olarak tuz

konsantrasyonun artmasi enzimatik aktiviteyi olumsuz yonde etkiler [13].

Kofaktor: Enzim aktivitesine etki eden bir bagka faktér ise kofaktorler adi altinda
toplanan koenzimler, prostetik gruplar ve bazi metal iyonlaridir. Apoenzime kovalent
bagh prostetik gruplar ve kovalent bagla baglanmams koenzimler, enzim aktivitesi
i¢cin zorunlu gruplardir. Metal iyonlari, enzimin aktif bélgesine veya bagka bir
bélgesine baglanarak aktiviteyi arttirirken bazi metal iyonlar1 da inhibitér gorevi

goriirler. Ag", Hg'*, Cu'? gibi metal iyonlari enzimatik reaksiyonu inhibe ederler.

Enzim Konsantrasyonu: Enzim konsantrasyonun artmasiyla reaksiyon hiz da artar.
Ancak deneysel olarak lineer bir artis goriilmeyebilir. Bunun sebebi enzimlerin
icerdikleri inhibitér ve aktivatérlerin dissosiye olabilmeleridir. Bunun yanisira

enzimler diisiik konsantrasyonlarda dayaniksizdirlar.,

10



Substrat Konsantrasyonu: Sabit enzim konsantrasyonunda reaksiyon hizi substrat
konsantrasyonunun artmasiyla artar. Ancak belirli bir noktadan sonra substrat

konsantrasyonunun artmast reaksiyon hizini degistirmez [16].

Enzim uygulamalarmin en genis oldugu alanlar deterjan, deri, kagit hamuru ve kagit,
nigasta ve seker, yag ve petrol fraksiyonlari, sarap ve meyve suyu, hayvan ve yem,
bira ve maya, tekstil endiistrileridir. Bunlarin yan1 sira analitik ve klinik amagh

olarak da genis bir uygulama alam1 bulmaktadirlar.

2.5.1. Lipazlar

Lipazlar, bitki ve hayvanlarin ¢esitli dokularindan ya da bakteri ve mantar gibi
mikroorganizmalar kullanmilarak fermantasyon yolu ile elde edilen bir enzim
grubudur. Endiistriyel uygulamalarda kolaylik saglamalarindan ve ekonomik
olmalarindan dolayr mikroorganizmalardan elde edilmis olan lipazlar, bitkisel ve

hayvansal kaynaklardan elde edilen lipazlara gére daha ¢ok tercih edilir.

Lipazlar, secici olmayan, 1,3 pozisyonu ve yag asidine segicilik gosteren lipazlar
olarak 3 grupta incelenmektedirler. Se¢ici olmayan lipazlar, rastgele pozisyonlardaki
acilgliserol molekiil baglarimi kirarken, 1,3 pozisyon seg¢iciligi gOsteren lipazlar,
gliserol bag yapisindaki 1 ve 3 pozisyonlarindaki yag asidine etki ederler. Yag
asidine segicilik gosteren lipazlar ise sadece belirli tipte yag asidi agilgliserol

molekiillerinin serbest birakilmasina yardimci olurlar [17,18].

Lipazlar sulu g¢6zeltilerde ¢dziinebilmelerine ragmen substratlart olan lipidler suda
¢oziinmezler. Bu sebeple substrat ve enzimin temasinin arttirilmasi igin uygun bir
organik ¢6ziicii kullanilabilir. Kullanilan organik ¢6ziicli, substrat ¢esitliligine bagh
olarak lipazin katalitik verimliligini etkileyebilir [19]. Lipaz aktivitesi, pH, sicaklik,
enzim konsantrasyonu ve benzeri faktorler ile ¢6ziicii tiirli yan: sira ortamda bulunan
su miktarindan da etkilenmektedir. Denge reaksiyonu olan esterlesme reaksiyonu
sonunda tiriinlerden biri olarak aciga ¢ikan suyun cesitli yontemlerle ortamdan
uzaklastirilmasi ile diisiik su konsantrasyonlarinda aktivitesini koruyan lipazin etkin

olmasi saglanir.

Substratlarina kars1 son derece segici olmasi, uzun siire stabil kalmasi ve dolayisiyla

enzim yenilenmesini azaltip reaksiyon maliyetlerini diisiirmesi, lipazlarin endiistride
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yaygin olarak kullamilmasim saglamistir. Lipazlar 6ncelikli olarak agilgliseridlerin
hidrolizinde etkin olmalarina karsin ters yondeki reaksiyon olan sentezlemede de
yiiksek etkinlik gostermektedir. Asitlerin alkollerle esterlesmesinde, yaglarin
icesterlesmesinde, biosurfaktan {iretiminde, optikge aktif bilesiklerin rasemik
karisimlardan aynimasinda kullambirlar. Lipazlardan, yaglarin modifikasyonu, deri
imalati, attk aritimi, deterjan, gida, ilag ve kozmetik sanayi, tibbi uygulamalar,

polyester tiretimi ve bunlar gibi daha bir¢ok alanlarda yararlanilir.

2.6. Enzimatik Esterlesme Reaksiyonlar:

Geleneksel metodlar kullamlarak uygulanan esterlesme ve igesterlesme reaksiyonlari
yiksek sicaklikta, asit veya alkali Kkatalizérler varligimmda wuzun siirelerde
gerceklesmekte ve koyu renkli iiriin ile istenmeyen yan tiriinler elde edilmektedir.
Bunlarin yani sira kullanilan kimyasal katalizériin korozif etkisi ve reaksiyon
sonunda {iiriinden ayrilma islemi endiistriyel agidan biiyiik sorunlar yaratmaktadir.
Enerji tiiketiminin fazla olmasi, elde edilen Uriintin safsizlifn ve yiiksek maliyet
g6zoniinde bulundurulup son zamanlarda daha ilimlhi kogullarda gerceklesen, ticari
degeri yiiksek {riinlerin elde edildigi enzimatik esterlesme uygulamalarina

endiistride iz verilmistir [2].

Enzimatik esterlesme reaksiyonlar enerji tasarrufu, ¢evresel etki, iiriin segiciligi ve
kalitesi agisindan tercih edilir. Diisiik sicakliklarda ¢alisildigi igin enerji maliyeti de
diisiiktiir. Immobilize edilmis enzimler kullamlarak reaksiyon sonunda elde edilen
tirlinin saflig1 arttinhir. Enzimlerin substrata karsi segici olmalarindan dolayr yan

iiriin olusmadan istenilen iiriin elde edilir [20].

Enzimatik esterlesme reaksiyonlar1 bilimsel olarak bir¢ok ¢alismada incelenmistir ve

bu reaksiyonlan etkileyen 4 ana parametrenin varlig saptanmistir.

1) Uygun enzim kullammm: Reaksiyona girecek olan substratlar g6z Oniinde

bulundurulup o substratlara kars1 segici olan enzimlerin kullanilmasi gerekmektedir.

2) Alkol ve asit inhibisyonunu 6nlemek: Reaksiyona girecek olan asit ve alkoliin

ozelliklerinin incelenip enzime karsi inhibitér etki yaratmayacak substratlarin
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reaksiyona girmesi saglanmalidir. Inhibisyonu énlemek icin optimum alkolasit mol

oraninda reaksiyona sokulabilir.

