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OZET

Yag asidi esterleri, kimya sanayinde biiyiikk bir 6neme sahiptir. Bitkisel yaglarin
alkoliz reaksiyonu sonucu elde edilen yag asidi alkil esterleri yag kimyasallar1 i¢in
degerli ara ham maddelerdir. Yag asitlerinin metil ve etil esterleri ise dizel yakitina
alternatif olusturmaktadirlar. Bu nedenle, gliniimiizde ozellikle bitkisel yaglarin
enzimatik alkolizi konusunda yapilan caligmalar, sagladiklar1 bir¢ok avantaj
nedeniyle biiylik bir 6nem tasimaktadirlar.

Bu calismada, Tirkiye kokenli findik yagmin, metanol ile ¢dziicii ortamindaki
enzimatik alkoliz reaksiyonu incelenmistir. Bu amagla, Oncelikle alkoliz
reaksiyonunda en etkin olan ticari lipaz belirlenmis, daha sonra da alkoliz
reaksiyonuna etki eden silika jel/yag agirlik orani, enzim/yag agirlik orani, alkol/yag
mol orani, sicaklik gibi ¢esitli parametreler ve ¢oziicii etkisi incelenmistir.

Incelenen ticari lipazlar arasinda en uygun olan1 Mucor miehei orijinli Lipozym IM
lipazidir. Findik yagi ve metanoliin Lipozym IM lipaz1 varliginda gergeklestirilen
enzimatik alkoliz reaksiyonu i¢in optimum sicaklik 40°C, enzim/yag agirhik orani
0,1, silika jel/yag agirlik oran1 0,8, yag/alkol mol orani1 1/3 olarak saptanmistir. Bu
kosullarda 2 saat sonunda yaklasik %100 verime ulagilmistir.

Farkli ¢o6ziicii ortamlarinda yiiriitilen findik yagi-metanol enzimatik alkoliz
reaksiyonu i¢in n-hekzandan sonra en uygun ¢oziicli ortaminin n-heptan oldugu
belirlenmistir.
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INVESTIGATION OF ENZYMATIC ALCOHOLYSIS OF HAZELNUT OIL
WITH METHANOL

SUMMARY

Fatty acid esters have an enormous importance at chemical industry. At present, they
are produced by esterification or transesterification reactions with chemical catalyzed
at high temperature and pressure. Alcoholysis of vegetable oils is an important
reaction that produces fatty acid alkyl esters, which are valuable intermediates in
oleochemistry and fatty acid methyl and ethyl esters which are excellent substitutes
for diesel fuel. Because of the high energy cost of the conventional chemical process,
application of the enzimatic alcoholysis reactions of vegetable oils have become
more effective.

In this study, enzymatic alcoholysis reaction of hazelnut oil, which is originated
from Turkey, with methanol in the presence of solvent was investigated. The
parameters that effect the alcoholysis reaction such as enzyme type, silica gel and
enzyme amounts, oil/alcohol mol ratio and temperature were examined.

Lipozym IM orijinated from Mucor miehei lipase was found to be the most efficient
catalyst for the alcoholysis of hazelnut oil with methanol. For the methanolysis of
hazelnut oil with Lipozym IM the optimum temperature, enzyme/oil weight ratio,
oil/methanol mol ratio and silica gel/oil weight ratio were determined as 40°C, 0,1,
1/3, 0,8 respectively. At the optimum conditions after 2h reaction, the reaction
yielded approximately 100% ester.

Enzymatic alcoholysis reactions were also carried out with different organic solvents
such as heptane, cyclohexane, toluene and i-octane. The best solvent beside n-hexane
for enzymatic methanolysis reaction of hazelnut oil was n-heptane.
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1. GIRIS VE AMAC

Hidroelektrik ve niikleer enerji disinda diinyada kullanilan enerjinin biiyiik bir kismi
petrol, komiir ve dogal gazdan elde edilmektedir. Bununla beraber bu kaynaklar
smirhidir ve gelecek yiizyillarda tiikenecektir. Bu da alternatif enerji arastirmalarina

onem kazandirmaktadir [1].

Trigliseridlerin metanol ile transesterifikasyonu (alkoliz) sonucu elde edilen
biyodizel (yag asidi metil esteri), yenilenebilir olmasi ve toksik olmamasi nedeniyle
son yillarda ilgi ¢ekmektedir [2]. Bu konuda ¢esitli {ilkelerde yapilan uygulamalar
mevcuttur. Avusturya, biyodizel uygulamasinda onder {iilkelerden biridir. Bu iilkede
biyodizel kolza yagi ve kullanilmis kizartma atik yaglarindan elde edilmektedir.
Biyodizelin Fransa’da da kolza yagindan fiiretimi yapilmakta ve toplu tasima
otobiislerinde kullanilmaktadir. Italya’da aygicek ve kolza yagindan; Amerika’da
kolza, aycicek, soya yaglar1 ve kullanilmis kizartma atik yaglarindan tretilmekte
olan biyodizel de toplu tasima araglarinda kullanilmaktadir [3]. Ayrica Japonya’da da
evlerden kizartma yaglari toplanarak, biyodizel yakita gevrilip toplu tasimalarda
kullanilmaktadir. Bunun yanisira yag asidi esterleri; ¢oziicii, plastiklestirici, regine,
yaglayici, parfiim, tatlandirici, sabun yapiminda, ilag ve kozmetik sektoriinde de

kullanilmaktadir [4].

Bitkisel yaglarin alkoliz reaksiyonlarinda kullanilan katalizorler genellikle kimyasal
katalizorlerdir. Kimyasal katalizorler varliginda gerceklestirilen reaksiyonlarda kisa
reaksiyon siirelerinde yiiksek yag asidi esteri igerigi elde edilse de enerji gerektiren
bu proses gliserinin geri kazanilmasindaki zorluk, alkali katalizorlerin triinden
uzaklagtirllmas1 geregi ve alkali atik sularina yapilacak aritma iglemleri gibi
olumsuzluklara sahiptir. Enzimatik yontemler kullanilarak bu problemlerin

giderilebilinecegi diistiniilmektedir [5].

Findik, toplam diinya iiretiminin yaklagik 3/4’{inlin gerceklestirildigi iilkemizde,

ozellikle gida sanayiinde 6nemli bir yer tutmaktadir. Buna ragmen, findik yaginin



tiretimi ve kullanimi diger bitkisel yaglara oranla ¢ok azdir. Ulkemizde de, findik

yagindan endiistriyel alanda yeterince fayda saglanamamaktadir [6].

Bu calismanin amaci; Tiirkiye kokenli findik yagmin metil alkol ile ¢o6ziici
ortamindaki enzimatik alkoliz reaksiyonunun incelenmesidir. Calismada oncelikle
enzimatik alkoliz reaksiyonuna etki eden ¢esitli proses parametrelerinin belirlenmesi

ve alkoliz reaksiyonuna ¢oziicii etkisinin incelenmesi planlanmustir.



2. TEORIK CALISMA

Bu calismada, oncelikle findik bitkisi ve findik yagi, daha sonra yaglara uygulanan
kimyasal dontisiimler, yag asidi esterlerinin kullanimi ve énemi ile metanol hakkinda
bilgi verilmis, son olarak da kimyasal ve enzimatik transesterifikasyonla ilgili

yapilmis ¢caligmalari i¢eren literatiir arastirmasi 6zetlenerek sunulmustur.

2.1. Findik Bitkisi

Findik, kis aylarinda ¢iceklenen ve dollenen tek bitkidir. Yeryiiziinde, 36°-41° kuzey
enlemlerinde ve kendine 6zgii iklim kosullarinda yetisen findik agaci, kiyilardan en
cok 30 km igerde ve yiiksekligi 750-1000 m’yi ge¢cmeyen yerlerde iiriin verir.
Tiirkiye, italya, Ispanya ve Amerika findik yetistirilen baslica iilkelerdir. Diinyada

ticari anlamda ilk findik yetistiriciligi ve ihracati1 Anadolu’da baslamistir.

Tiirkiye, findik dikimine ve yetistirilmesine en uygun kosullara sahip olan bir
tilkedir. Tiirkiye’de en cok adi findik ile lambert findignin ¢aprazlamasiyla elde
edilmis melez ¢esitler yetistirilir. Bu c¢esitler meyvelerinin yuvarlak, sivri ya da
badem bi¢iminde olusuna gore gruplandirilir. Yag orani en yiiksek olan tombul
Giresun findigidir. Tiirkiye, yillik diinya findik {retiminin yaklasik %65-75'ini
gerceklestirmektedir [7]. Tirkiye findik rekoltesinin hemen hemen tamamina yakin
boliimii, en uygun toprak ve iklim kosullarina sahip Karadeniz Bolgesi’nden elde
edilir. Bugiin iilkemizde basta dogu kesimleri olmak iizere tiim Karadeniz yoresinde
300 bine yakin aile yaklagik 600 bin hektar alanda findik yetistiriciligi yapmakta ve
yine yaklasik 8 milyon kisi dogrudan veya dolayli olarak ge¢imini findik tarimindan
saglamaktadir [6]. Ayrica, biiyiik 6l¢iide erozyon tehlikesi bulunan bolgedeki findik
tarimi, verimli topraklarin erozyona ugramasini engelleyip, ¢evreye ¢ok olumlu

katkilar saglar [7].

Tiirk find1g, kalite olarak Giresun ve Levant olmak tizere ikiye ayrilir:
Giresun kalite findik, tadi ve icerdigi yag orani ile yeryliziiniin en istiin 6zellikli
findigidir. Giresun ile Trabzon'un Besikdiizli, Vakfikebir, Carsibasi ve Akcaabat

ilgelerinde yetisir.



Levant kalite findik, daha az yag igerir. Trabzon ve bir boliimii ile Ordu, Samsun,

Bolu, Sakarya, Zonguldak, Bartin illerinde yetisir.

Findik; % 55-66 yag, %11-22 karbonhidrat, %14-16 protein, % 5 su igerir.

Findik bilesiminde ayrica asagida agiklanan miktarlarda mineral ve vitaminler de
vardir.

Findiktaki mineraller (mg/100g olarak); demir: 5,8; kalsiyum: 160,0; ¢inko: 2,2;
potasyum: 655,3; sodyum: 2,1; magnezyum: 161,2; bakir: 1,3; mangenez: 5,1.
Findiktaki vitaminler (mg/100g olarak); B1: 0,33; B2: 0,12; Niacin: 1,75; B6: 0,24;
E: 31,4°dir.

Findik insan viicuduna yararli karbonhidrat, protein ve yag ile metobolizmayi
diizenleyen B grubu vitaminler yoniinden zengin bir kaynaktir. Kan yapimi ve ruhsal
saglik icin gerekli olan B2 ve B6 vitaminleri, gelisme cagindaki g¢ocuklarin
beslenmesinde biiylik onem tasir. Kalp ve diger kaslarin sagligi i¢in en iyi
besinlerden biri, E vitamini agisindan ¢ok zengin olan findiktir. Bu vitamin; kalp ve
diger kaslarin saghg ve flretim sisteminin normal ¢aligmasi igin gereklidir.
Alyuvarlarin parcalanmasini 6nleyerek kansizliga karsi koruyucu etki yapmaktadir. E
vitamini, kanser yapict etmenlerin olugmasin1 onler ya da olustuktan sonra onlari
etkisiz hale getirerek viicudu korur. Kemiklerin ve dislerin yapimi i¢in gerekli olan
kalsiyum, kan yapiminda gorev alan demir, biiyiime ve cinsiyet hormonlarinin
gelismesinde rol oynayan ¢inko i¢in, en iyi bitkisel kaynaklardan birisi findiktir.
Sinirlerin uyarimi ve kas dokusunun caligmasi i¢in gerekli olan potasyumca da
zengindir. Potasyum, magnezyum ve kalsiyum igerigi yiiksek, sodyum miktar1 diisiik
olan findigin, kemik gelisimi ve saglig1 ile kan basimcinin diizenlenmesinde biiyiik
onemi vardir. Bu agidan da findik, saglikli yasam i¢in Onemlidir. Beslenme
uzmanlar1 genel olarak, giinliik beslenmede findik ve findik tiriinlerine daha fazla yer
verilmesini 6nermekte, 6zellikle cocuklar, gencler, sporcular, askerler ve is¢iler i¢in

biiyiik enerji kaynagi oldugunu belirtmektedirler [7].

Onceleri kuruyemis olarak tiiketilen findigin, gida sanayiinin gelismesiyle birlikte
kullanim alan1 oldukc¢a genislemistir. Findik; ¢ikolata, biskiivi, sekerleme, tatli pasta,
dondurma imalatinda yardimec1 malzeme olarak kullanilmaktadir. Cikolata ve biskiivi
imalatinda, diinyanin yillik i¢ findik tiiketimi 300.000 ton'u asmistir. Findik unu,
cikolatali iirtinlerin temel unsurudur [7]. Sekil 2.1°de 1998 yil1 verilerine gore findik

ve diger kuru meyve tiiketimleri goriilmektedir.
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Findik tariminda; biyolojik, fizyolojik, ve cografi faktorler dogrudan dogruya
rekolteyi etkilemektedir. Bu nedenle gerek iilkemiz ve gerekse diinya findik iiretimi
yildan yila degisiklikler gosterir. Tiirkiye, son 6 yildir, yillik yaklasik 500 bin ton
findik iiretimi ile giiniimiizde en biiyiik findik iireticisi iilke konumundadir ve toplam
diinya iiretim ve ihracatnin % 80’ini karsilamaktadir. Tiirkiye’yi sirasiyla 100*10%,
18,15*10%, 16,5*10° ton/y1l toplam iiretimiyle Italya, A.B.D ve ispanya izlemektedir.
Tiirkiye 2000 yil1 rekoltesi stogu 210*10° ton’dur [6].