3) Uygun organik céziicit se¢cimi: Bu asamada enzimatik esterlesme reaksiyonunun
uygulandifi endiistriyel alan 6nemlidir. Ozellikle gida endiistrisinde ¢oziiclisiiz
ortamlarda ¢alismak tercih edilir [21]. Enzimatik esterlesme reaksiyonlarinda ¢6ziicii
kullanmanin bir¢ok avantaji vardir. Reaksiyon ortaminin vizkozitesini azaltir,
enzimlerin yiiksek aktivite ve kararlilik gostermelerini ve homojen olarak
dagilmalarint saglar, enzimin aktivitesi i¢in gerekli olan az miktardaki suyu enzimin
etrafinda tutarlar [22,23]. Sulu ortamlardaki hidrofobik substratlarin ¢ozlintirliigiini
arttirmak icin de organik ¢oziiciiler kullanilir. Bunlarin yam sira organik ¢éziicii
kullammminin dezavantajlarnt da vardir. Reaksiyon sonunda ¢oziiciilerin iiriinden
ayrilmast islemi, ¢6ziiciiniin maliyeti, ¢éziiciiniin yanici ve zehirli olma olasiliklart

bu dezavantajlardan bazilandir [24,25].

4) Uriin inhibisyonunu yok etmek: Enzimatik esterlesme reaksiyonlarnda iki
bilesik iiretilir. Esterin doniismeye etkisi ¢ok belirgin olmazken, olusan suyun rolii
onemlidir. Katalizor olarak kullanilan lipazin aktivitesi i¢in diisiik miktarda su
gereklidir. Ancak su konsantrasyonunun artmasi dengenin hidroliz yoniine
kaymasina ve lipazin aktivitesini azaltmasina sebep olmasindan dolay1 olusan suyun
gvaporasyon, pervaporasyon, silika jel veya molekiiler elek kullanimi, reaksiyon
ortammdan kuru inert gaz gegirilmesi gibi yontemlerle uzaklagtirilmasi

gerekmektedir [26,27].

Lipazlarla katalizenen esterlesme veya transesterlesme reaksiyonlarindan; etil
propionat, 1izoamil asetat, izobutil asetat gibi kisa ve orta uzunluktaki zincir yapisina
sahip, lezzet verici olarak kullanilan esterler, emiilgatdr olarak kullanilan
monoagilgliseroller ve kozmetik sanayiinde kullanilan vaks esterleri gibi pekgok

maddenin liretimi i¢in yararlamlir [2].

2.6.1. Enzimatik Esterlesme Reaksiyon Kinetigi

Enzim kinetigi, enzimler tarafindan katalizlenen reaksiyonlarin hizlarinin incelendigi
bir konudur. Kimyasal kinetigin temel prensipleri burada da gecerlidir.

3 cesit enzimatik reaksiyon vardir. Bunlar;

13



1) Coziinen enzim-¢oziinmeyen substrat: Camasir deterjanlarinda bulunan proteaz
veya amilaz gibi enzimlerin kullanimi 6rnek olarak verilebilir. Coziinen enzim

¢ozeltideyken kan lekesi gibi ¢oziinmeyen substrat1 pargalar.

2) Coziinmeyen enzim-c¢oziinen substrat: Giiniimiizde bu tip reaksiyonlara yonelik
aragtirmalar yapilmaktadir. Aktif enzim gruplarini, kat1 yiizeylere baglayarak dolgulu

yatak reaktérlerine benzer siirekli proses tiniteleri gelistirilebilir.

3) Coziinen enzim-¢oziinen substrat: Bu tip reaksiyonlar sivi fazda homojen olarak
gerceklesen reaksiyonlardir. Bunlara biyolojik reaksiyonlarin bir¢ogu 6rnek olarak

gosterilebilir.

Enzimatik reaksiyon kinetiginin temel prensiplerini gelistirirken tirenin, lireaz enzimi

varlifinda amonyak ve karbondioksite bozunma reaksiyonu 6rnek verilebilir.

1) Ureaz enzimi substrat olan iire ile reaksiyona girerek enzim-substrat kompleksini

(E.S) olusturur.

NH,CONH, + iireaz—“—[NH,CONH,, .iireaz| (2.1)
2) Bu kompleks iire ve iireaza bozunabilir.

[NH,CONH, .iireaz] —%— iireaz + NH,CONH, (2.2)

3) Ya da bu kompleks su ile reaksiyona girerek amonyak, karbondioksit ve iireaz

verebilir.
[NH,CONH, .iireaz] +H,0—%—2NH, + CO, + iireaz (2.3)

Bu mekanizmadan da gériildiigli gibi enzimin bir kismu lireye baglamirken diger bir
kismi ise baglanmadan serbest kalir. Toplam enzim konsantrasyonu (E;) (birimi
kmol/m®) kolayca hesaplanabilirken serbest enzim konsantrasyonunu (E) hesaplamak

zordur. Yukarida verilmis olan (1), (2), (3) reaksiyonlar1 sembollerle gosterilirse

14



E+S—&%>»ES (2.4)

ES—23E+S . (2.5
ES+W—25P+E (2.6)

elde edilir. Burada E=Enzim, S=Substrat, E.S=Enzim-Substrat Kompleksi, W=8Su,

P=Uriin’ii tanimlamaktadir.

P=2NH, +CO,

Substratin harcanma hiz ifadesi, -rs,

—r, =k, (EXS)-k,(ES) (2.7)
Enzim-substrat kompleksinin net olusma hiz ifadesi, 1 s,

r. =k, (EXS)-k,(ES)-k,(W)ES) (2.8)

olarak ifade edilir. Reaksiyon mekanizmasindan da anlasildig: gibi enzim, reaksiyon
boyunca tiikkenmemektedir. Sistemdeki toplam enzim konsantrasyonu (E;) sabit kalip,
serbest veya baglh olmayan enzim konsantrasyonu (E) ile enzim-substrat

kompleksinin konsantrasyonunun (E.S) toplamina esittir.
(E.)=(E)+(ES) (2.9)
(9). denklem yeniden diizenlenirse

(B)=(E,)-(ES) 2.10)
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yazilabilir. Bu denklem, denklem (8)’de yerine konur ve enzim kompleksinin hemen

tilkendigi varsayimiyla rg s=0’a esitlenirse
;g =0=k, [(Et )_ (ES)](S) -k, (E-S)_ k, (ES)(W) (2.11)

yazilabilir. Bu denklemden (E.S) ¢ekilir.

(ES)= T (s)k+1 Eitl(f’l ) (2.12)
(10). denklem, substratin harcanma hiz ifadesine (-1, ) yerlestirilir.

—1, =k,[(E,)- (ES)[S)-k,(ES) (2.13)
Bu denklemden (11). denklem ¢ikartilirsa

-1, =k,(W)ES) (2.14)

elde edilir. (E.S) bu denklemde yerine konursa

kK, (WYEXS)
5 TE R)rk, +k,(W) @13)

hiz ifadesi yazilabilir.

Ure ve lireazin reaksiyonu sulu ortamda gergeklestigi icin ortamda asir1 miktarda su
bulunmaktadir. Bu sebeple su konsantrasyonunun fazla degismedigi, sabit kabul

edilebilecegi varsayilr.

K =k, (W) ve K, =27k

olarak kabul edilir ve denklem (15)’in pay ve

1

paydasi k; e béliintirse Michaelis-Menten Denklemi elde edilir.
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L _K(ENS)
Tk,

(2.16)
Yukaridaki denklemde K, Michaelis sabitidir. Substrat konsantrasyonunun g¢ok
yiiksek degerlerinde K«(S) olacagindan Michaelis-Menten denklemi; — 1, =k (Et)

haline doniigecektir. Bu ifade ise
Vi =k (E,) 2.17)

olarak tamimlanir. Vi, verilen toplam enzim konsantrasyonu i¢in maksimum hiz
ifadesini temsil eder. Vo, ifadesi denklem (16)’da yerine konursa Michaelis-Menten

Denklemi bilinen halini alir.