2.2. Findik Yagi

Findik ham yagi, findik meyvesinden fiziksel islemler ve ekstraksiyonla elde edilen,
kimyasal islem gormemis, oleik asit esasl bitkisel bir yagdir. Findiktaki yag yiiksek
oranda doymamis yag asitlerinden olusmustur. Findik yagindaki yag asitleri
bilesiminin yaklasik %84'inii oleik asit, %9'unu linoleik asit olusturmaktadir [8].
Linoleik ve oleik asitler kanda kolesteroliin yiikselmesini onler, kalp ve damar
hastaliklarina kars1 koruyucu etki yaparlar. Diger bitkisel yaglara oranla oleik asit
esasli, yani tek ¢ifte bagli yag asidi ester yapisinda olmasi sebebi ile viicutta
parcalanmasi ve sindirimi kolay, erime noktas1 diisiik ve bilinen biitiin siv1 yaglara

gore oksitlenme ve acilagma stireleri de daha uzundur.

Findik yagi viicut 1sisinin korunmasindan, yagda eriyen vitaminlerin taginmasina
kadar bir¢ok gorevi yerine getirir [7]. Esansiyel bir yag asidi olan Linoleik asit viicut
tarafindan yapilamamakta, viicudumuz bu maddeyi disardan yani gidalarla
almaktadir. Organizmanin biiyiimesi ve saglikli gelismesi i¢in son derece gerekli

olan bu asit, findik yaginda bol miktarda bulunmaktadir. Dolayisiyla findik yagi,



oleik asit ve linoleik asit gibi 2 dnemli yag asidini bilesiminde bulunduran ender

besinlerden birisidir [8].

Tipik bir findik ham yaginin yag asidi bilesimi [7];
Oleik asit: % 84

Linoleik asit: % 9

Palmitik asit: %6

Stearik asit: % 0,5

Palmitoleik asit: % 0,5dir.

Findik ham yagi:

Rafine edilip yemeklik yag olarak,

Temizleyici, nemlendirici ve dagitici olarak,

Gres yagi liretiminde hammadde olarak,

Koruyucu boya endiistrisinde kurutucu olarak,

Kimyasal tepkimelerde katalizor olarak,

Ilag ve kozmetik endiistrisinde yardime1 hammadde olarak,

El ve lastik eldivenlerin  dezenfeksiyonunda, tibbi aparatlarin
sterilizasyonunda, yaralarin pansumaninda, kadin-dogum hastaliklari, deri-
ag1z hastaliklarinda antiseptik olarak ve

Sanayide yiizey aktif maddesi, korozyon inhibitdrii, yaglama, metal kesme
yaglari, metal temizleme ve asfalt plaka iiretiminde hammadde olarak
kullantlir [7].

Ayrica, yag ¢ikarilmasi ile arta kalan findik kiispesi, yiiksek oranda protein igermekte

olup (%38-45), hayvan yemi olarak yem sanayiinde kullanilmaktadir. Yildiz Teknik

Universitesi ile TUBITAK'm yaptig1 ortak arastirmaya gore, saglik agisindan énemli

ozellikleri tespit edilen findik yaginin deneme iiretimi Tiirkiye'de ilk kez

Fiskobirlik'in de ortak oldugu Ordu Soya Fabrikasi'nda gergeklestirilmistir. Deneme

tiretiminde bagar1 saglanmasindan sonra findik yagi piyasaya verilmeye baslanmistir

[8].



2.3. Yaglara Uygulanan Kimyasal Doniisiimler
Yaglar hidroliz ve sentez reaksiyonlart ile ¢esitli yag kimyasallarina dontistiiriilebilir.

2.3.1. Hidroliz Reaksiyonu

Yaglarin hidrolizi, heterojen bir reaksiyondur. Hidroliz triinleri; su ve gliserinden
olusan sulu faz, yag asitleri ve gliseridden olusan homojen yag fazidir. Gliseridlerin
hidrolizi kademeli olarak (digliserid ve monogliserid olarak) yag, su ara fazinda

gercgeklesir. Bu reaksiyon tipinde en etkili katalizor ¢esidi asit katalizorlerdir [9].

2.3.2. Sentez Reaksiyonlari

Esterlesme:
Bir alkol ile asidin katalizor varliginda reaksiyona girerek ester olusturdugu
reaksiyonlara esterlesme reaksiyonu denir. Bu reaksiyonun tersi hidroliz

reaksiyonudur [6].
RiCOOH +R,0OH & R;COOR;+ HOH (3.1)

Asit Alkol Ester Su

Siilfiirik asit, fosforik asit, organik siilfonik asit, hidroklorik asit gibi kuvvetli asitler
olmadigr zaman yavas yiriiyen bir reaksiyondur [9]. Yag asitleri gliserin ile
reaksiyona girdiginde, triagilgliserid ve su olusturur. Esterlesme reaksiyonunun etkin

bir sekilde olmasi i¢in, olusan suyun ortamdan c¢ekilmesi gerekir [10].

Asidoliz:
Bir asit ile esterin reaksiyona girmesiyle alkil gruplariin yer degistirmesi sonucu

yeni bir ester olugmasina asidoliz denir.
RiCOOR; + RsCOOH & R;COOR; + RiCOOH (3.2)

Ester Yag asidi Ester Yag asidi

Bu reaksiyonlarin gerceklesmesi icin, yiiksek sicaklik veya asit katalizor ya da her

ikisi birden gereklidir. Alkoliz gibi bu reaksiyonlar da tersinirdir [4].



ic esterlesme:
Ic esterlesme reaksiyonlari; iki ester arasinda gerceklesen ve farkli iki ester
olusumuyla sonuglanan reaksiyonlardir. Genelde alkoliz reaksiyonlarindan daha

yavastir [6].

CH20COR; CH20COR; CH20COR:; CH20COR;

| I I I

CHOCOR:? + CHOCOR3 S CHOCOR, + CHOCOR3;

| | | |

CH20CORs3 CH20COR4 CH20CORs3 CH20COR4

Triagilgliserol 1 Triagilgliserol 2 Triagilgliserol 3 Triagigliserol 4
(3.3)

CH20COR; CH20COR:;

| |

CHOCOR; 5 CHOCOR;

| |

CH20COR3 CH20COR4

Triagilgliserol 1 Triagilgliserol 2 (3.4)

Transesterifikasyon:

Bu reaksiyon, bazi bilim adamlar1 tarafindan direk alkoliz reaksiyonu olarak
tanimlanmakta, bazilar1 tarafindan ise i¢ esterlesme, alkoliz ve asidolizin tlimiine
verilen genel bir ad olarak tanimlanmaktadir. Transesterifikasyon, esterin bir baska
estere alkoksi kisimlarin yer degisimi ile doniismesini iceren organik reaksiyonlara
verilen bir ifadedir. Orijinal ester alkolle reaksiyona girerse buna alkoliz denir.

Burada kullanilan tranesterifikasyon terimleri alkolizi ifade edecektir.

Transesterifikasyon bir denge reaksiyonudur. Buradaki katalizér varligi dengenin

diizenlenmesini hizlandirir.
R1COOR;2 + R30H s R:COOR3 + R20OH (3.5

Ester Alkol Ester Alkol



Bu reaksiyon tersinirdir ve dengeyi saga kaydirmak icin alkol fazlasi kullanilir [1].
Reaksiyon hizini arttirmak icin asidik, bazik ya da enzim katalizorler kullanilir.
Alkali katalizorler kullanildiginda, oda sicakliginda veya altindaki sicakliklarda, asit
katalizérler kullamldiginda, yaklasik 100°C civarinda, katalizor kullanilmadiginda
ise 250°C civarinda veya daha yiiksek sicakliklarda calisilir. Sadece metanol, etanol,
propanol, biitanol, amilalkol gibi basit alkoller transesterifikasyonda kullanilabilir [4,

9.

Kullanilan katalizér cinsine gore reaksiyon kimyasal katalizérlii ve enzimatik

transesterifikasyon olarak ikiye ayrilir.

Kimyasal Katalizorlii Transesterifikasyon:
[lk adimda trigliseridler digliseridlere, digliseridler de monogliseridlere ve

monogliseridler gliserine doniisiir. Her adimda bir gliseridden bir ester olusur.

Asit Katalizorlii Transesterifikasyon:

Transesterifikasyonda kullanilan asitler siilfiirik, fosforik, hidroklorik ve organik
sulfonik asitlerdir. Alkali katalizorlii reaksiyonlara gore daha yavas olmasina
ragmen, su ve serbest yag asidi iceren trigliseridlerin transesterifikasyonu igin

uygundur.
Alkali Katalizorlii Transesterifikasyon:

Transesterifikasyonda kullanilan alkaliler; NaOH, KOH, sodyum metoksit, sodyum
etoksit, sodyum propoksit ve sodyum butoksittir. Alkali katalizorler
transesterifikasyon reaksiyonunu ayni miktardaki asidik katalizérden 4000 kez daha
hizli gerceklestirir. Ticari olarak da daha ¢ok kullanilir. Alkali katalizorlii
transesterifikasyonda, gliseridlerin ve alkollerin susuz olmasi gereklidir; ¢iinkii su
sabunlagma reaksiyonuna sebep olur. Sabun olusumu ester miktarini azaltir, ester ve
gliserinin ayrilmasini zorlastirir [9]. Ayrica sabun katalizorii tiiketir, katalitik etkiyi

azaltir, viskozite ve jel olusumunu arttirir. Bu katalizorler daha az koroziftir.
Enzimatik Transesterifikasyon:

Trigliseridler ve kismi gliseridler lipaz varliginda hidrolize olarak kismi gliserid ve
serbest yag asidi verirler. Metil esterler de, metanol ve serbest yag asidinin

esterlesme reaksiyonu sonucu olusur.



Alkali katalizor varliginda transesterifikasyon reaksiyonunda, kisa siirelerde yiiksek
verimde metil ester iiretimi saglansa da bu reaksiyonun bir¢ok dezavantaji vardir.
Bunlar; enerji yogun olmasi, olusan gliserinin geri kazanilmasmin giicliigii, alkali
katalizOrlin iiriinden ayrilmasi, irlinlerin termal bozunmasi, alkali atik sularin
temizlenmesi ve serbest yag asitleri ve suyun reaksiyona engel olmasidir [2]. Bu
sorunlar lipaz katalizorlii reaksiyonlarda giderilmektedir. Ayrica enzimatik
transesterifikasyonun diger bir avantaji da kullanilan lipazin substrat segiciligine

bagli olarak, farkli bilesim ve 6zelliklere sahip pek ¢ok iiriiniin elde edilmesidir [4].

2.4. Yag Asidi Esterlerinin Kullanimi ve Onemi

Yag asidi esterleri yag alkolleri gibi bir¢ok yararli kimyasala ve baska sentezler i¢in

gerekli hammaddelere doniistiiriilebilir.

Diinyada iiretilen metil esterlerin biiyilkk bir kismi alkanolamid iiretimi igin
kullanilmaktadir. Alkanolamidler, iyonik olmayan yiizey aktif madde, emiilgatdr,
inceltici, plastiklestirici ajan1 olarak kullanilir. Yag alkolleri ise karbon zincir
uzunluklarina gore, ilag ve kozmetik (C16-Ci1g) katkit maddeleri, yaglayict madde ve
plastiklestirici (Ce-Ca1s) ajan olarak kullanilmaktadirlar. Ayrica karbonhidrat yag asidi

esteri ( sukroz poliester) iiretiminde de kullanilmaktadir.

Uretilen gliserin de kozmetikte, dismacunu yapiminda, ilag, gida, plastik, vernik,

alkid reg¢ine, sigara, patlayici ve seliiloz proseslerinde kullanilmaktadir [1].

Kisa zincirli yag asidi esterleri, gida endiistrisinde aroma ve tat verici olarak
kullanilmaktadir [11]. Baz1 esterler diisiik uguculuk, yiiksek alevlenme noktasi,
termal kararlilik, dislik zehirlilik Ozellikleri nedeniyle yaglama yagi olarak
kullanilabilmektedir. Sentetik yaglama yaglarinin 6nemli bir sinifi, dikarboksilik asit

ve adipik asit esterlerinden olusur [12].

Hayvansal ve bitkisel yaglardan elde edilen yag asidi metil esterleri, biyodizel yakiti
olarak da kullanilmaya baslanmistir [S]. Aycicek yagi, kolza yagi, palm yag1 ve don
yag1 gibi yaglarin c¢esitli lipazlarla transesterifikasyon reaksiyonlar1 bircok
arastirmaci tarafindan incelenmektedir [13]. Metanol saf olarak bulunabildiginden
birgok teknik uygulamada metilesterler iiretilmesine ragmen, dizel yakiti alternatifi
olan etil esterler etanoliin biyokiitleden {iretilebilinir olmasi1 ve daha az zehirleyici

olmasi nedeniyle daha ¢ok tercih edilmektedir [14].
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2.5. Metanol

Metanol kimyasal formiilii CH3OH olan bir kimyasal bilesiktir. En basit alkoldiir ve
ucucu, renksiz, yanici ve zehirli bir sividir. Metanol odunun distilasyonundan,
komiirden, dogal gaz ve petrolden elde edilebilmektedir. Birgok sentetik organik
bilesigin endiistriyel iiretiminde kullanilmaktadir. Metanol dogal bir fermantasyon
{iriniidiir. Insanlar icin 6ldiiriicii dozu bilinmemektedir. Cogu kaynaklarda minimum
Oldiirticii doz oran1 100cc(1g/kg) olarak verilmektedir. Buhariyla ya da direk temasta
zararli olmaktadir. Insan viicudunda kronik etkiden cok akut etki gdstermektedir

[15,16].