_ Vo)

SRS (2.18)

Bilinen enzim konsantrasyonu ig¢in substratin harcanma hizimin substrat

konsantrasyonun bir fonksiyonu olarak ¢izilen grafigi Sekil 2.1’de gosterilmaistir.

Vmul - —"—""——-"— - - ——
-rS —
Vmax____
2 |/
- l
i
1t } L | N [
Q K.
S

Sekil 2.1. Michaelis-Menten parametrelerinin belirlenmesi

Diistik substrat konsantrasyonlarmda ((S)« Ku);

—r, =

—V—I“?@ denklemine esittir.
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Yiiksek substrat konsantrasyonlarinda ((S)»Ko,);

-1, =V_ . denklemine esittir.

S
Vmax
L= olmas1 durumunda

Vs _ Vs S12) elde edilir. (2.19)

2 —Km+(sl/2)

Denklem (19)’un Ky, i¢in ¢6ziilmesiyle Ky = (Si2) elde edilir. Bu ifade de Michaelis
sabitinin yorumudur. Michaelis sabiti, reaksiyon hizinin maksimum hizin yarisina

esit oldugu andaki substrat konsantrasyonuna esittir.

Michaelis-Menten  kinetigi  ile  tammlanan  enzimatik  reaksiyonlarin
parametrelerinden Vi, toplam enzim konsantrasyonuna bagli olmasima ragmen K,

toplam enzim konsantrasyonundan bagimsizdir.

Vmax Ve Kiy’in saptanmasinda kullamilan bir diger yontem ise Lineweaver-Burk

yontemidir. Bu yontemde Michaelis-Menten esitligi tersine gevrilir.

1 _ 1 K. 1 Lineweaver-Burk Esitligi (2.20)
—TI V Vmax (S)

Bu esitlik dogru grafiginin esitligi olan y=mx-+c seklidir. x’e kars1 y grafiginin egimi

m, y ekseninin kesim noktasi ¢’dir.

Michaelis-Menten esitligine uyan sistemler i¢in 1/(S)’ye karsi 1/-r; grafigi
(Lineweaver-Burk egrisi) Sekil 2.2’de goriilmektedir. Grafik, deneyler substrat
derigimi doyurularak yiriitiilmediginde bile lineer olabilir ve Sekil 2.2’de gorildugii
gibi Ki, ve Viax degerleri ¢izilen grafikten saptanabilir [28,29].
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Sekil 2.2. Lineweaver-Burk ¢izimi
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Bu ¢alismada bitkisel yag sanayiinin yan iiriinii olan ay¢igek asidik yaginin (AAY)
n-oktanol (O) ile Mucor miehei orijinli immobilize lipaz, Lipozyme TL IM (L)
varhiginda enzimatik esterlesme reaksiyonu farkli kosullarda incelenmis ve

reaksiyonun kinetik parametreleri belirlenmistir.
Deneysel calisma iki asamada gergeklestirilmistir.

1. Aycigek asidik yagimn n-oktanol ile enzimatik esterlesme reaksiyonunda farkli
enzim miktarlari, sicaklik ve toplam yag asidi/n-oktanol (TYA:O) mol oranlarmin

etkilerinin incelenmesi.

2. Aygicek asidik yagimin n-oktanol ile enzimatik esterlesme reaksiyonunun kinetik

parametrelerinin belirlenmesi.

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Bu c¢alismada kullanilan aygigek asidik yagi Kirlangic Yag Fabrikasindan
saglanmistir. Aycigcek asidik yagmin esterlesme reaksiyonlarinda Mucor miehei
orjjinli immobilize lipaz Lipozyme TL IM mikrobiyal lipazi kullanilmustir.
Deneylerde kullamilan lipaz, Novo Nordisk A/S (Danimarka) firmasi tarafindan
saglanmugtir. Igesterlesme reaksiyonlarinda 1,3 pozisyon segiciligi gosteren ve 30-
70°C sicaklik aralifinda g¢aligilan bu lipazin, yiiksek oranda oleik asit iceren aygicek
yag1 ve dekanoik asidin asidolizi yoluyla belirlenmis aktivite degeri 5-6 BAUN
(Batch Acidolysis Units Novo)/g’dir. Kullanilan immobilize enzim % 2-3 oraninda
su igerigine sahiptir [30]. Kullanilan diger kimyasal maddeler yiiksek saflikta ticari

tirtinlerdir.
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3.2. Reaktan ve Uriin Karakterizasyonu

3.2.1. Aycicek Asidik Yagmin Karakterizasyonu

Aycicek asidik yagmin yogunlugu, asit degeri, sabunlagsma degeri, sabunlagmayan
madde miktan standart yag analiz yontemleri ile belirlenmistir [31]). Bu 6zellikler
Tablo 3.1°de verilmistir. Asidik yagm Ince Yiizey Kromotografi-Alev Iyonizasyon
Dedektor (TLC-FID) kombine sistemi olan Iatroscan TH 10 cihaz ile yapilan analizi
sonucunda agirlik %’si olarak % 33.11 triagilgliserol (TAG), % 7.18 diagilgliserol
(DAG), % 59.71 serbest yag asidi (FFA) icerdigi belirlenmigtir.

Tablo 3.1. Aygigek asidik yagimin dzellikleri

Ozellikler Deger
Yogunluk (kg/m’) 323
Sabunlagsma Degeri (mg KOH/g) 175.26
Asit Degeri (mg KOH/g) 105
Sabunlagsmayan Madde Miktan (% Agirhk) )2.25

Aycigek asidik yaginin yag asidi bilesimi, Hewlett-Packard 5890 IT gaz kromotografi
cithazi kullanilarak belirlenmistir [32]. Uygulanan kromatografik analiz sonuglan

Tablo 3.2°de, ay¢icek yagmin yag asitleri bilesimi ise Tablo 3.3’te verilmistir.
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Tablo 3.2. Gaz kromatografisi analiz kosullari

Dedektor Tipi FID

Dedektér Sicakligr (°C) 280

Enjektor Tipi Dagitmal

Enjektor Sicaklhigy (°C) 250

Gaz Hizlar1 (mL/dak)

Tas1yict Gaz (N3) 4.5

Hidrojen 30

Hava 400

Dagitma Orani 88:1

Firin Sicaklig (°C) 170 (5dak)
170-300 (10°C/dak)
300 (10dak)

Kolon Tipi Kapiler Kolon
Ultra 1

(1) 25m*0.32mm, 0.52p kalinhiginda % 100 dimetil polisiloksan

Tablo 3.3. Aygigek asidik yagmin toplam yag asidi bilesimi

Yag Asitleri % Agirhik
14:0 (Miristik Asit) 0.17
16:0 (Palmitik Asit) 9.7
16:1 (Palmitoleik Asit) 0.45
18:0 (Stearik Asit) 4.61
18:1 (Oleik Asit) 21.51
18:2 (Linoleik Asit) 52.81
20:0 (Arasidik Asit) 0.86
20:1 (Gadoleik Asit) 0.46
20:4 (Arasidonik Asit) 0.43
22:0 (Behenik Asit) 1.0
24:0 (Lignoserik Asit) 1.41
Diger 6.59
2 Doymuslar 17.75
2 Doymamuglar 75.66
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3.2.2. Ester Karakterizasyonu