Metanol havada karbondioksit ve su olusturarak yanar. Yag asidi esteri ile
reaksiyona girince metanol molekiilii kirilir ve ester molekiiliine baglanir. Toksik

6zelligi bu durumda kalmaz.

Evimizde bulunan ve metanol igeren iiriinler; silecek sivisi, antifriz, cam temizleyici,
boyalar, vernikler, boya inceltici ve temizleyicileridir. Tirevleri, sentetik boya
maddelerinin, ilaglarin, reginelerin ve parfiimlerin yapiminda kullanilir. Yiiksek
oktan sayili, temiz yanma Ozelligine sahip olmasi nedeniyle araba motorlarinda,

benzin yerine kullanilabilecek bir yakit 6zelligi tasimaktadir.

Metanoliin baz1 6zellikleri asagida verilmistir [17,16 ]:
Erime Noktas1 : -97.7 °C
Kaynama Noktasi : 65 °C
Yogunluk : 0.79
Formiil: CH3OH
Molekiiler agirligi: 32.042 kg/kmol
Olusum Is1s1: -201.3 MJ/kmol
Gibbs Serbest Enerjisi: -162.62 MJ/kmol
Coziiniirliik: su, etanol, eter ve bir¢ok organik ¢oziicii de ¢6ziiniir.

Buhar Basinci: 20°C’°de 92 mmHg
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2.6. Literatiir Arastirmasi

Bu boliimde, enzimatik transesterifikasyon reaksiyonlarmin daha 1iyi
degerlendirilmesi a¢isindan oncelikle kimyasal katalizorlii transesterifikasyon ile

yapilan ¢alismalar hakkinda bilgi verilmistir.

Freedman ve arkadaslar1 pamuk tohumu, yerfistigi, soya ve aycicek yagindan
transesterifikasyonla ester eldesini etkileyen sicaklik, katalizor tipi (alkali, asidik..),
alkol/yag mol orami gibi reaksiyon degiskenlerini incelemislerdir [18]. Alkali
katalizor varliginda (sodyum hidroksit ya da metoksitle), 60°C ya da daha yiiksek
sicaklikta, en az 6/1 mol oraninda ve tamamiyle rafine edilmis yagla yapilan
calismalarda metil, etil ve biitil estere doniisim 1 saatte tamamlanmistir. Ilmli
sicakliklarda (32°C), alkali katalizor varliginda, 4 saatte %99’luk ester doniisiimii
saglanmistir. Asit katalizorler varliginda yiiriitiilen transesterifikasyon daha yavastir.
Ham yaga da transesterifikasyon reaksiyonu uygulanabildigi, ancak ester
doniisiimiiniin olusan gum ve ham yagda yeralan bazi maddelerden dolay1 azaldig:

aciklanmustir.

Isigigiir yaptig1 caligmasinda, Tiirkiye kokenli 19 aspir tohum yagi ¢esidinin dizel
yakit alternatifi olarak degerlendirilebilirligini incelemistir [19]. Oncelikle aspir
cesitlerinin standart yontemlerle tohum ve yag karakterizasyonunu incelemistir. Bu
cesitler arasinda Yenice aspir tohumuna transesterifikasyon, Dinger aspir tohum
yagina ise seyretme teknigi uygulayarak yiliksek viskozite problemlerini ¢oziimlemis
ve dizel yakit alternatif adaylarim1 hazirlamistir.  Metanol kullanilarak
gerceklestirilmis olan transesterifikasyon reaksiyonu kosullar1 ve reaksiyon kinetigi
calismasi ikinci ana boliimde verilmistir. Transesterifikasyon ile elde edilen metil
ester ile seyreltme teknigi ile elde edilmis olan %20 Dinger aspir tohum yagi + %80
dizel yakit karistmmin ASTM yontemlerine gore yakit ozellikleri belirlemis ve

sonuclarin No.2 dizel yakiti ile uyum gosterdigi saptamistir.

Noureddini, Harkey ve arkadaglar trigliseridlerden transesterifikasyon yolu ile metil
ester elde etmek i¢in siirekli proses ile plot dlgekte bir ¢alisma yapmislardir [20].
Deneysel calismalarinda tiim doniisiim iizerindeki karistirma  kuvvetinin,
stokiyometrenin ve katalizor konsantrasyonunun etkisini incelemislerdir. Gelistirilen
prosesle bitkisel yagdan % 98 gibi yiiksek doniisiimde metil ester elde edilmistir;
fakat bu yiiksek doniisiime ulasilan yliksek katalizor derigsimi, gliserin ortamindaki

metil ester ¢oziiniirliigiini de arttirmastir.
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Darnoko ve arkadasi palm yagi ile metanolin KOH katalizorii varliginda
transesterifikasyonu ile metil ester Uretmislerdir [21]. Kesikli reaktorlerdeki
transesterifikasyon hiz1 60°C’ye kadar artmstir. Trigliserid (TG), monogliserid (MG)
ve digliserid (DG) doniisiimii 30 dakika’ya kadar 2. derece olarak saptanmistir. TG,
DG ve MG hidroliz reaksiyonlarinin reaksiyon sabitleri 0,018; 0,191
%agirlik/dak’dir ve yiiksek sicakliklarda yiiksek TG, DG ve MG’nin aktivasyon
enerjileri sirasiyla 14,7; 14,2 ve 6,4 kcal/mol’diir. Optimum katalizér konsantrasyonu

%1 KOH’dir.

Mittelbach, susuz ortamlarda aycicek yagmin lipaz katalizorliigiinde alkolizini
incelemistir [14]. Pseudomonas fluorescens, Mucor miehei ve Candida sp. lipazlari
varliginda, c¢oziicii olarak petrol eterinin kullanildig1 etanoliz ve metanoliz
reaksiyonlarinda yiiksek doniigiimler elde etmistir. Reaksiyon iriiniiniin tri-, di-,
monogliserid ve alkil ester igerigi incelenmistir. Pseudomonas lipazi ile
esterifikasyon reaksiyonlar1 daha iyi sonu¢ verdiginden bu lipazla ¢alismaya karar
verilmistir. Enzim miktarinin, susuz ve sulu ortamda 5 homolog alkoliin reaksiyon
hizina etkisi incelenmistir. Uzun zincirli alkollerle reaksiyon hizinin daha ytiksek
oldugu tespit edilmistir. Metanolle yapilan reaksiyon sonucunda susuz ortamda en
yiiksek hiz elde edilmistir; fakat % 96’lik etanolle saf etanole gore daha iyi sonug

alinmustir.

Wang D. ve galisma grubu, celite {izerine immobilize edilmis Pseudomonas lipazi
katalizorliigiinde uzun zincirli yag asitli trigiliseridlerin etanol ve izopropanolle oda
sicakliginda alkolizini incelemislerdir [22]. Tripalmitinin, izopropanoldeki alkoliz
baslangic hizinin etanoldekinden daha fazla oldugu, trolein igin ise tam tersi
durumun  gecerli oldugu tespit edilmistir.  Tripalmitinin  izoproponoliz
reaksiyonundaki doniisiimiiniin etanoliz reaksiyonundan daha yiiksek oldugu
gorilmiistiir. 6 saat sonunda tripalmitinin izopropil estere doniisimi %75 iken

etanoliz reaksiyonu sonucunda doéniisiim bunun yarisi kadar elde edilmistir.

Basheer ve arkadaglari, trigiliseridlerin modifiye edilmis lipaz katalizérliiglinde n-
hekzan ¢6ziicli ortaminda transesterifikasyonunu incelemek i¢in kinetik model
caligmas1 yapmigslardir [23]. Model ig¢in kullanilan enzimlerin 1,3 pozisyon
seciciligine sahip oldugu ve yag asidi seciciliginin olmadig1 varsayilmistir. Model
2. derece ardisik tersinir reaksiyonlarin kiitle dengeleri iizerine kurulmustur ve

deneysel olarak kolayca belirlenebilen bir parametre gerektirmektedir. Biitiin olasi
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trigliseridlerin konsantrasyonunu baglangi¢c durumlarina ve reaksiyon zamanlarina
baglayan belirli esitlikleri elde etmek icin diferansiyel hiz esitlikleri analitik olarak
¢Ozlilmiistir. Aym1  spesifik hiz  sabiti saglanan farkli  biyokatalizor
konsantrasyonlarinda gergeklestirilen deneylerin sonuglari olusturulan modelle uyum
icindedir. Model ayni spesifik hiz sabitinin degeri icin trigliserid ve yag asidi
arasindaki asidoliz reaksiyonunun deneysel verileri ile uyum saglamaktadir. Bu da
modifiye edilmis lipazin gliseroliin 1 ve 3 pozisyonuna baglanmis yag asitleri ve

serbest yag asitler arasinda ayirim yapmadigini gostermektedir.

Linko ve arkadaslari, 25 farkl lipazla yaptiklar1 deneyler sonucunda oleik asit ve 1-
biitanolden en yiiksek doniisiimle butil oleat olusumunun Candida rugosa,
Chromobacteria viscosum, Rhizomucor miehei ve Pseudomonas fluorescens
enzimleri ile saglandigi belirlenmistir [24]. Genelde, ester doniisiimii su eklenmeden
saglanamamistir. Sadece Ch. viscosum lipazi, 12 saat sonunda 1-butanol fazlasi ile
calisildiginda, su eklemeden %98 oraninda ester doniisiimii saglamistir. C.rugosa ve
R.miehei enzimi oleik asit fazlasiyla ve % 0,3 enzim kullanildiginda baslangic su
igerigi %3,2 ve %14 olan karigimlarin reaksiyonundan sirasi ile % 94 ve %100
doniistim saglamiglardir. Ayrica diisiik erusik asit igeren kolza yagmin 2-etil-1-
hekzanol ile ¢oziiciisiiz ortamda transesterifikasyonunu da incelemislerdir. Bu
reaksiyonda en 1yi dontisiimii C. rugosa lipaz1 1/2,8 yag/alkol mol oraninda %1 su
icerigi ve 37°C’de saglamistir. 55°C’ye kadar reaksiyon hizinimn arttig1; fakat sonug
ester doniisiimiiniin etkilenmedigi saptanmistir. Enzim 60°C’de inaktive olmustur.
Lipaz miktar1 % 0,3 ‘ten % 14,6’ya cikarildigi zaman ester donlisimi 1 saatte

%388’lere ulagmustir.

Nelson, Foglia ve arkadaslar1 yaptiklart c¢alismada, trigliseridlerin kisa zincirli
alkollerle, kisa zincirli alkil esterlere transesterifikasyonunda, lipaz katalizorlerinin
etkisini incelemislerdir [13]. Mucor miehei lipazi katalizorligiinde trigliseridlerin
alkil estere doniismesinde en etkili alkollerin birincil alkoller oldugu, Candida
antartica lipaz1 igin ise en uygun alkollerin ikincil alkoller oldugu goriilmiistir.

Donyagindan kisa zincirli ester eldesinde % 90’dan ytliksek doniisiim saglanmistir

Decagny ve arkadaglari 8 farkli mikrobiyal ve bir hayvansal orijinli lipaz1 kullanarak,
trioleinin stearil alkolle alkolizinden waks esteri lretimini incelemislerdir [25].
Alcaligenes sp. ve Chromobacterium viscosum lipazi en iyi ester doniisiimii (yaklasik

%353) saglamistir; ancak  Alcaligenes sp. lipazi (Ssaat) ile bu reaksiyonun
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Chromobacterium viscosum’a (200 saat) gore daha kisa siirede katalizlendigi
belirlenmistir. Mucor javanicus, Mucor miehei ve Pseudomonas fluorescens
enzimleri ile ester donlisiimii 150 saatte % 35 ulasilabilmistir. Diger lipazlar ile %
20’den daha az doniisiim saglanmistir. Reaksiyon mekanizmasi ise Alcaligenes sp.

lipaz1 kullanilarak incelenmistir.

Ghosh ve Bhattacharyya yaptiklar1 ¢alismada, soya fosfolipidleri ve alkollerinin
esdeger mol oranlarinda, % 10 Mucor miehei (reaktan agirliginca) lipazi
katalizorliigiinde, 55°C’de ve 24 saat boyunca karistirilmasiyla lysofosfolipidlerin ve
kendi alkollerinin yag asidi esterlerinin olusumunu incelemislerdir [26]. Uriinler
lipaz uzaklagtirildiktan sonra kolon kromatografisi ile ayrilmistir. % 69-78 oraninda

lysofosfolipidler teorik verime yakin miktarda esterler elde edilmistir.

Aycicek yaginin etanolizi, ¢oziiclistiz ortamda Lipozyme immobilize lipazi
katalizorliigiinde Selmi ve Thomas tarafindan gergeklestirilmistir [27]. Yag/etanol
mol oraninin, sicakligin, eklenen su ve enzim miktarinin reaksiyona etkisi
incelenmistir. Optimum kosullar, 1/3 yag/etanol mol orani, 50°C, % 0 su icerigi ve
0,4 g enzim/5,7 mmol aygicegi yagi olarak belirlenmistir. Enzimin imobilize lipaz
olmasi, tekrar kullanilabilir olmasini saglamistir. Enzim ortamdan kolaylikla

uzaklastirilabilmis, boylece enzim maliyetinin azalmasi saglanmistir.