Enzimatik esterlesme reaksiyonu ile elde edilen ester mekleri TLC-FID sistemi ile
analiz  edilmistir.  Analiz isleminde yiiriitlicli birinci  sistem  olarak
benzen:kloroform:asetik asit (hacmen 50:20:0.7) ve ikinci sistem olarak da benzen:n-
hekzan (hacmen 35:35) ikili sistemi kullanmlmistir. Uriin bilesenlerinin yiiriitiilmesi
icin rodlar, 23 dakika birinci sistemde bekletildikten sonra ¢dziiciilerin giderilmesi
icin 60°C’lik etiive konulmustur. Etiivde ~5 dakika bekletilen rodlar daha sonra
ikinci sisteme alinmistir. Ikinci sistemde 30 dakika bekletilen rodlarm ¢éziiciileri
tekrar 60°C’lik etiivde 7 dakika tutularak giderilmistir. Orneklerin TLC-FID
sistemindeki analizi i¢in hidrojen gazi debisi 160mL/dak, hava debisi 2200mL/dak
ve tarama hiz1 30s/tarama olarak se¢ilmistir. Bu kogullar altinda ¢alisilarak reaksiyon
trtinlerinin i¢erdigi ester veya yag asidi esteri (FAE), TAG, DAG, MAG ve FFA

(serbest yag asidi) miktarlar1 agirlik yiizdesi olarak belirlenmistir.

3.3. Aycicek Asidik Yagmin Enzimatik Esterlesme Reaksiyonu

Enzimatik esterlesme reaksiyonlari, sicakligin +1°C hassasiyetle kontrol edildigi
manyetik karistirict (Frame-Geratetechnik M22/1 5655) iizerinde bulunan su
banyosu igine yerlestirilmis 50mL hacimli dibi yuvarlak cam bir balonda
gerceklestirilmistir. Karigtirma hizi reaksiyon boyunca 800dev/dak olarak sabit

tutulmustur.

Enzimatik esterlesme reaksiyonu igin belirli oranlarda aygigek asidik yagi ve n-
oktanol ile 25mL n-hekzan (H) reaksiyon balonuna yerlestirilerek 1sitilmigtir. Sistem
calisilacak sicakliga ulastiginda yag agirhiginin %’sine gére tartilan miktarda enzim
ilave edilerek reaksiyon baslatilmistir. Belirli zaman araliklarinda santrifiij tiiplerine
alinan omnekler (~1mL) 90°C sicakliktaki su banyosunda 15 dakika bekletilerek
enzim inaktive edilmistir. Sonraki agamada iizerlerine 2 mL su ve 5 mL n-hekzan
ilave edilmis numuneler santrifiijlenerek yag ve su fazina ayrilmistir. Pastor
pipetleriyle ayn siselere alinan n-hekzan igindeki yag fazimi kurutmak igin susuz
Na,SO; ilave edilmistir. Bu sekilde kurutulan numuneler iizerine 2mL n-hekzan
eklendikten sonra bilesimlerini belirlemek iizere analizleri B6liim 3.2.2°de anlatilan

yontem uyarinca gerceklestirilmigtir.
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3.4. Kinetik Parametrelerin Hesaplanmasi

Farkli enzim miktarlarinda gergeklestirilen deneylerden elde edilen sonuglar, zamana
kargilik ester miktar1 grafige gegirilmigtir. Bu grafiklerin baglangicinda dogru
davranist gOsteren noktalarindan yola c¢ikilarak reaksiyonlar igin ilk hizlar
belirlenmistir. Daha sonra belirlenen ilk hizlar enzim miktanna karsi ¢izilerek
Michaelis-Menten kinetigine uyup uymadlgl‘ belirlenmistir. Reaksiyonlarin
Michaelis-Menten kinetigine uygunlugu saptandiktan sonra farkhh kosullarda
gergeklestirilen deneylerde elde edilen sonuglar Polymath hazir paket programi

kullamlarak Michaelis-Menten kinetik parametreleri hesaplanmstir.
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4. DENEYSEL SONUCLAR ve DEGERLENDIRILMESI

4.1. Aycicek Asidik Yagmin Enzimatik Esterlesme Reaksiyonuna Enzim
Miktarmin Etkisi

Optimum enzim miktarinin belirlenmesi amactyla 40°C’ta, 1:1 TYA:O mol oratunda
ve kullanilan yag miktarinin (5g) % S, % 10, % 15, % 20’si olmak iizere dort farkli
enzim miktarlarinda yiiriitiilen reaksiyonlardan elde edilen ester igerikleri Tablo
4.1’de, iriin bilesimlerinin zamana gére degisimi Tablo A.1-A.3, A.6’da verilmis,
ester miktarmin zamana gore degisimi ise karsilagtirmali olarak Sekil 4.1°de

gosterilmistir.
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Tablo 4.1. Farkli enzim miktarlarinda gergeklestirilen esterlesme reaksiyonlarindan
elde edilen esterlerin agirlik %’si olarak zamana goére degisimi (Yag miktar1 5g,
TYA:O 1:1, Sicaklik 40°C, n-hekzan 25mL).

Enzim/Yag Agirlik Orani
Zaman 0.05 0.10 0.15 0.20
(dakika)
0 0 0 0 0
5 281 9.11 8.39 14.13
10 7.75 10.82 15.65 28.82
15 5.78 22.55 27.13 37.50
20 7.30 26.84 34.61 44.09
30 12.67 32.38 51.32 60.17
45 14.77 48.13 64.53 75.04
60 18.89 59.31 76.17 82.49
120 37.29 79.76 87.75 91.56
180 54.67 88.00 88.69 89.21
240 68.36 86.69 87.83 89.94
300 73.12 86.88 88.92 91.70
420 83.00 89.65 87.72 91.98
1440 88.36 88.00 88.39 89.83

Tablo 4.1°deki sonuglar incelendiginde enzim/yag agirlik oram arttikga reaksiyonun
hizlr gerceklestigi ve daha kisa siirede yiiksek ester icerigine ulasildigy goriilmiistiir.
Enzim/yag agulik orami 0.20 oldugunda, 45 dakikada ulagilan ester miktarina,
enzim/yag agirhik orami 0.05, 0.10 ve 0.15 oldugu durumda sirasiyla 300, 120 ve 60
dakikada ulagilmistir. Enzim/yag agirlik oram 0.10, 0.15 ve 0.20 iken 180 dakikalik
reaksiyon sonunda elde edilen ester miktarlan hemen hemen aymdir. Enzimlerin
uzun teknolojik islemler sonucu elde edildikleri ve pahah katalizérler olduklar goz
oniinde bulundurulursa ekonomik agidan en uygun enzim/yag agirlik oraninin 0.10
olmas1 diisiintilmiis, bundan sonraki reaksiyonlarda enzim/yag agirbk orami bu

diizeyde tutulmustur.
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Sekil 4.1. Aycigek asidik yagimin enzimatik esterlesme reaksiyonunda farkl
enzim/yag agirlik oranlari igin ester miktarmin zamana gore degisimi (AAY S5Sg,
TYA/O mol orami 1:1, Sicakhik 40°C, n-hekzan 25mL).