Dossat, Combes, Marty yliksek oleik asit icerikli aycicek yaginin imobilize
Lipozyme®  katalizorliigiinde n-hekzan  ¢Oziicii  ortaminda  biitanol  ile
transesterifikasyon  reaksiyonunu  siirekli  dolgulu  yatakli  reaktorde
gerceklestirmiglerdir [28]. Ana tirtinler olarak gliserin, biitil ester ve oleik ester elde
edilmistir. Hekzanda ¢oziinmeyen gliserinin, tankta enzim tabakasi {izerine
adsorblandig1 ve enzim aktivitesini diisiirdigii gorlilmistiir. Enzim etrafindaki
hidrofilik bir tabakanin, hidrofobik substratin organik fazdan enzime difiizyonunu
engelledigi tespit edilmistir. Enzim aktivasyonunu iyilestirmek i¢in bir¢ok ¢6ziim
denenmistir. Reaksiyonda olusan gliserini adsorplamasi i¢in enzim yatagina eklenen
silika jel de enzim aktivitesinin diismesini engelleyememistir. Gliserinin, olusur
olusmaz, reaksiyon ortamindaki ¢Oziiniirliigiinii arttirmak igin hekzana aseton
katilarak kullanilmis; fakat bu sefer de yiiksek ester doniisiimii elde edilememistir.
Sonugta, aralikli olarak katalizor yatagi su ilave edilmis tersiyer alkol ile ¢alkanarak,

gliserin reaktorden uzaklastirilmis ve yliksek doniisiim saglanmustir.
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Shimada ve c¢aligma grubu, bitkisel yaglarin enzim katalizorliiglinde stirekli
metanoliz reaksiyonunu incelemisler ve Candida antartica lipazin1 metanoliz i¢in en
etkin katalizor olarak tespit etmislerdir [29]. Tiim yag1 metil estere doniistiirmek igin
en az 3 molar ckuvalent metanol gerektigi agiklanmistir. Reaksiyon kademeli
metanoliz olarak gerceklestirilmis ve ilk kademe 30°C’de, 1/1(mol/mol) yag/metanol
oraninda, %4 imobilize enzim katalizorliiglinde, 10 saat siirdiirilmiistiir. Ikinci
kademede ikinci molar ekuvalent metanol eklenmis ve bu reaksiyon da 14 saat
siirmiistiir. Ugiincii kademede iiciincii molar ekuvalent metanol eklenerek 24 saat
stirdliriilmiistiir. Bu li¢ kademe sonucunda, yagin % 98,4’1i estere donligmiistiir.
Lipazin 50 kullanimi sonunda (100 giin) % 95°den fazla ester doniisiimii elde

etmislerdir.

Uosukainen ve c¢aligma grubu, istatiksel deneysel dizaynlarla, temel komponent
analizlerini birlikte kullanarak, enzimatik transesterifikasyon reaksiyonlarindaki
proses degiskenleri arasindaki iliskileri incelemislerdir [30]. Calismada, kolza yagi
metil esterlerinin trimetilolpropan ile alkoliz reaksiyonu incelenmistir. Reaksiyon
sonucunda trimetilolpropan esterleri olusmustur. Su aktivitesinin ve yan iiriin olarak
olugsan metanoliin, ortamdan uzaklastirilmasinin {iriin verimini etkileyen en 6nemli
faktorler oldugu beirtilmistir. Mono-, di-, trisubstituye esterler farkli optimum

kosullarda olusmustur.

De ve arkadaglari yaptiklart caligmalarinda, lipaz katalizorliginde Madhuca
latifolia, Mangifera indica ve Shorea robusta gibi ikincil 6neme sahip bazi sivi ve
katt yaglarin disiik, orta ve yiiksek molekiil agirligina sahip alkol esterlerine
dontisiimiinii incelemislerdir [11]. Coziiciisiiz ortamlarda, bu yaglarin, agirlik¢a %10
Mucor miehei lipazi ile yiiksek miktarda estere doniistiigi gozlenmistir. C4, Cg, Cio,
Ci12, C14, C1s, Cis, Ve Cig:1 alkollerinin, kendi alkol esterlerine mol bazinda doniisiim
oranlarinin, % 86,8 ile % 99,2 arasinda degistigi; yag bazinda ise bu degisimlerin, %
108 ile %123,5 arasinda degistigi belirlenmistir.

Watanabe, Shimada ve arkadaslari, Candida antartica lipaz1 katalizorliigiinde,
bitkisel yaglardan siirekli sistemde metil ester iliretmislerdir [5].Candida antartica
lipazinin, yag asidine gore metanoliin molar ekuvalantinin 1/2°den fazla oldugu
durumda inaktive oldugu bilinmektedir. Uc¢ kademeli metanoliz ydntemi
uygulayarak, enzimin inaktivasyonu Onlenmistir. Bu c¢alismada ise 2/3 molar

ekuvalent metanol ile agilgliserol (AG) ve %33 metil ester (ME) igeren karigimin
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icerisinde, enzimin inaktive olmadigi goriilmiistiir. Bu nedenle iki kademeli
metanoliz gergeklestirilmistir. ilk kademe 30°C’de, 1/3 molar ekuvalant miktarinda,
%4 enzim kullanilarak, 12 saatte gerceklestirilmistir; ikinci kademe ise 2/3 molar
ekuvalant metanol eklenerek 24 saatte gerceklestirilmistir. iki kademeli metanoliz
sonucunda % 95’lik ester doniigiimii elde edilmistir. Kullanilan imobilize lipaz yeni
substrata eklendiginde aktivitesinde bir azalma olmadan 70 kere daha
kullanilabilmistir. Calisma ayrica Candida antartica lipazi ile dolu kolonda siirekli
olarak da gergeklestirilmistir. Lipaz, AG, %33 ME ve 2/3 molar ekuvalant metanol
iceren karisim, kolona beslendiginde inaktive oldugu igin ii¢ kolon kullanilarak
reaksiyon gerceklestirilmistir. Her bir kolon 3g immobilize enzimle doldurulmustur.
Reaksiyon sonucunda %93’liikk doniisiim elde edilebilmis ve doniisiimde higbir

azalma olmaksizin lipaz 100 giin siiresince kullanilabilmistir.

Samukawa ve arkadaslar1 Candida antartica (Novozym 435) lipazina 6n islem
yapilmasinin, biyodizel yakiti {iretimi i¢in uygulanan metanoliz reaksiyonuna
etkilerini incelemislerdir [31]. Novozym 435’e 0,5 saat metil oleat i¢inde, ardindan
da 12 saat soya yaginda 6n inkiibasyon uygulandiginda metanoliz islemi daha hizl
gerceklesmistir. Ortamin su igeriginin artmast ve hem islem gormiis hem de
gormemis enzimle yapilan metanoliz reaksiyonlarinda ilk reaksiyon hizlar
diismiistiir. Metanol igeriginin artmasi ile ilk hizlar yiikselmis, bir maksimum
verdikten sonra da artan metanol miktari ile azalma gériilmiistiir. Ilk hizlarm metanol
miktartyla degismesi nedeniyle substrat inhibasyonu Michaelis-Menten esitligi ile
incelenmistir. Bu esitlikten yola ¢ikarak kademeli olarak eklenmesi gereken metanol
miktar1 belirlenebilmistir. On islem gérmiis Novozym 435 kullanildiginda metil ester
icerigi ortama 0,25-0,4 saat araliklarla, 0,33 molar metanol esdegeri miktarinda
metanol kademeli olarak ilave edildiginde, 3,5 saat sonunda %97’nin iizerine

yiikselmistir.

Vacek ve galisma arkadaslari, siyah kus tiziimi yaginin Pseudomonas fluorescens
lipaz1 katalizorliigiinde, 30°C’de etanol (%96 v/v) ile enzimatik alkolizini
gerceklestirmiglerdir [32]. 16 saat sonunda yagda %95 oraninda bulunan
triagilgliseroliin; yag asidi etil esterleri, serbest yag asitleri, monoagilgliserol ve
diagilgliserolden olusan karisima donistiigii belirlenmistir. En yiiksek yag asidi etil

ester miktar1 8 saat sonunda % 52 olarak goézlenmistir.

17



Bitkisel yaglarin, Cryptococcus S-2 lipazi katalizorliigiinde sulu ortamda
gerceklestirilen metanoliz reaksiyonuna etkiyen faktorler Kamini ve Iefuji tarafindan
incelenmistir [33]. Mayadan elde edilen ham lipaz ile bitkisel yagin 1/1 yag/metanol
mol oraninda, %40 su ortaminda metanolizi etkin bir sekilde gergeklestirilmistir.
Piring kepegi yaginin 30°C’de ve 96 saat sonunda elde edilen metil ester igerigi
yiiksektir. Sonraki optimizasyon c¢aligmalari farkli enzim, su ve metanol
miktarlarinda gergeklestirilmistir. Enzim, 1/4 yag/alkol mol oraninda, substratin
agirlikga %100 su icerigi kosullarindaki karisimda inaktive olmamustir ve yag/alkol
mol miktari arttikga, su igerigi de %60’dan %100 ¢iktik¢a metilester igerigi artmistir.
Optimum metanoliz kosullari, yag/alkol mol oraninin 1/4, su igeriginin substratin
agirlikga %801, sicakligin 30°C’de oldugu reaksiyon kosullaridir. Metanoliz tek
kademeli olarak gerceklestirilmistir. 120 saat sonundaki metil ester icerigi agirlikca
%80,2°dir. Aynm1 kosullar, piring kepegi yaginin ve birincil alkollerin dizel yakiti

alternetifi olan alkil ester tiirevlerine alkolizi i¢in de uygulanmistir.

Kose, Tiirkiye kokenli rafine pamuk tohumu yaginin metanol ile Novozym 435
mikrobiyal lipazi varliginda, ¢oziiciisiiz ortamda transesterifikasyon reaksiyonunu
gerceklestirmistir [34]. Optimum kosullari, yagin % 30’u kadar enzim, yag/alkol mol
oran1 1/4, sicaklik 50°C ve reaksiyon siiresini 7 saat olarak, maksimum ester i¢erigini
de % 91,5 olarak belirlemislerdir. Ayn1 kosullarda kisa zincirli birincil ve ikincil
alkollerle yapilan alkoliz reaksiyonlari sonucunda ester doniisiimii % 72 ve % 94

arasinda oldugu belirlenmistir.

Atik yemeklik yagindan lipaz katalizorliigiinde metanoliz reaksiyonu ile biyodizel
yakiti Uretimi, Shimada ve arkadaslar1 tarafindan incelenmistir [35]. Lipazin geri
dontisiimsiiz olarak inaktive olmasinin nedeninin, ortamda ¢dziinmeyen metanolle
temasindan kaynaklandigi ve bu sorunun kademeli metanoliz ile giderilecegi
aciklanmistir. Candida antartica lipaz1 katalizorliigiinde 2 kademeli kesikli sistemde
metanoliz reaksiyonu ile atik yaglardan biyodizel elde edilmistir. Karigtirmadan
dolayr imobilize lipazda bir bozulma oldugunda, bu durum i¢in de reaksiyon 3
kademeli akiskan sistemde gergeklestirilmistir. Her iki reaksiyon sisteminde, atik
yaglarin biyodizel yakita doniisiimiiniin % 90’larin lizerinde gerceklestigi, enzimin
de 100 gilinden fazla kullanilabilecegi aciklanmistir Ayrica kademeli alkolizin

tonbalig1 yaginin etanolizinde de basarili bir sekilde uygulanabilecegi belirtilmistir.
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Watanabe ve calisma grubunun yaptiklart ¢aligmada, Candida antartica lipazinin
ham soya yaginin metanolizini katalizlemedigi; ancak gami giderilmis soya yaginin
metanolizi katalizledigi tespit edilmistir [36]. Re¢inenin giderildigi kademede ayrilan
maddelerin metanolizi inhibe ettigi diisiiniilmiistiir. Soya yag1 reginesinin ana
bilesenleri, metanolizi inhibe ettigi diisiiniilen fosfolipidlerdir. Inhibisyonun, lipaz
molekdilleri ile substratdaki fosfolipid baglarinin etkilesiminden kaynaklandigi
aciklanmistir. Bu nedenle reginesi giderilmis soya yagimin metanolizde kullanilmasi
gerektigine karar verilmistir. Ug kademeli metanoliz reaksiyonu ile % 93,8 oraninda
metil ester doniisimii elde edilmistir ve lipaz 25 kere aktivitesinde bir azalma

olmadan kullanilabilmistir.

Yiiksek oleik asit icerikli aycicegi yagmin, biitanol ile imobilize Lipozym® lipazi
katalizorliigiinde hekzan ve ¢0Oziiciisiiz ortamda enzimatik transesterifikasyon
reaksiyonu Dossat ve  arkadaglar1 tarafindan incelenmistir [37]. Coziiclisiiz
ortamlarda daha yiiksek ilk hizlar elde edilmis olsa da, termodinamik dengede oleik
asidin sadece % 60 oraninda estere doniistiigii goriilmiistiir. Hekzan ortaminda ise bu

doniistimiin % 95 oldugu gozlenmistir.

Metil esterlerin aycicek yagindan lipaz katalizorliigiinde eldesi Soumanou ve
Bornscheuer tarafindan incelenmistir [38]. Bu calismada, ¢dziiciiniin alkoliz hizi
tizerindeki etkisi incelenmis ve en yiiksek doniistim (%80), ¢o6ziicii olarak n-hekzan
ve petrol eteri kullanildiginda elde edilmistir. Farkli mikrobiyal enzimler ile,
¢oziiciisiiz ortamda yapilan deneyler sonucunda ise en yiiksek doniisim (>%90)
Pseudomonas fluorescens (Amona AK) enzimi katalizorliigiinde, 1/4,5 yag/alkol
oraninda elde edilmistir. Enzimlerin inaktivasyonunu engellemek i¢in metanoliz
reaksiyonu ii¢ kademeli olarak gergeklestirilmistir. Ayrica imobilize Rhizomucor

miehei lipaz1 (Lipozym IM, RM) ile % 80’in iizerinde doniisiim elde etmislerdir.

Akdere, calismasinda Tiirkiye kokenli findik yagimin, fiizel yagi fraksiyonu ile
Novozym 435 mikrobiyal lipaz1 varliginda, ¢oziicii ortamindaki alkoliz reaksiyonu
gerceklestirmistir [6]. Bu c¢alismada oOncelikle findik yaginin karakterizasyonu ve
enzimatik alkoliz reaksiyonunda etkin olan farkli adsorban kullanimi1 ve miktari,
enzim/yag agirlik orani, yag/alkol mol orani, sicaklik gibi cesitli parametreler
incelemistir. Optimum kosullar, silika jel/yag agirlik orani 0,8, enzim/yag agirlik
orani 0,1, yag/alkol mol oran1 1/3, sicaklik 70°C olarak belirlenmistir. Bu kosullarda

2 saat sonunda elde edilen ester miktart %100 olarak bulunmustur. Findik yagi
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enzimatik reaksiyonlari, fiizel yag1 ve n-hekzan ¢oziicli ortami i¢in belirlenmis olan
optimum kosullarda farkli alkoller (metanol, 1-propanol, n-biitil alkol, izo-biitil alkol,
n-amil alkol, izo-amil alkol, n-oktanol) ile gergeklestirilmis ve en yiiksek ester
verimi, dallanmis yapidaki alkollerde elde edilmistir. Farkli ¢6ziicli ortamlarinda
yapilan deneylerde ise n-hekzandan sonra en uygun c¢oziicii izo-oktan olarak

belirlenmistir.

20



3. DENEYSEL CALISMA

Bu ¢alismada; Tirkiye kokenli findik yagimin metil alkol ile enzimatik alkoliz
reaksiyonu incelenmis ve reaksiyon iizerinde etkili olabilecek parametreler tizerinde

calisilmigtir.

Deneysel calisma asagida agiklanan {i¢ asamada yiiriitiilmstiir.
1) Findik yagi-metil alkol enzimatik alkoliz reaksiyonu igin uygun mikrobiyal
enzimin belirlenmesi,
2) Findik yagi-metil alkol enzimatik alkoliz reaksiyonu i¢in optimum kosullarin
belirlenmesi,
3) Findik yagi-metil alkol enzimatik alkoliz reaksiyonuna ¢oziicli ortaminin

etkisinin incelenmesi.

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Bu c¢aligmada kullanilan findik yagi Orugoglu Yag Fabrikasi’ndan (Afyon) temin
edilmistir. Findik yagmin bazi ozellikleri Tablo 3.1°de verilmistir. Deneylerde
kullanilan Lipase AK, Amona Enzyme Inc., Nagoya, Japan; Lipase PS, Lipolase
100T, Novozym 435 ve Lipozyme IM ise Novo NordiskA/S, Bagsvaerd, Denmark
firmalar1 tarafindan hediye edilmistir. Bu enzimlerin orijinleri ve firma bilgileri ile
literatiirden temin edilen baz1 6zellikler Tablo 3.2°de goriilmektedir. Kullanilan diger

kimyasal maddeler analitik safliktadir.

Tablo 3.1. Findik Yaginin Baz1 Teknolojik Ozellikleri [6].

Ozellikler Findik yag

Asit degeri, mg KOH/g yag 0,395
Sabunlagma degeri, mg KOH/g yag 185,1
Yag asidi bilesimi, agirlik %’si

Ci60 5,5
Ciso 10
Cisa 75
Cis2 2,5
Diger 7
Yagin ortalama molekiil agirligi kg/mol kg 909,34
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Tablo 3.2. Deneylerde Kullanilan Enzimlerin Orijin ve Ozellikleri [39,40,41]

Ozellikler Enzim Cinsi
Lipase AK Lipase PS Lipolase | Novozym | Lipozyme
100T 435 IM
Orijin Pseudomanas | Pseudomanas | Aspergillus | Candida Mucor
fluorescens cepacia oryzse antarctica | miehei
Tip Bakteriyel Bakteriyel Mantar Mantar Mantar
Pozisyon Yok Yok 1,3- Y ok(Baz1 1,3-
seciciligi pozisyon | reaktanlara | pozisyon
secici kars1 1,3- secici
segici)
Formu Toz Toz Graniil Imobilize | Imobilize
Optimum pH 9-11 7 7
Optimum 45-55 60 40 70-80°C | 30-70°C
sicaklik °C
Su, % 1,8 1-2 2-3

3.2. Deney Diizenegi

Enzimatik alkoliz reaksiyonu, su banyosu i¢ine yerlestirilmis, 50 mL hacimli, dibi
yuvarlak cam bir balonda gerceklestirilmistir. Su banyosunun sicakligi 6zel bir
isiticth manyetik  karistirict  (Framo-Geratatechnik M22/1 5655 Franz Morad
Eisenbach, Almanya) ile = 2 °C hassasiyetle kontrol edilmistir. Karigtirma hiz1 tim

deneylerde 800 devir/dak olarak sabit tutulmustur.

3.3. Findik Yaginin Enzimatik Metanoliz Reaksiyonu

Enzimatik alkoliz reaksiyonu ic¢in 5 g yag, belirli mol oranlarinda metil alkol ve
¢oziicli olarak n-hekzan (veya farkli ¢oziiciiler) reaksiyon balonuna alinarak isitilmis
ve karisim istenilen sicakliga ulasinca sirasiyla enzim ve silikajel ilave edilerek
reaksiyon baslatilmistir. Incelenen her kosulda deneyler iki kez tekrarlanmis ve iki
deneyde elde edilen sonuglar ortalama deger + sapma olarak verilmistir. Reaksiyon
yirliylisii  belirli zaman araliklarinda alinan (yaklasik 1 mL) numunelerin
bilesimlerinin belirlenmesi ile takip edilmistir. Bu amagla alinan numuneler yaklasik
100 °C’deki su banyosunda 15 dakika bekletilerek enzimin inaktif hale getirilmesi
saglanmistir. Bu islemden sonra iizerlerine 5 mL n-hekzan ve 2 mL’de destile su

ilave edilen numuneler 5 dakika santrifiijlenerek yag ve su fazina ayrilmistir. Yag
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fazi, igerisinde susuz Na;SO4 bulunan siselere alinarak kurutulmustur. Daha sonra bu
numunelere 3 mL daha n-hekzan eklendikten sonra bilesimleri, ince yiizey
kromatografisi/alev iyonizasyon dedektorii (TLC-FID) kombine sistemi ile
belirlenmistir. Analiz isleminde yiiriitiicli sistem olarak benzen:kloroform:asetik asit
(hacmen 50:20:0.7) ve benzen:n-hekzan (hacmen 35:35) ikili sistemi kullanilmistir.
Uriin bilesiminin belirlenmesi icin, iizerlerine 0,1 ul numune enjekte edilen SliI
rodlart (silikajelle kaplanmis kuartz g¢ubuklar) 23 dakika birinci sistemde
bekletildikten sonra 60° C’lik etiive (Rod Dryer TK 5 Istron Lab. Inc., Tokyo,
Japonya) konulmustur. Coziiclilerin ugmasi i¢in 6 dakika etiivde bekletilen rodlar
daha sonra, ikinci sisteme alinarak bu sistemde de 30 dakika bekletilmistir. Tekrar
60° C’lik etiivde 6 dakika tutulup ¢6ziiciilerin u¢masi saglanmistir. Analiz i¢in TLC-
FID sistemindeki hidrojen gazi debisi 160 mL/dak, hava debisi 2200 mL/dak ve
tarama hiz1 30 s/tarama olarak ayarlanmistir. Reaksiyon tirlinlerinin igerdigi yag asidi
metil esteri (ME), triagilgliserol (TAG), diagcilgliserol (DAG), monoagilgliserol
(MAG) ve serbest yag asidi (FFA) niktarlar1 agirlik yiizdesi olarak belirlenmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Findik Yagi-Metanol Enzimatik Alkoliz Reaksiyonuna Farklh Enzim

Kullaniminin Etkisi

Findik yaginin metanol ile enzimatik alkoliz reaksiyonu 50 °C’de, 1/3 yag/metanol
mol orani, 0,1 enzim/yag agirlik oran1 ve 0,8 silika jel/yag agirlik oraninda, 25 mL n-
hekzan ortaminda farkli enzim tiirleri ile gerceklestirilmistir. Enzim olarak Mucor
miehei orijinli Lipozym IM, Candida antartica orijinli Novozym 435, Pseudomones
fluorescens orijinli Lipase AK, Pseudomonas cepacia orijinli Lipase PS ve
Aspergilus oryzse orijinli Lipolase 100T kullanilmistir. Olusan iiriinlerin yag asidi
metil ester (ME) igerikleri Tablo 4.1°de, {iriin bilesimlerinin zamana goére degisimi

Sekil 4.1ve 4.2°de ve ekler boliimiinde verilen Tablo A.1-A.2’de sunulmustur.

Tablo 4.1. Findik Yagi-Metanol Enzimatik Alkoliz Reaksiyonuna Enzim Cinsinin
Etkisi (yag: 5g; yag/metanol mol orani: 1/3; enzim/yag agirlik orani: 0,1; sicaklik:
50°C; n-hekzan: 25 mL; silika jel/yag agirlik orani: 0,8).

Zaman Yag Asidi Metil Ester Igerigi (Y%oAgirlik)
(dak.) | Lipase AK | Lipolase 100T | Lipase PS | Novozym 435 | Lipozyme IM*
0 - -- -- -- -
5 - - - - 9,7+ 0,6
10 - - - - 21,98+ 22
15 - - - 5,07
20 - - - 8,3 43,12+ 0.4
30 - - - 10,57 63,65+ 6,1
45 -- -- -- 17,83
60 - - - 22,54 76,96+ 3,8
120 - - 12,9 41,08 87,82+ 2,7
180 -- 4,13 21,28 54,72 86,64+ 2,1

* Lipozym IM kullanilan reaksiyonlar paralel olarak yiiriitiilmiis ve tabloda elde
edilen degerlerin ortalamalari verilmistir.
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Sekil 4.1. Findik Yagi-Metanol Enzimatik Alkoliz Reaksiyonuna Novozym 435
Enziminin Etkisi (yag: 5 g; yag/metanol mol orani: 1/3; enzim/yag agirlik orani: 0,1;
sicaklik: 50°C; n-hekzan: 25 mL; silika jel/yag agirlik orani: 0,8).
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Sekil 4.2. Fmdik Yagi-Metanol Enzimatik Alkoliz Reaksiyonuna Lipozym 1M
Enziminin Etkisi (yag: 5 g; yag/metanol mol orani: 1/3; enzim/yag agirlik orani: 0,1;
sicaklik: 50°C; n-hekzan: 25 mL; silika jel/yag agirlik orani: 0,8).

Tablo 4.1 ve Sekil 4.1 ve 4.2’den de goriildiigi gibi Mucor miehei orijinli Lipozym
IM enzimi ile yapilan reaksiyonda 2 saatlik kisa bir siire icerisinde yag asidi metil
ester igerigi yaklasik % 87’ye yiikselmistir. Enzimlerin yapi, spesifiklik ve katalitik
ozellikleri farkli olmasi nedeniyle herbir enzimle farkli yag asidi metil ester
olusumlar1 elde edilmistir.
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4.2. Findik Yagi-Metanol Enzimatik Alkoliz Reaksiyonuna Silika jel Etkisi

Literatiirde, alkoliz reaksiyonu sonucu olusan gliserinin enzim {izerine adsorbe
olmasi ile enzim etrafinda hidrofilik bir tabaka olustugu, bu tabakanin da hidrofobik
substratin enzime diflizyonunu engelledigi, ayrica gliserinin lipazin optimum
termodinamik su aktivitesinin diismesine de neden oldugu agiklanarak gliserinin
lipaz iizerine adsorbe olmasini engellemek igin benzer yapida olan silika jelin
reaksiyon ortamina ilave edilebilecegi agiklanmaktadir. Ortama ilave edilen silika jel,
gliserin toplayici olarak davranip iiretilen gliserinin enzim {izerine adsorbe olmasini
engelleyerek enzim koruyucu olarak gorev yapmaktadir [27,28]. Bu nedenle findik
yagmin alkoliz reaksiyonu, olusan suyu ortamdan ¢ekmek i¢in reaksiyon ortamina
katilan silika jelin miktarinin yagin doniisiimiine etkisini belirlemek amaci ile silika
jel kullanilmadan ve farkli miktarda silika jel kullanilarak, 50°C’de, 1/3 yag/metanol
mol oraninda metanol ve 0,1 enzim/yag agirlik oraninda da enzim kullanilarak, 25
mL n-hekzan ortaminda yiiriitiilmiistiir. Silikajelsiz ve 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 silika jel/yag
agirhik oraninda silikajel katilarak yiiriitiilen reaksiyonlarda yag asidi metil ester
iceriklerinin zamana gore degisimleri Tablo 4.2 ‘de, Sekil 4.2- 4.6°da ve ekler
boliimiinde Tablo A.1 ve A.3-A.6‘da verilmistir.

Tablo 4.2. Findik Yag-Metanol Enzimatik Alkoliz Reaksiyonunda Silika jel Etkisi
(yag: 5 g; yag/metanol mol orant: 1/3; enzim/yag agirlik orani: 0,1; sicaklik: 50°C; n-
hekzan: 25 mL).