4.2. Aycicek Asidik Yagimin Enzimatik Esterlesme Reaksiyonuna Siirenin
Etkisi

Bu ¢alismada yiiriitiilen esterlesme reaksiyonuna siirenin etkisi, Tablo 4.1’de verilen
ve enzim/yag agirlik oram 0.10 ve 0.15 olan deneylerin sonuclart incelenerek
belirlenmistir. 24 saat boyunca belirli araliklarla alinan 6rneklerin sonuglari
incelendiginde reaksiyonun 180 dakika icinde hizla ilerledigi fakat daha sonra
doniismenin hemen hemen sabit kaldifn gézlenmistir. Bu sonugtan yola ¢ikarak,
reaksiyonun yiiriiylisiinii daha iyi izleyebilmek ve Kkinetik parametrelerin
hesaplanmasinda daha ¢ok veri kullanip daha dogru sonuglar alabilmek igin bu
asamadan sonraki reaksiyonlar, sik araliklarla 6rnek alinarak 180 dakika

yurltilmistir.
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4.3. Aycicek Asidik Yagimin Enzimatik Esterlesme Reaksiyonuna Sicakligin
Etkisi

Boliim 2.5’te de bahsedildigi gibi sicaklik, enzim aktivitesi lizerine etki eden
faktorlerden biridir. Bu faktér goz Oniinde bulundurularak bu béliimde sicakligin
etkisi incelenmigtir. Esterlesme reaksiyonunda kullamlan Lipozyme TL IM
immobilize lipazimin Béliim 3.1°de de belirtildigi gibi ¢alisgma aralign 30-70°C’tir.
Daha 6nce yapilan, petrol eterinin ¢éziicii olarak kullanildig galigmalarda da Mucor
miehei orijinli lipazin ¢alisma arahign 40-70°C olarak saptanmigtir [8). Organik
¢oziicli olarak hekzanin kullamildigi bu ¢alismada sicakliin reaksiyon tlizerindeki
etkisini gormek amaciyla 1:1 TYA:O mol ve 0.10 enzim/yag agirlik oraninda
gerceklestirilen reaksiyonlarda sicaklik 40°C, 55°C ve 70°C olarak degistirilmistir.
Bu reaksiyonlar sonucunda elde edilen iiriinlerin ester igerikleri Tablo 4.2°de, iiriin
bilesimlerinin zamana gore degisimi Tablo A.4-A.6’da verilmis, ester miktarinin

zamana gére degisimi ise karsilagtirmali olarak Sekil 4.2°de gosterilmistir.
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Tablo 4.2. Farklhi sicakliklarda gergeklestirilen esterlesme reaksiyonlarindan elde
edilen esterlerin agirlik %’si olarak zamana gére degisimi (Yag miktar1 5g, TYA:O
1:1, enzim/yag agirlik oram 0.10, n-hekzan 25mL).

Zaman Sicaklik (°C)
(dakika) 40 55 70
0 0 0 0
5 9.11 13.98 481
10 10.82 16.33 5.67
15 22.55 22.55 6.58
20 26.84 27.97 10.04
25 25.30 33.95 6.42
30 32.38 38.17 9.09
35 36.22 41.32 10.16
40 42.22 49.37 8.72
45 48.13 53.81 1441
50 52.25 49.96 11.73
55 56.46 53.21 16.68
60 59.31 57.54 15.83
75 65.11 65.92 19.76
90 71.47 71.91 23.84
105 75.10 75.56 22.50
120 79.76 79.13 25.09
150 85.32 84.66 24.40
180 88.00 89.62 26.88

Tablo 4.2°de goriildiigii gibi 70°C’ta gergeklestirilen deneyde elde edilen esterin
miktarinda reaksiyon siiresince ¢ok yavas artis oldugu belirlenmistir. Yiiksek iiriin
elde edilen 3 saat sonunda dahi esterin agirhik yiizdesi ancak % 26.88°e
ulagabilmigtir. Buna neden olarak hekzanin ¢oziicti olarak kullanmilmasinda da
Lipozyme TL IM’nin kaynaklarda diger organik ¢oziiciiler igin rapor edildigi gibi
70°C’ta aktivitesini kaybetmesi gosterilebilir. 40°C ve 55°C sicakliklarda yiiriitiilen
deneyler incelendiginde sonuglarin birbirine ¢ok yakin oldugu goriilmektedir.
55°C’ta gergeklestirilen deneyde elde edilen esterin agirhik %’si ilk 50 dakika i¢in

40°C’ta yiiriitiilen deneyin sonuglarina kiyasla biraz daha yiiksek olmasina karsin bu
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stire sonrasinda her iki sicaklik i¢in de birbirine ¢ok yakim degerler elde edildigi Sekil
4.2’den goriilebilmektedir. Bu nedenle enerji maliyeti de g6z 6niinde bulundurularak

bu ¢alismada sicaklik i¢in uygun reaksiyon kosulu olarak 40°C segilmistir.
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Sekil 4.2. Aygicek asidik yagmmm enzimatik esterlesme reaksiyonunda farkli
sicakliklar icin ester miktarimn zamana gore degisimi (AAY 5g, TYA/O mol orani
1:1, enzim/yag agirhik oram 0.10, n-hekzan:25mL).

4.4. Aycicek Asidik Yagimin Enzimatik Esterlesme Reaksiyonuna Toplam Yag
Asidi/n-oktanol Mol Oranimin Etkisi

Bu boliimde TYA/O mol oraninmn etkisi 2 farkl kosulda incelenmistir. flk durumda
AAY 5g, enzim/yag agirhik oram 0.10, sicaklik 40°C ve TYA/O mol oram 1:0.5, 1:1,
1:2 olarak alimmustir. Bu reaksiyonlar sonunda elde edilen iiriinlerin ester igerikleri
Tablo 4.3’te, liriin bilesimlerinin zamana gore degisimi Tablo A.6-A.8’de verilmis,
ester miktarinin zamana gore degisimi ise karsilastirmali olarak Sekil 4.3’te

gosterilmistir.
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Tablo 4.3. Farkli TYA/O mol oranlarinda gergeklestirilen esterlesme
reaksiyonlarindan elde edilen esterlerin agirlik %’st olarak zamana gére degisimi
(Yag miktar1 5g, enzim/yag agirlik oram 0.10, Sicaklik 40°C, n-hekzan 25mL).

Zaman TYA/O
(dakika) 1:0.5 1:1 1:2
0 0 0 0

5 6.52 9.11 5.66
10 9.85 10.82 9.75
15 14.33 22.55 13.78
20 17.06 26.84 16.49
30 26.53 32.38 23.89
35 29.58 36.22 27.17
40 34.29 42.22 32.54
45 39.68 48.13 37.08
50 43.38 52.25 39.87
55 44.66 56.46 45.70
60 50.03 59.31 50.03
75 53.40 65.11 56.93
90 58.87 71.47 62.08
105 61.93 75.10 65.04
120 65.72 79.76 69.46
150 67.93 85.32 73.29
180 67.51 88.00 76.99

Tablo 4.3 ve Sekil 4.3’ten, TYA/O mol oramt 1:1 oldugunda ilk 10 dakikada
reaksiyonun, 1:0.5 ve 1:2 mol oranlarina gére daha hizli oldugu daha sonra ise
hemen hemen artisin paralel gittigi gériilebilir. Denenen TYA/O mol oranlarinda en
yiiksek ester yiizdesi 1:1 oraninda % 88 olarak elde edilmistir. 1:0.5 TYA/O mol
orani kullamildiginda 3 saat sonunda elde edilen diisiik ester miktarinin n-oktanoliin
esterlesme reaksiyonu igin yeterli miktarda olmadigmmdan kaynaklandigi
diistiniilmektedir. 1:2 TYA/O mol oram ile esterlesme reaksiyonu
gergeklestirildiginde, reaksiyon sonunda elde edilen diisiik ester miktan ise,
ortamdaki alkol miktarimin kullanilan immobilize enzimin stabilitesini saglayan

gerekli su tabakasin1 bozacak kadar fazla olmasi ve bundan dolayr enzimin
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aktivesinin azalmasi ile agiklanabilir. Elde edilen sonuglara gére en uygun TYA/O

mol orant 1:1 olarak secilmigtir.
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Sekil 4.3. Aycicek asidik yagimin enzimatik esterlesme reaksiyonunda farkli TYA/O
mol oranlart igin ester miktarinin zamana goére degisimi (AAY 5g, enzim/yag agirhik
oram 0.10, Sicaklik 40°C ve n-hekzan 25mL).