Zaman Yag Asidi Metil Ester Igerigi (YoAgirhk)
(dak.) | Silika./Yag | Silika./Yag | Silika./Yag Silika./Yag | Silika./Yag
0 0,2 0,4 0,6 0,8*
0 - - - - -
5 - 6,82 8,08 11,94 9,7+0,6
10 3,65 8,27 20,03 23,16 21,98 £2,2
15 4,88 16,8 31,06 32,8
20 7,17 25,16 40,22 49,01 43,12+ 0,4
30 8,12 34,83 56,32 64,15 63,65+ 6,1
45 9,9 52,13 68,75 69,07
60 13,4 58,43 74,72 84,07 76,96 + 3.8
120 25,05 63,12 78,65 85,28 87,82 +2.7
180 33,43 67,47 81,99 82,02 86,64 + 2,1

* 0,8 silika jel/yag agirlik orani i¢in verilen degerler paralel yiiriitiilen iki ¢aligmanin
ortalama degerleridir.
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Sekil 4.3. Findik Yagi-Metanol Enzimatik Alkoliz Reaksiyonunun Adsorbansiz
Ortamda Yiriitiilmesi (yag: 5g; yag/metanol mol orant: 1/3; enzim/yag agirlik orani:
0,1; sicaklik: 50 °C; n-hekzan: 25 mL).
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Sekil 4.4. Findik Yagi-Metanol Enzimatik Alkoliz Reaksiyonunda 0,2 Silikajel/Yag
Agirlik Oraninda Silikajel Kullaniminin Etkisi (yag: 5g; yag/metanol mol orani: 1/3;
enzim/yag agirlik orani: 0,1; sicaklik: 50°C; n-hekzan: 25 mL).
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Sekil 4.5. Findik Yagi-Metanol Enzimatik Alkoliz Reaksiyonunda 0,4 Silikajel/Yag
Agirlik Oraninda Silikajel Kullaniminin Etkisi (yag: 5g; yag/metanol mol orani: 1/3;
enzim/yag agirlik orani: 0,1; sicaklik: 50°C; n-hekzan: 25 mL).
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Sekil 4.6. Findik Yagi-Metanol Enzimatik Alkoliz Reaksiyonunda 0,6 Silikajel/Yag
Agirlik Oraninda Silikajel Kullaniminin Etkisi (yag: 5g; yag/metanol mol orani: 1/3;
enzim/yag agirlik orani: 0,1; sicaklik: 50°C; n-hekzan: 25 mL).
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Deneylerden elde edilen sonuglar silikajel kullanimi ile ester olusumunun arttigini
gostermistir. Bu sonug literatiir bilgileri ile uyumludur. Tablo 4.2 incelendiginde 0,6
ve 0,8 silikajel/ yag agirlik oraninda yiiriitiilen deneylerde elde edilen yag asidi metil
ester igeriklerinin birbirine yakin oldugu goriilmiis; fakat 3 saat sonunda en yliksek
yag asidi metil esteri olusumunun ( %86,64) 0,8 silikajel/ yag oraninda elde edildigi
dikkate alinarak daha sonraki ¢alismalarda bu silikajel miktarinda ¢alisilmasina karar
verilmistir. Reaksiyon siiresini belirlemek i¢in 0,8 silika jel/yag agirlik oraninda
yapilan deneylerden biri 24 saat siirdiirilmustiir. Tablo A.7 incelendiginde 24 saat

sonucunda da yag asidi metil esteri olusumunun yaklasik %87 oldugu goriilmiistiir.

4.3. Findik Yagi-Metanol Enzimatik Alkoliz Reaksiyonuna Enzim Miktarinin
Etkisi

Enzim miktarinin findik yag1 alkolizindeki etkisini belirlemek amaci ile, findik yagi
(59) alkoliz reaksiyonu, metanol (yag/metanol mol orani: 1/3), silikajel (silika jel/yag
agirlik orani: 0.8) ve 0,02; 0,03; 0,04; 0,05; 0,1; 0,15 enzim/yag agirlik oranlarinda
enzim kullanilarak, 50°C’de 25 mL n-hekzan ortaminda yiiriitiilmiistiir. Elde edilen
tiriinlerin yag asidi esteri icerikleri Tablo 4.3°de, {iriin bilesimlerinin zamana gore
degisimleri ise Sekil 4.2, 4.7- 4.11 ve ekler bolimiinde Tablo A.1, A.8-A.12‘de

verilmistir.

Tablo 4.3 Findik Yagi-Metanol Enzimatik Alkoliz Reaksiyonuna Enzim Miktarinin
Etkisi ( yag: S5g; yag/metanol mol orant: 1/3; sicaklik: 50°C; n-hekzan: 25 mL; silika
jel/yag agirlik orani: 0,8).

Zaman Yag Asidi Metil Ester Icerigi (%Agirhk)
(dak.) | Enzim/Yag | Enzim/Yag | Enzim/Yag | Enzim/Yag | Enzim/Yag | Enzim/Yag
0,02 0,03 0,04 0,05 0,1 0,15
0 - - - - - -
5 -- 2,53+0,1 3,45+0,2 4,03+0,1 9,7+0,6 14,31+£5,4
10 3,71+0,4 6,64+0 7,512 9,23+1,0 | 21,98+2,2 31,5+14,3
20 7,73+£0,8 12,7+0,1 14,29+0,3 20,29+1,3 43,12+0,4 | 56,54+11,9
30 | 121114 | 21,02423 | 25.56£12 | 36,01=2.8 | 63,6546,1 | 71,6511,1
40 17,24+2,5 29,81+2.5 38,78+1,9 | 46,00+1,3 71,26+6,3 78,85+5,9
50 23,53+1,2 37,45+2,1 48,88+0,1 55,03+£2,6 | 76,27+5,1 81,2+6,2
60 29,89+1,5 | 47,56x1,2 58,06+0,2 63,57+0 76,96+3,8 85,15+4,7
120 60+3,8 71,19+4,7 82,41+1,4 | 74,95+0,5 87,824+2,7 85,68+3,9
180 76,86+2,1 78,834+3,6 88,78+0 77,59+0,4 86,64+2,1 89,59+3.9
240 85,66+5 85,75+€1,2 | 90,45+0,5 | 86,65+1,1 84,63+3,2 91,234+7,6
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Sekil 4.7. Findik Yagi-Metanol Enzimatik Alkoliz Reaksiyonunda 0,02 Enzim/Yag
Agirlik Oraninda Enzim Kullanimmin Etkisi (yag: 5g; yag/metanol mol orani: 1/3;
sicaklik: 50°C; n-hekzan: 25 mL; silika jel/yag agirlik orani: 0,8).
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Sekil 4.8. Findik Yagi-Metanol Enzimatik Alkoliz Reaksiyonunda 0,03 Enzim/Yag
Agirlik Oraninda Enzim Kullaniminin Etkisi (yag: 5g; yag/metanol mol orani: 1/3;
sicaklik: 50°C; n-hekzan: 25 mL; silika jel/yag agirlik orani: 0,8).
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Sekil 4.9. Findik Yagi-Metanol Enzimatik Alkoliz Reaksiyonunda 0,04 Enzim/Yag
Agirlik Oraninda Enzim Kullaniminin Etkisi (yag: 5g; yag/metanol mol orant: 1/3;

sicaklik: 50°C; n-hekzan: 25 mL; silika jel/yag agirlik orani: 0,8).
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Sekil 4.10. Findik Yagi-Metanol Enzimatik Alkoliz Reaksiyonunda 0,05 Enzim/Yag
Agirlik Oraninda Enzim Kullaniminin Etkisi (yag: 5g; yag/metanol mol orani: 1/3;

sicaklik: 50°C; n-hekzan: 25 mL; silika jel/yag agirlik orani: 0,8).
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Sekil 4.11. Findik Yagi-Metanol Enzimatik Alkoliz Reaksiyonunda 0,15 Enzim/Yag
Agirlik Oraninda Enzim Kullaniminin Etkisi (yag: 5g; yag/metanol mol orani: 1/3;
sicaklik: 50°C; n-hekzan: 25 mL; silika jel/yag agirlik orani: 0,8).

Tablo 4.3’ de goriildiigii gibi, incelenen enzim miktarlar1 i¢in 4 saat sonunda
reaksiyon denge durumuna yaklasmistir. Ulagilan en yiiksek yag asidi metil ester
icerigi %91,23 olup 0,15 enzim/yag agirlik oraninda elde edilmistir. Ancak,
enzimlerin pahali katalizorler oldugu disiliniilerek calismanin bundan sonraki

boliimlerinde 0,1 enzim/yag agirlik oraninda ¢alisilmasi uygun goriilmiistiir.

4.4. Findik Yagi-Metanol Alkoliz Reaksiyonuna Sicaklik Etkisi

Findik yagmin enzimatik metanoliz reaksiyonunda sicaklik etkisini belirlemek i¢in,
alkoliz reaksiyonu daha 6nce belirlenen en uygun kosullar da dikkate alinarak 30, 40
ve 50 °C’ de yiiriitiilmistiir. Elde edilen iirlinlerin ME igerikleri Tablo 4.4 ‘de, iiriin
bilesimlerinin zamana gore degisimi ise Sekil 4.2, 4.12, 4.13 ve ekler boliimiinde

Tablo A.1, A.13, A.14 ‘de verilmistir.
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Tablo 4.4. Findik Yagi-Metanol Enzimatik Alkoliz Reaksiyonuna Sicaklik Etkisi
(vag 5 g; yag/metanol mol orant: 1/3; enzim/yag agirlik orani: 0,1; n-hekzan: 25 mL;
silika jel/yag agirlik orani: 0,8).

Zaman Yag Asidi Metil Esteri Icerigi (%Agirlik)
(dak.) 40°C 50°C 60°C
0 - - -
5 7,11+ 0,7 9,7+ 0,6 3,51+ 0,3
10 15,57+ 1 21,98+2.2 6,14+ 0
20 39,75+ 3,4 43,12+ 0,4 11,36+ 0,2
30 60,62+ 5,7 63,65+ 6,1 14,63+ 0,6
40 73,04+ 3.9 71,26+ 6,3 15,97+0,3
50 79,43+ 0,6 76,27+ 5,1 15,98+ 0,3
60 87,88+ 0,2 76,96+ 3,8 17,8+ 0,7
120 100+ 0 87,82+ 2,7 22,55+ 0,4
180 100+ 0 86,64+ 2,1 22,79+ 2,1
240 100+ 0 84,63+ 3,2 25,25+ 0,9

Tablo 4.4 incelendiginde reaksiyonun ilk yarim saati sonunda, 50°C ‘deki ester
miktar1 40°C’dekine gore daha fazladir. Ancak, reaksiyonun ilerleyen saatlerinde
40°C’deki olusan ester miktarmin diger iki sicakliktakinden daha yiiksek oldugu
goriilmektedir. 2 saat sonunda 40°C’de ester olusumu pratik olarak %100 degerine
ulagsmigtir. Literatiirde verilen bilgilere gore, Lipozym IM i¢in optimum ¢alisma
sicaklik aralign 30-70°C dir. Incelenen kosullarda sicakligin 40°C’nin {istiine
yiikkselmesi ile enzimin aktivitesinde diisme ve bunun sonucu olarak da yag
dontisiimiinde bir azalma goriilmiistiir. Bu sonu¢ dogal bir sonugtur ve enzimin
optimum aktivite gosterecegi sicakligin uygulanan reaksiyona ve substrat ¢esidine
gore de degismekte oldugunu gostermektedir. Bu ¢alismada incelenen kosullarda
optimum sicakligin 40°C’de oldugu kabul edilmistir. Ancak kesin yargiya

varabilmek i¢in reaksiyonun 30°C’ de de yliriitiilmesi gereklidir.
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Sekil 4.12. Fmdik Yagi-Metanol Enzimatik Alkoliz Reaksiyonunun 40°C’de
Yirttilmesi (yag: 5 g; yag/metanol mol orani:1/3; enzim/yag agirlik orani: 0,1; n-

hekzan: 25 mL; silikajel/yag agirlik orant: 0,8).
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Sekil 4.13. Findik Yagi-Metanol Enzimatik Alkoliz Reaksiyonunun 60°C’de
Yiriitiilmesi (yag: 5 g; yag/metanol mol orani:1/3; enzim/yag agirlik orani: 0,1; n-

hekzan: 25 mL; silikajel/yag agirlik orani: 0,8).
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4.5. Findik Yagi-Metanol Enzimatik Alkoliz Reaksiyonuna Yag/Metanol Mol

Oranimin EtKisi

Findik yaginin enzimatik alkoliz reaksiyonuna yag/metanol mol oraninin etkisini
belirlemek i¢in 40°C’de, 5 g yag, 0,1 enzim/yag ve 0,8 silika jel/yag agirhk
oranlarinda, 25 mL n-hekzan igerisinde yiiriitiilen reaksiyonlarda yag/alkol mol
oranlar11/2, 1/3, 1/4 olarak secilmistir.

Elde edilen iiriinlerin metil ester igerikleri Tablo 4.5’de, {irlin bilesimlerinin zamana
gore degisimi ise Sekil 4.12, 4.14, 4.15 ve ekler boliimiinde Tablo A.13, A.15 ve
A.16 ‘da verilmistir.

Tablo 4.5 Findik Yagi-Metanol Enzimatik Alkoliz Reaksiyonunda yag/metanol mol

Zaman Yag Asidi Metil Ester Igerigi (%Agirhk)
(dak.) 1/2 1/3 1/4

0 - - -

5 929+ 0.9 TA1£0.7 6,37 +0.2
10 15,49 £ 1,6 1557 = 1 13,74 0,2
20 31,47+ 0,2 39,5+34 34,52 £0,5
30 4535+ 0,9 60.62 £ 5,7 5225+24
40 50,49 + 0,1 73,04 + 3,9 71+£1.2
50 50,09 £0,9 79,43 +£ 0,6 82,67 £4,9
60 55,65 + 0,8 87,88 + 0,2 92,33 +1,9
120 65,06 + 1,7 100+ 0 100+ 0
180 71,18 £0 100+ 0 100+ 0
240 72,97 + 1,8 100+ 0 100+ 0

Oraninin Etkisi (yag: 5 g; enzim/yag agirlik orani: 0,1; sicaklik: 40°C; n-hekzan: 25
mL ; silika jel/yag agirlik orani: 0,8).