Ikinci durumda ise n-oktanol 2.84 mL, Lipozyme TL IM 0.5 g, sicakhk 40°C,
TYA/O mol oram ise 1:0.5, 1:0.7, 1:2 olarak alinmistir. Bu asamada yag miktan ve
enzim/yag agirhik oranlar sirasiyla; 10g ve % 5, 7.5g ve % 6.67, 2.5g ve % 20°dir.
Bu reaksiyonlarin sonunda elde edilen liriinlerin ester icerikleri Tablo 4.4’te, iiriin
bilegimlerinin zamana gore degisimi Tablo A.9 verilmig, ester miktariin zamana

gore degisimi 1se karsilagtirmal: olarak Sekil 4.4’te gosterilmistir.
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Tablo 4.4. Farkh TYA/O mol oranlaninda gergeklestirilen esterlesme
reaksiyonlarindan elde edilen esterlerin agirlhik %’si olarak zamana gére degisimi
(Alkol miktar1 2.84mlL, Enzim miktart 0.5g, Sicaklik 40°C, n-hekzan 25mL).

Zaman TYA/O
(dakika) 1:0.5 1:0.7 1:2

0 0 0 0

5 0.94 3.50 11.31
10 1.91 4.41 24.16
15 5.75 7.84 28.68
20 6.59 6.62 35.63
25 7.47 11.57 34.30
30 7.80 12.78 46.38
35 7.17 11.94 56.98
40 8.50 17.19 56.68
45 9.64 19.96 60.99
50 15.53 26.59 68.51
55 15.61 23.85 62.86
60 15.85 22.27 68.01
75 20.24 30.80 74.45
90 21.52 33.61 75.70
105 26.60 40.86 80.84
120 27.67 50.36 76.33
150 33.20 56.22 78.15
180 41.74 64.48 79.54

Tablo 4.4’ten de goriildiigii gibi 3 saat sonunda en yiiksek ester miktart 1:2 TYA/O
mol oraninda elde edilmistir. TYA/O mol oranmin 1:2 diizeyinde tutuldugu
reaksiyonda 35 dakikada ulagilan ester miktarina, TYA/O mol orammin diigmesi
‘durumunda (TYA:O =1:0.7) yaklasik 150 dakikada ulasilmistir. TYA/O oranin 1:0.5
oldugu deney sonuglarn incelendiginde ise belirtilen ester miktarinin 3 saatlik siire
sonunda elde edilemedigi gézlemlenmistir. Tablo 4.3’teki sonuglarla kiyaslandiginda
hemen hemen aymi TYA/O mol oraninda deneyler gergeklestirildigi halde 2.
durumda daha diisiik sonuclar alindig1 goriilmektedir. Buna sebep olarak 2. durumda

yag miktarinin degisken, enzim ile alkol miktarinin sabit tutulmasi ve bu kosullarda
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enzimin miktarinin az olmasi nedeniyle enzimin substratla yeterli derecede kompleks

olusturamayip istenilen déniigsmenin elde edilememesi gosterilebilir.
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= n
g A
S 40- n .
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Sekil 4.4. Ayeicek asidik yagmin enzimatik esterlesme reaksiyonunda farkli TYA/O
mol oranlan i¢in ester miktarinin zamana gore degisimi (n-oktanol 2.84mL, Enzim
miktar1 0.5g, Sicaklik 40°C, n-hekzan 25mL).

4.5. Aycicek Asidik Yagimin Enzimatik Esterlesme Reaksiyonunun Kinetik

Calismasi

Deneyler sonucunda elde edilen verilerin Michaelis-Menten Kkinetigine uyup
uymadigl, farkli enzim agirlig: ile yiriitiilen reaksiyonlardan hesaplanan ilk hizlarin,
Sekil 4.5’te gosterildigi gibi enzim agirhgmma karsi grafiginin ¢izilmesi ile
gosterilmistir. Sekilden de goriilebilecegi gibi % 5 ve % 20 enzimle gergeklestirilen
reaksiyonlarda elde edilen ilk hiz degerleri sirasiyla sekilde ¢izilen dogrunun altinda
ve iistiinde yer almaktadir. Bu sapmanin ilk hizlarin hesaplanmasindan kaynaklandig

diisiiniilmektedir.

34



0,08

0,06 4 .
N
g 0,04
0,02 -
.
0 , . . .
0 5 10 15 20 25

enzim agrhdi (%)

Sekil 4.5. Aycicek asidik yagimin enzimatik esterlesme reaksiyonunda ilk hizlarin
enzim agirligina (%) gore degisimi (Yag miktar1 5g, TYA:O 1:1, Sicaklik 40°C, n-
hekzan 25mL).

Sekil 4.5’ten de goriilebilecegi gibi dogrusalliktan sapmalarin  hesaplama
hatalarindan kaynaklandigi g6z oniinde bulundurularak bu g¢alismada yiiriitiilen
deneylerin Michaelis-Menten kinetigine uydugu sOylenebilir. Ramamurthi ve
calisma arkadasinin, Caendida antarctica orijinli Randozyme SP-435 varhiginda
gergeklestirdikleri oleik asit ile metanol arasindaki enzimatik esterlesme kinetigini

inceledikleri ¢calismada da benzer sonuglar elde edilmistir [33].

Bu sonugtan yola ¢ikilarak Tablo 4.5’te bu caligmada gergeklestirilen deneyler
sonucunda Bolim 3.4’te anlatildigr sekilde hesaplanan Michaelis-Menten sabitleri
(Kyy) verilmistir. Deneyler sonucunda hesaplanan Michaelis-Menten sabitlerinin daha

1yi ktyaslanabilmesi i¢in Tablo 4.5’te deney kosullar: da gésterilmisgtir.
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Tablo 4.5’ten de goriildiigii gibi en yiiksek K., degeri deney 4, 9 ve 11°de elde

edilmistir. Bu sonuglar K,;’in tamimiyla incelenebilir. Béliim 2.6.1°de de belirtildigi

gibi K, =2tk

olarak tamimlanmaktadir. Bu esitlige gore yiiksek K., degerleri,

1
enzim ve substrat arasindaki ilginin zayif oldugunu géisterir. Enzimin substrati etkin
sekilde baglamasi i¢in yiiksek substrat konsatrasyonu gereklidir. Deney 1, 2, 3, 8 ve
10°da ise diisiik K, degerleri elde edilmistir. Ky,’in diisiik degerde olmasi enzim ve
substrat arasinda gii¢lii ilgi oldugunu belirtir. Diisiik miktarda substrat enzim igin
yeterlidir. Deney 5, 6 ve 7°de K, degerleri birbirine ¢ok yakmdir. Deney 6’nin
kosullart bu c¢alismada en uygun kosullar olarak saptanmistir ve K, degeri de

6.05x107 mol/mL olarak belirlenmistir.
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5. VARGILAR

Bu ¢alismada, ay¢igek asidik yaginin, Lipozyme TL IM lipazi varliginda n-oktanol
ile enzimatik esterlesme reaksiyonu farkli reaksiyon kosullarinda incelenmis ve

asagidaki bulgular elde edilmistir.

1. Aycicek asidik yaZimn enzimatik esterlesme reaksiyonun siiresi 3 saat, galigma
sicakhgr 40°C, TYA:O mol oram 1:1 olarak belirlenmistir. Bu reaksiyonda
kullamlacak Lipozyme TL IM miktar1 AAY miktannm % 10’u olarak saptanmgtir.

2. Bu enzimatik esterlesme reaksiyonunun Michaelis-Menten kinetiine uydugu

gosterilmistir.

3. Optimum deney kosulu olarak secilen deney kosullarinda K, = 6.05x10>mol/mL

olarak elde edilmistir.
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EKA

Tablo A.l. Aygicek asidik yagmin enzimatik esterlesme reaksiyonunda iiriin
bilesiminin zamana goére degisimi (AAY 5g, TYA:O mol oram 1:1, enzim/yag agirhik
oram 0.15, sicaklik 40°C, n-hekzan:25mL).

URUN BILESIMI (% AGIRLIK)
Deney 1
Zaman | Sabunlasmayan
(Dakika) Madde FAE TAG FFA DAG | MAG
0.5 - - 28.39 47.86 23.76 -
5 2.12 8.39 21.81 45.12 20.57 | 1.99
10 2.36 15.65 16.36 41.71 21.78 | 2.14
15 1.98 27.13 12.25 39.26 19.38 -
20 1.99 34.61 8.27 33.46 19.55 | 2.11
30 - 51.32 5.61 24.85 18.22 -
45 2.19 64.53 3.11 16.50 13.67 -
60 - 76.17 - 12.81 11.02 -
120 - 87.75 - 6.51 5.74 -
180 1.52 88.69 - 6.55 3.25 -
240 1.72 87.83 - 6.18 4.28 -
300 1.90 88.92 - 5.45 3.74 -
420 2.16 87.72 - 6.13 4.00 -
1440 1.55 88.39 - 6.30 3.75 -
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Tablo A.2. Aygicek asidik yagimin enzimatik esterlesme reaksiyonunda iiriin
bilesiminin zamana gore degisimi (AAY 5g, TYA:O mol oram 1:1, enzim/yag agirlik
orani 0.05, sicaklik 40°C, n-hekzan:25mL).

URUN BILESIMI (% AGIRLIK)
Deney 2
Zaman Sabunlasmayan
(Dakika) Madde FAE TAG FFA DAG | MAG
0.5 . 2.23 - 27.39 48.66 19.80 | 1.93
5 2.06 2.81 28.04 48.45 18.64 -
10 2.46 7.75 25.04 46.72 18.03 -
15 2.33 5.78 23.82 50.23 17.83 -
20 2.36 7.30 21.87 47.90 18.05 | 1.52
30 2.40 12.67 20.29 44.60 18.01 | 2.02
45 2.19 14.77 20.37 43.63 19.04 -
60 2.59 18.89 16.02 42.97 19.52 -
120 2.15 37.29 9.76 30.81 18.17 | 1.82
180 2.07 54.67 5.98 20.80 16.49 -
240 - 68.36 3.63 14.18 13.84 -
300 - 73.12 2.62 11.62 12.64 -
420 - 83.00 2.01 6.78 8.21 -
1440 88.36 - 7.02 3.93 -

Tablo A.3. Aycigek asidik yaZinin enzimatik esterlesme reaksiyonunda iiriin
bilesiminin zamana goére degisimi (AAY 5g, TYA:O mol oram 1:1, enzim/yag agirhik
orant 0.20, sicaklik 40°C, n-hekzan:25mL).

URUN BILESIMI (% AGIRLIK)
Deney 3
Zaman Sabunlasmayan
(Dakika) Madde FAE TAG FFA DAG | MAG
0.5 - - 27.17 47.95 2243 | 2.46
5 1.56 14.13 18.30 46.05 18.61 1.35
10 3.15 28.82 11.20 33.98 2048 | 2.37
15 2.51 37.50 8.43 31.90 17.78 | 1.88
20 2.04 44.09 5.84 28.30 17.94 | 1.80
30 2.14 60.17 3.62 17.35 15.04 | 1.67
45 1.62 75.04 2.12 10.84 10.37 -
60 2.20 82.49 - 7.55 7.77 -
120 1.18 91.56 - 429 2.97 -
180 1.65 89.21 - 5.87 3.27 -
240 - 89.94 - 6.15 3.91 -
300 - 91.70 - 4.82 3.49 -
420 - 91.98 - 5.39 2.64 -
480 - 89.34 - 6.56 4.09 -
1440 - 89.83 - 6.98 3.19 -
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Tablo A.4. Aycicek asidik yagimin enzimatik esterlesme reaksiyonunda iiriin
bilesiminin zamana gére degisimi (AAY 5g, TYA:O mol oram 1:1, enzim/yag agirlik
oram 0.10, sicaklik 70°C, n-hekzan:25mL).

Deney 4 URUN BILESIMI (% AGIRLIK)
Zaman Sabunlasmayan
(Dakika) Madde FAE TAG FFA | DAG | MAG
0.5 - - 28.74 5039 | 18.95 | 1.92
5 - 481 26.40 50.12 | 18.67 -
10 - 5.67 25.04 4896 | 20.34 -
15 - 6.58 23.80 51.05 | 18.57 -
20 2.11 10.04 20.04 4593 | 19.94 | 1.93
25 - 6.42 22.76 4943 | 2006 | 1.33
30 2.04 9.09 21.06 4797 | 19.84 -
35 2.23 10.16 20.98 4758 | 19.05 -
40 - 8.72 21.67 48.72 | 20.89 -
45 1.81 14.41 20.28 4582 | 17.68 -
50 - 11.73 19.89 4738 | 18.19 | 2.82
55 1.21 16.68 19.46 46.03 | 1522 | 141
60 2.18 15.83 17.35 4750 | 17.14 -
75 1.99 19.76 16.65 4562 | 1598 -
90 236 23.84 16.02 42.19 | 15.59 -
105 2.14 22.50 15.10 4315 | 17.11 -
120 1.63 25.09 12.63 44.85 | 15.81 -
150 2 24.40 12.86 4471 | 16.79 | 1.24
180 2.81 26.88 9.21 4397 | 15.86 | 1.27
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Tablo A.5. Aycigek asidik yagnin enzimatik esterlesme reaksiyonunda (iiriin
bilesiminin zamana gére degisimi (AAY 5g, TYA:O mol oram 1:1, enzim/yag agirlik
orani 0.10, sicaklik 55°C, n-hekzan:25mL).