Tablo 4.5‘den de goriildigii gibi 1/2 yag/metanol mol oraninda diisiik ester
doniistimleri elde edilmistir. Bunun nedeni olarak ortamdaki metanoliin alkoliz
reaksiyonu i¢in yeterli miktarda olmamasidir. 1/3 ve 1/4 yag/metanol oraninda
calisildiginda olusan yag asidi esteri yiizdeleri birbirine yakindir. Her iki degerde de
2 saat sonunda % 100 ester elde edilmistir. Ekonomik agidan diisiiniildiiglinde

stokiyometrik oranda ¢alisilmasina karar verilmistir.
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Sekil 4.14. Findik Yagi-Metanol Enzimatik Alkoliz Reaksiyonunda 1/2 Yag/Metanol
Mol Oraninda Metanol Kullanimmin Etkisi (yag:5g; enzim/yag agirlik orani: 0,1;

sicaklik: 40°C; n-hekzan: 25 mL; silika jel/yag agirlik orani: 0,8).
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Sekil 4.15. Findik Yagi-Metanol Enzimatik Alkoliz Reaksiyonunda 1/4 Yag/Metanol
Mol Oraninda Metanol Kullaniminin Etkisi (yag:5g; enzim/yag agirhik orani: 0,1;

sicaklik: 40°C; n-hekzan: 25 mL; silika jel/yag agirlik orani: 0,8).
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4.6. Findik Yagi-Metanol Enzimatik Alkoliz Reaksiyonuna Coziicii EtKisi.

Findik yagmmin enzimatik metanoliz reaksiyonunda ¢Oziicii ortaminin etkisini
belirlemek i¢in, alkoliz reaksiyonu daha 6nce belirlenen en uygun kosullar da dikkate
alimarak toluen, i-oktan, siklohekzan, n-heptan, n-hekzan ¢6ziicii ortaminda
yiirtitilmistiir. Elde edilen iirtinlerin ME igerikleri Tablo 4.6 ‘da, iiriin bilesimlerinin
zamana gore degisimi ise Sekil 4.12, 4.16- 4.19 ve Ekler boliimiinde Tablo A.17-

A.19 ‘de verilmistir.

Tablo 4.6. Findik Yagi-Metanol Enzimatik Alkoliz Reaksiyonunda Coziicliniin
Etkisi (yag: 5 g; yag/metanol mol orani: 1/3; enzim/yag agirlik orani: 0,1; sicaklik:
40°C; ¢oziicii: 25 mL; silika jel/yag agirlik orani: 0,8).

Zaman Yag Asidi Metil Ester Igerigi (%Agirlk)
(dak.) Toluen I-oktan Siklohekzan | n-Heptan n-Hekzan

0 - - - - -

5 -- 4,45+() 5,23+0,3 7,77 7,11+0,7
10 3,26+0,7 12,13£0,4 | 10,75+0,2 | 15,84+0.6 15,57+1
20 6,03+0,4 31,43+0,8 21,48+0,3 38.,36+2,4 39,75+3,4
30 10,87+1,1 | 46,63+4,1 32,9246 | 4977429 | 60,62+5,7
40 19,92+1 70,48+6,14 45,1845,2 | 72,67£2,8 73,04+3,9
50 23,58+1,3 | 81,99+0.6 58,2148 84,63+1 79.,43+0,6
60 28,23+1,2 85,39+0,8 68,25+7,2 88,3310 87,88+0,2

120 64,99+1,1 100 90,46+0,2 100 100
180 86,61+2 100 100 100 100
240 97,53+2,5 100 100 100 100

Tablo 4.6 incelendiginde, findik yagi-metanol enzimatik alkoliz reaksiyonu igin n-
hekzan ve n-heptanin yakin sonuglar verdigi gorilmiistiir. En disiik ester olusumu
ise toluenin ¢oziicii olarak kullanildig1 deneylerde elde edilmistir. Coziiciiniin yapisi
ve polaritesi enzimin aktivitesini etkilemektedir. Organik ¢6ziiciilerin polaritesi logP
(oktanol-su ikili sisteminde, verilen bir komponentin dagilim katsayilarinin
oranlarinin logaritmasi) ile ol¢iiliir. Literatiirde, ikiden kiiclik olan logP degerlerine
sahip olan ¢oziiciilerin enzimatik reaksiyonlarda iyi sonu¢ vermedigi logP degeri 3,5
ve Ustlinde olan ¢oziiciilerle yliriitiilen reaksiyonlarda ise daha diigiik logP degerine
sahip olan ¢oziiclilere gore daha yiiksek verim ve stereosecicilik elde edildigi
belirtilmektedir. Bu ¢calismada ¢6ziicii olarak kullanilan toluen, i-oktan, siklohekzan,
n-heptan ve n-hekzanin logP degerleri sirasiyla 2,5, 4,5, 3,2, 4 ve 3,5dir [42]. Tablo
4.6’da gosterilen sonuglar literatiirde agiklanan bu bilgilerle uyumludur. Siklo-

hekzanin ayn1 C sayili n-hekzana gore, tolueninde n-heptana gore daha diisiik alkoliz
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verimine neden olmasi ¢oziiciiniin kimyasal yapisinin enzimatik reaksiyonlardaki

Onemini gostermektedir.
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Sekil 4.16. Findik Yagi-Metanol Enzimatik Alkoliz Reaksiyonuna Toluenin Etkisi
(yag: 5g; yag/alkol mol orani:1/3; enzim/yag agirhik orani: 0,1; sicaklik: 40°C; silika
jel/yag agirlik orani: 0,8).
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Sekil 4.17. Findik Yagi-Metanol Enzimatik Alkoliz Reaksiyonuna I-oktanin Etkisi
(yag: 5g; yag/alkol mol orani:1/3; enzim/yag agirlik orani: 0,1; sicaklik: 40°C; silika
jel/yag agirlik orant: 0,8).
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Sekil 4.18. Findik Yagi-Metanol Enzimatik Alkoliz Reaksiyonuna Siklohekzanin
Etkisi (yag: 5g; yag/alkol mol orani:1/3; enzim/yag agirlik orani: 0,1; sicaklik: 40°C;
silika jel/yag agirlik orant: 0,8).
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Sekil 4.19. Findik Yagi-Metanol Enzimatik Alkoliz Reaksiyonuna n-Heptanin Etkisi

(yag: 5g; yag/alkol mol orani:1/3; enzim/yag agirlik orani: 0,1; sicaklik: 40°C; silika
jel/yag agirlik orant: 0,8).
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5. VARGILAR VE ONERILER

Bu calismada; Tirkiye kokenli findik yagmin enzimatik metanolizi incelenmistir.

Calismada elde edilen sonuglar ve oneriler asagida siralanmstir:

1. Farkli lipazlar varliginda yiiriitiilen reaksiyonlarda 3 saat sonunda en yiiksek ester

olusumu Lipozym IM lipazi ile elde edilmistir.

2. Reaksiyon sonucunda olusan gliserini reaksiyon ortamindan uzaklastirmak,
boylece daha yiiksek ester olusumu elde etmek igin silika jel katilarak 50°C de ve 3
saat, 1/3 yag/metanol mol oraninda ve 0,1 enzim/yag agirlik oraninda yiiriitiilen
reaksiyonlarda en yiiksek ester olusumu 0,8 silika jel/yag agirlik oraninda silika jel

kullanimu ile elde edilmistir.

3. Reaksiyon siiresinin alkoliz verimine etkisini belirlemek icin, yukarida agiklanan
kosullarda 24 saat yiiriitiilen reaksiyonlar sonucunda en uygun reaksiyon siiresi 4 saat

olarak belirlenmistir.

4. Enzim miktar1 ve sicakligin etkisini belirlemek i¢in yiiritiilen deneyler sonunda

elde edilen optimum kosullar;

- yag/metanol mol orani: 1/3

- enzim/ yag agirlik orani: 0,1
- sicaklik: 40°C

- silikajel/yag agirlik orani: 0,8
- reaksiyon siiresi: 4 saat

- n-hekzan: 25 mL olarak saptanmistir.

5. Farkli ¢oziicii ortaminda, optimum kosullarda yiiriitiilen deneylerde n-hekzan ve
n-heptanin benzer sonuglar verdigi ve 2 saat reaksiyon siiresi sonunda ester

olusumunun yaklasik %100 oldugu goriilmiistir.

6. Findik yagi-metanol enzimatik alkoliz reaksiyonu sonucu elde edilen yag asidi

metil ester karisiminin biyodizel yakit olarak kullanilma potansiyelinin belirlenmesi
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icin bu ester riiniiniin yakit 6zelliklerinin belirlenmesi ve biyodizel standartlarina

uygunlugunun incelenmesi gereklidir.

7. Findik potansiyeli yliksek olan iilkemizde, bu konu iizerine yapilan ¢alismalarla

findik yag1 tiretimine de tesvik saglanmis olunacaktir.
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EKA

Tablo A.1. Findik Yagi-Metanol Enzimatik Alkoliz Reaksiyonuna Lipozym IM
Enziminin Etkisi (yag: 5g; yag/metanol mol orani: 1/3; enzim/yag agirlik orani: 0,1;
sicaklik: 50°C; n-hekzan: 25 mL; silika jel/yag agirlik: 0,8 ).

Zaman Uriin Bilesimi (%Agirlik)
(dak.) ME TAG DAG MAG
0 -- 100 -- --
5 9,7+0,6 85,84+ 0,9 4,47+0,3 -
10 21,98 +2,2 70,79+ 2,1 7,24+0,1 --
15
20 43,12+ 0,4 47,23+0 9,656+0,4 --
30 63,65 + 6,1 27,28 + 6,1 9,1+0,1 --
45
60 76,96 + 5,1 16,98 +3,9 6,06+ 0 --
120 87,8227 12,19+ 2,7 -- --
180 86,64 + 2,1 11,26 +0,1 4,56 + 0,4 --

Tablo A.2. Findik Yagi-Metanol Enzimatik Alkoliz Reaksiyonuna Novozym 435
Enziminin Etkisi (yag: 5g; yag/metanol mol orani: 1/3; enzim/yag agirlik orani: 0,1;

sicaklik: 50°C; n-hekzan: 25 mL; silika jel/yag agirlik: 0,8 ).

Zaman Uriin Bilesimi (%Agirlhik)
(dak.) ME TAG DAG MAG
0 -- 100 -- --
5 - 100 -- --
10 -- 100 -- --
15 5,07 94,93 - --
20 8,63 91,37 -- --
30 10,57 89,43 - -
45 17,83 82,17 -- --
60 22,54 77,46 -- --
120 41,07 58,92 -- --
180 54,72 45,28 -- --
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Tablo A.3. Findik Yagi-Metanol Enzimatik Alkoliz Reaksiyonunun Adsorbansiz
Ortamda Yiritilmesi (yag: 5g; yag/metanol mol orani: 1/3; enzim/yag agirlik orani:

0,1; sicaklik: 50°C; n-hekzan: 25 mL).

Zaman Uriin Bilesimi (%Agirlik)
(dak.) ME TAG DAG MAG
0 -- 100 -- --
5 -- 100 -- --
10 3,65 96,35 -- --
15 4,88 91,95 3,18 -
20 7,17 92,83 -- --
30 8,12 82,89 4,67 4,33
45 9,90 74,83 7,11 8,16
60 14,00 67,69 9,60 8,71
120 25,05 58,30 7,90 8,75
180 33,43 50,79 9,42 6,36

Tablo A.4. Findik Yagi-Metanol Enzimatik Alkoliz Reaksiyonunda 0,2 Silika
jel/'Yag Agirlik Oraninda Silika jel Kullannmimin Etkisi (yag: 5g; yag/metanol mol
orant: 1/3; enzim/yag agirlik orani: 0,1; sicaklik: 50°C; n-hekzan: 25 mL).

Zaman Uriin Bilesimi (%Agirlik)
(dak.) ME TAG DAG MAG
0 -- 100 -- --
5 6,82 87,91 5,27 --
10 8,27 81,30 5,10 5,33
15 16,80 73,07 6,40 3,73
20 25,16 63,36 6,59 4,89
30 34,84 52,88 8,57 3,71
45 52,13 36,39 11,48 --
60 58,43 28,88 12,69 --
120 63,12 26,59 10,28 --
180 67,47 20,58 11,95 --
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Tablo A.5. Findik Yag-Metanol Enzimatik Alkoliz Reaksiyonunda 0,4 Silika
jel/Yag Agirlik Oraninda Silikajel Kullaniminin Etkisi (yag: 5g; yag/metanol mol
orant: 1/3; enzim/yag agirlik oran1: 0,1; sicaklik: 50°C; n-hekzan: 25 mL).

Zaman Uriin Bilesimi (%Agirlik)
(dak.) ME TAG DAG MAG
0 -- 100 -- --
5 8,08 87,71 4,21 --
10 20,03 73,40 6,57 --
15 31,06 60,78 8,15 -
20 40,22 51,10 8,68 --
30 56,32 33,43 10,26 --
45 68,75 20,81 10,43 --
60 74,72 17,09 8,19 --
120 78,65 16,30 5,05 -
180 81,99 18,00 -- --

Tablo A.6. Findik Yagi-Metanol Enzimatik Alkoliz Reaksiyonunda 0,6 Silika
jel/Yag Agirlik Oraninda Silikajel Kullaniminin Etkisi (yag: S5g; yag/metanol mol
orant: 1/3; enzim/yag agirlik orani: 0,1; sicaklik: 50°C; n-hekzan: 25 mL).