Deney 5 URUN BRILESIMI (% AGIRLIK)
Zaman Sabunlasmayan
(Dakika) Madde FAE TAG FFA DAG | MAG
0.5 - 4.19 25.17 52.51 18.12 -
5 - 13.98 21.22 49.92 14.88 -
10 2.89 16.33 17.08 43.69 17.25 2.76
15 2.07 22.55 18.81 41.45 15.13 -
20 - 27.97 14.10 39.82 18.11 -
25 3.82 33.95 14.42 27.11 20.70 -
30 - 38.17 10.15 35.53 14.50 1.64
35 - 41.32 10.60 31.71 14.62 1.75
40 - 49.37 8.51 29.05 13.08 -
45 - 53.81 6.13 27.82 12.23 -
50 1.65 49.96 6.01 25.51 14.85 2.01
55 1.59 53.21 6.14 24.83 14.22 -
60 1.85 57.54 4.59 21.29 14.72 -
75 2.26 65.92 3.62 16.15 12.05 -
90 1.67 71.91 2.23 10.48 11.05 2.66
105 1.65 75.56 1.88 9.36 9.16 2.39
120 1.25 79.13 1.74 8.64 7.70 1.53
150 1.68 84.66 - 7.03 6.63 -
180 - 89.62 - 5.46 4,92 -
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Tablo A.6. Aygigek asidik yaginin enzimatik esterlesme reaksiyonunda {iriin
bilesiminin zamana gore degisimi (AAY 5g, TYA:O mol oran1 1:1, enzim/yag agirhk
orani 0.10, sicaklik 40°C, n-hekzan:25mL).

URUN BILESIMI (% AGIRLIK)
Deney 6
Zaman Sabunlasmayan
(Dakika) Madde FAE TAG FFA DAG | MAG

0.5 2.05 - 28.14 48.52 18.86 | 2.43

5 2.01 9.11 24.97 47.84 16.06 -
10 - 10.82 20.79 45.64 19.84 | 2091
15 1.95 22.55 18.06 41.58 15.85 -
20 1.77 26.84 14.45 38.00 16.70 | 2.25
25 2.08 25.30 13.10 38.09 19.00 | 242
30 - 32.38 12.61 37.46 17.56 -
35 2.26 36.22 9.14 32.77 17.64 1.96
40 2.08 42.22 8.03 29.68 17.99 -
45 1.95 48.13 7.60 27.22 15.11 -
50 1.98 52.25 5.64 23.62 14.76 1.76
55 1.60 56.46 5.84 23.07 13.04 -
60 1.57 59.31 3.99 18.87 13.88 | 2.37
75 1.85 65.11 3.06 15.56 12.77 1.65
90 1.63 71.47 2.09 11.28 11.84 1.69
105 - 75.10 1.67 9.81 10.87 | 2.55
120 1.35 79.76 1.55 8.48 7.53 1.33
150 1.70 85.32 - 6.66 5.00 1.33
180 - 88.00 - 5.57 3.52 -
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Tablo A.7. Aygigek asidik yagmin enzimatik esterlesme reaksiyonunda {iriin
bilesiminin zamana goére degisimi (AAY 5g, TYA:O mol orami 1:0.5, enzim/yag
agirlik oram 0.10, sicaklik 40°C, n-hekzan:25mL).

URUN BILESIMI (% AGIRLIK)
Deney 7
Zaman Sabunlasmayan
(Dakika) Madde FAE TAG FFA DAG | MAG

0.5 1.94 1.32 23.17 57.77 13.78 | 2.01

5 2.02 6.52 27.44 51.80 12.21 -
10 1.94 9.85 23.04 48.60 1427 | 2.30
15 2.46 14.33 20.76 49.29 13.15 -
20 v 2.03 17.06 18.24 44.78 15.21 2.68
25 - 21.17 17.36 44.76 1445 | 2.27
30 2.05 26.53 17.34 40.99 13.09 -
35 2.39 29.58 14.05 38.35 15.63 -
40 2.47 34.29 12.87 36.03 14.34 -
45 2.70 39.68 13.28 32.72 11.63 -
50 1.98 43.38 10.89 31.72 12.03 -
55 - 44.66 11.95 30.71 10.90 1.77
60 2.02 50.03 10.32 27.14 10.48 -
75 1.34 53.40 7.88 21.99 11.85 | 3.54
90 2.01 58.87 12.16 16.64 9.04 1.28
105 1.87 61.93 7.75 18.22 8.52 1.71
120 1.59 65.72 8.62 18.18 | 5.89 -
150 - 67.93 6.35 18.79 6.93 -
180 1.79 67.51 5.56 19.15 5.99 -
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Tablo A.8. Aygicek asidik yagimin enzimatik esterlesme reaksiyonunda iiriin
bilesiminin zamana gore degisimi (AAY 5g, TYA:O mol orani 1:2, enzim/yag agirlik
orani 0.10, sicaklik 40°C, n-hekzan:25mL).

URUN BILESIMI (% AGIRLIK)
Deney 8
Zaman Sabunlagsmayan
(Dakika) Madde FAE TAG FFA DAG | MAG

0.5 1.94 1.71 24.37 43.00 26.80 | 2.18
5 1.73 5.66 23.00 42.74 24.86 | 2.00
10 - 9.75 18.57 40.53 28.21 2.95
15 2.10 13.78 15.19 40.28 26.51 2.14
20 2.20 16.49 12.98 37.06 28.21 3.05
25 - - - - - -
30 2.08 23.89 10.49 33.97 27.07 | 2.51
35 - 27.17 8.02 30.91 30.36 | 3.54
40 - 32.54 6.89 30.01 2790 | 2.66
45 1.88 37.08 5.29 26.53 26.05 | 3.17
50 1.50 39.87 4.32 24.62 2595 | 3.74
55 1.56 45.70 3.81 23.06 22.82 | 3.05
60 - 50.03 2.48 19.52 24.71 3.27
75 - 56.93 - 17.21 22.28 3.59
90 1.52 62.08 - 11.85 20.58 | 3.97
105 - 65.04 - 10.11 20.55 | 4.31
120 - 69.46 - 8.97 17.17 | 4.40
150 - 73.29 - 6.29 16.11 4.32
180 - 76.99 - 5.66 1430 | 3.05
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Tablo A.9. Aygicek asidik yagimn enzimatik esterlesme reaksiyonunda {iriin
bilesiminin zamana gore degisimi (AAY 2.5g, TYA:O mol oram 1:2.0, enzim
miktan 0.5g, sicaklik 40°C, n-hekzan:25mL).

URUN BILESIMI (% AGIRLIK)
Deney 9
Zaman Sabunlasmayan
(Dakika) Madde FAE TAG FFA DAG | MAG

0.5 - - 24.96 42.50 28.70 3.84

5 - 11.31 20.71 40.54 22.72 4,71
10 - 24.16 14.54 30.82 26.84 3.64
15 - 28.68 9.14 33.02 26.02 3.15
20 - 35.63 7.43 25.71 27.23 4,01
25 - 34.30 4.65 29.07 25.08 6.90
30 - 46.88 4.16 20.90 21.38 6.67
35 - 56.98 3.77 15.71 19.04 4.51
40 - 56.68 2.94 12.39 21.73 6.26
45 - 60.99 2.99 10.61 19.60 5.81
50 - 68.51 3.51 7.29 16.18 4.51
55 - 62.86 3.31 5.31 21.35 7.17
60 - 68.01 3.34 6.28 18.36 4.02
75 - 74.45 2.61 3.55 15.47 3.91
90 - 75.70 - 5.79 14.90 3.61
105 - 80.84 - 3.40 11.71 4.05
120 - 76.33 - 3.85 14.49 5.34
150 - 78.15 - 3.71 16.04 2.10
180 - 79.54 - 2.92 14.50 3.04
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