Zaman Uriin Bilesimi (%Agirlik)
(dak.) ME TAG DAG MAG
0 -- 100 -- --
5 11,94 88,05 -- --
10 23,16 70,08 6,77 --
15 32,80 58,45 8,75 --
20 49,01 44,65 6,34 --
30 64,15 29,47 6,37 --
45 69,07 20,96 9,96 --
60 84,07 15,93 -- --
120 85,28 14,72 -- --
180 82,02 17,98 -- --
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Tablo A.7. Findik Yagi-Metanol Enzimatik Alkoliz Reaksiyonuna Reaksiyon
Siiresinin Etkisi (yag: 5g; yag/metanol mol orant: 1/3; enzim/yag agirlik orani: 0,1;

sicaklik: 50°C; hekzan: 25 mL; silika jel/yag agirlik orani: 0,8).

Zaman Uriin Bilesimi (%Agirlik)
(dak.) ME TAG DAG MAG
0 -- 100 -- --
5 9,7 85,84 4,47 -
10 21,98 70,79 7,24 --
20 43,12 47,23 9,65 --
30 63,65 27,28 9,07 --
40 71,26 20,39 8,35 --
50 76,27 16,95 6,77 --
60 76,96 16,98 6,06 --
120 87,82 12,19 -- --
180 86,64 11,26 2,1 --
240 84,63 10,81 4,56 --
300 86 11,92 2,09 --
360 86,10 8,45 5,44 --
420 86,15 8,12 5,73 --
1440 87,81 4,65 7,54 --

Tablo A.8. Findik Yagi-Metanol Enzimatik Alkoliz Reaksiyonunda 0,02 Enzim/Yag
Agirlik Oraninda Enzim Kullaniminin Etkisi (yag: 5g; yag/metanol mol orani: 1/3;

sicaklik: 50°C; hekzan: 25 mL; silika jel/yag agirlik orani: 0,8).

Zaman Uriin Bilesimi (%Agirlik)
(dak.) ME TAG DAG MAG
0 -- 100 -- --
5 -- 100 -- --
10 3,71+0,4 96,29 £ 0,4 -- --
20 7,73+0,8 92,27 +0,8 -- --
30 12,11 +1,4 84,40+ 1,7 3,49+0,3 --
40 17,24 + 2,5 78,51+29 4,26 +0,6 --
50 2353+1,2 70,47 +1,6 6,00 £ 0,3 --
60 29,89+15 63,51 +24 6,59 +0,8 --
120 60,00 + 3,8 31,84+45 8,16 + 0,7 --
180 76,86 + 2,1 16,96 + 1,6 6,18+ 0,4 --
240 85,66 +5 12,16 + 2,8 2,18 +2,2 --
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Tablo A.9. Findik Yagi-Metanol Enzimatik Alkoliz Reaksiyonunda 0,03 Enzim/Yag
Agirlik Oraninda Enzim Kullaniminin Etkisi (yag: 5g; yag/metanol mol orani: 1/3;

sicaklik: 50°C; hekzan: 25 mL; silika jel/yag agirlik orani: 0,8).

Zaman Uriin Bilesimi (%Agirlik)
(dak.) ME TAG DAG MAG
0 -- 100 -- --
5 2,53+0,1 97,47+0,1 -- --
10 6,64 +0 92,08+1,2 1,28+1,3 --
20 12,70+£0,1 83,34+ 0,4 3,97 +0,3 -
30 21,02+2,3 72,95+2,9 6,03+ 0,6 --
40 29,81+25 63,62 + 2,7 6,58 + 0,2 --
50 3745+21 54,27+ 2,2 8,28 +0,2 -
60 4756 +1,2 42,96 + 0,9 9,48+0,4 --
120 71,19+ 47 22,48 £ 5,4 6,33+ 0,6 -
180 78,83+ 3,6 19,21 +1,6 195+1,9 --
240 85,75+ 1,2 14,26 + 1,2 -- --

Tablo A.10. Findik Yagi-Metanol

Enzimatik Alkoliz Reaksiyonunda 0,04
Enzim/Yag Agirlik Oraninda Enzim Kullaniminin Etkisi (yag: 5g; yag/metanol mol

orant: 1/3; sicaklik: 50°C; hekzan: 25 mL; silika jel/yag agirlik oran1: 0,8).

Zaman Uriin Bilesimi (%Agirlik)
(dak.) ME TAG DAG MAG
0 -- 100 -- --
5 3,45+ 0,2 96,55+ 0,2 -- --
10 750+1,2 9250+1,2 -- --
20 14,29+ 0,3 81,69+0,2 4,02+0,5 --
30 2556 +1,2 68,04 +1,5 6,40+ 0,3 --
40 38,78+1)9 52,38+ 1,3 8,84 +0,5 --
50 48,88 £ 0,1 42,40+ 0,5 8,71+0,6 --
60 58,06 +0,2 33,44 £0,7 8,49+0,5 --
120 82,41+14 11,34+1,4 6,25+ 0 --
180 88,78 6,89 4,34 --
240 90,45+0,5 727+1,8 2,28+2,3 --
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Tablo A.11. Findik Yagi-Metanol

Enzimatik Alkoliz Reaksiyonunda 0,05
Enzim/Yag Agirlik Oraninda Enzim Kullaniminin Etkisi (yag: S5g; yag/metanol mol

orant: 1/3; sicaklik: 50°C; hekzan: 25 mL; silika jel/yag agirlik orani: 0,8).

Zaman Uriin Bilesimi (%Agirlik)
(dak.) ME TAG DAG MAG
0 -- 100 -- --
5 4,03+0,1 95,97 +0,1 -- --
10 9,23+1 87,10+ 0,9 3,67+0,1 --
20 20,29+ 1,3 73,47 +1,8 6,24 +0,5 -
30 36,01 +2,8 55,78 + 2,6 8,20+ 0,2 --
40 46,00+ 1,3 4541 +1,1 8,59 + 0,2 --
50 55,03 + 2,6 36,13 + 3,2 8,85+0,6 --
60 63,57+ 0 27,55+ 0 8,88+ 0 -
120 74,95+ 0,5 19,72+ 0,5 533+0 -
180 77,59 + 0,4 20,75+ 2 166+1,7 --
240 86,65+ 1,1 13,35+1,1 -- -

Tablo A.12. Findik Yagi-Metanol

Enzimatik Alkoliz Reaksiyonunda 0,15
Enzim/Yag Agirlik Oraninda Enzim Kullaniminin Etkisi (yag: 5g; yag/metanol mol

orant: 1/3; sicaklik: 50°C; hekzan: 25 mL; silika jel/yag agirlik oran1: 0,8).

Zaman Uriin Bilesimi (%Agirlik)
(dak.) ME TAG DAG MAG
0 ~ ~ ~ ~
5) 1431 +5,4 82,18+ 7,2 3,51+34 --
10 31,50 + 14,3 61,27 +17,1 7,24 +£5,6 --
20 56,54 + 11,9 35,90+ 11,5 7,56+2,0 --
30 7165+11,1 20,81 +£8,5 754+2,1 --
40 78,85+5,9 16,21 + 3,2 494 +1,6 --
50 81,20 £ 6,2 14,17+ 2,2 463+3,0 --
60 85,15 +4,7 12,00+ 2,5 285+28 --
120 85,68 + 3,9 12,24 + 4,3 2,09+ 3,6 --
180 89,59 + 3,9 6,61+0,9 3,80 £ 3,7 --
240 91,23+7,6 4,88+48 3,90+ 3,6 --
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Tablo A.13. Findik Yagi-Metanol Enzimatik Alkoliz Reaksiyonunun 40°C’de
Yiiriitiilmesi (yag: 5g; yag/metanol mol orant: 1/3; enzim/yag agirlik orani: 0,1; n-
hekzan: 25 mL; silika jel/yag agirlik orani: 0,8).

vaman (dak.) Uriin Bilesimi (%Agirlik)
ME TAG DAG MAG

0 -- 100 -- --

5 7,11+0,7 89,96 +1,1 292+04 --
10 1557+1 79,43 £0,7 5+0,2 --
20 39,75+ 3,4 53,67 +4,5 6,58+1,1 --
30 60,62 +£5,7 31,70 £5,2 7,68+0,5 --
40 73,04+ 3,9 21,92+54 504+15 --
50 79,43+ 0,6 15,15+ 0,4 542+0,1 --
60 87,88 £0,2 9,890+2 2,26+ 23 --
120 100 -- -- --
180 100 -- -- --
240 100 -- -- --

Tablo A.14. Findik Yagi-Metanol Enzimatik Alkoliz Reaksiyonunun 60°C’de
Yiiriitiilmesi (yag: 5g; yag/metanol mol oranit: 1/3; enzim/yag agirlik orani: 0,1; n-

hekzan: 25 mL; silika jel/yag agirlik orani: 0,8)

Zaman Uriin Bilesimi (%Agirlik)
(dak.) ME TAG FFA DAG MAG
0 -- 100 -- -- --
5 3,51+0,3 93,02 +0,6 -- 3,47 +3,5 --
10 6,14 +0 89,19+0,1 -- 4,67+0,1 --
20 11,36 £ 0,2 8253+14 -- 6,11+1,1 --
30 14,63 + 0,6 85,37 +£0,6 -- -- --
40 15,97+ 0,3 7553+24 | 248+25 | 6,02+0,2 --
50 15,98 + 0,3 7240+3,2 | 501+11 | 661+17 --
60 17,80+ 0,7 7352+45 | 3,30+3,3 | 539+0,5 --
120 2255+0,4 66,80+0,3 | 855+2 | 2,10+21 --
180 22,79 +2,1 6567+11 | 976+14 | 1,78+18 --
240 25,25+0,9 65,71+05 | 9,04+14 -- --

52




Tablo A.15.

Findik Yagi-Metanol

Enzimatik Alkoliz Reaksiyonunda 1/2
Yag/Metanol Mol Oraninda Metanol Kullannommin Etkisi (yag: 5g; silika jel/yag

agirlik orani: 0,8; enzim/yag agirlik orani: 0,1; sicaklik: 40°C; n-hekzan: 25 mL).

Zaman Uriin Bilesi oA mrhik)
Zanan Urun Bitest oA gITiK)
(dak.) ME TAG DAG MAG
0 -- 100 -- --
5 9,29+0,9 88,42 + 6,3 2,29+23 -
10 1549+ 1,6 78,16 + 3,8 6,36 0,2 -
20 31,47+0,2 60,44 +1 8,09+ 0,7 -
30 45,35+ 0,9 44,13+ 2.2 10,52 + 0,2 -
40 50,49+0,1 39,35+ 0 10,15+ 0,2 -
50 50,09 + 0,9 41,98 +1,7 793+0 -
60 55,65+0,8 37,87+0,1 6,48 +£0,7 -
120 65,06 + 1,7 28,98 +£2,3 5,96+ 0,5 -
180 71,18 28,82 -~ -~
240 7297+18 27,03+1,8 -- -

Tablo A.16. Findik Yagi-Metanol Enzimatik Alkoliz Reaksiyonunda 1/4
Yag/Metanol Mol Oraninda Metanol Kullanimmnin Etkisi (yag: 5g; silika jel/yag
agirlik orani: 0,8; enzim/yag agirlik orani: 0,1; sicaklik: 40°C; n-hekzan: 25 mL).

Zaman Uriin Bilesimi (%Agirlik)
(dak.) ME TAG DAG MAG
0 -- 100 -- --
5 6,37 £0,2 90,62 +£0,2 3,020 --
10 13,74+ 0,2 81,84 +0,9 4,42 £0,7 --
20 34,52+ 0,5 57,98+ 0,8 75+0,3 --
30 52,25+ 2,4 41,62 +£1,7 6,13+ 0,7 --
40 71+1,.2 23,48+ 1,3 552+0,1 --
50 82,67+4,9 14,72+ 2,2 261+2,6 --
60 92,33+1,9 767+1,9 -- --
120 100 -- -- --
180 100 -- -- --
240 100 -- -- --
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(dak.) ME TAG DAG MAG
0 - 100 - -
5 - 100 - -
10 3,26 0,7 91,79+ 0,5 3,16 £0.6 1,79+1,79
20 6,03+ 0,4 85,31 + 3,4 5,38 £0,5 3,28 = 3,28
30 108711 82,30 + 1,91 6,83+0,3 -
40 19,92+ 1 80,08 = 1,02 - -
50 23,58 = 1,3 73,71+ 1,42 271+2,7 -
60 28,23+ 1,2 65,68 + 1,28 6,09+0,1 -
120 64,99 = 1,1 29,12 1,31 5,89 + 0,2 -
180 86,61+ 2 13,40 + 2,02 - -
240 97,53+25 - 247 £ 2,47 ~

Tablo A.17. Findik Yagi-Metanol Enzimatik Alkoliz Reaksiyonuna Toluenin Etkisi
(vag: 5g; silika jel/yag agirlik orani: 0,8; enzim/yag agirlik orani: 0,1; yag/metanol:
1/3; sicaklik: 40°C; ¢oziicii: 25 mL).

Tablo A.18. Findik Yagi-Metanol Enzimatik Alkoliz Reaksiyonuna I-oktanin Etkisi
(yag:5g; silika jel/yag agirlik orani:0,8; enzim/yag agirlik orani:0,1; yag/metanol:1/3;
sicaklik: 40°C; ¢oziicii: 25 mL).

Zaman Uriin Bilesimi (%Agirlik)
(dak.) ME TAG DAG MAG
0 -- 100 -- --
5 445+0 9555+0 -- --
10 12,13+0,4 87,87 £0,4 -- --
20 31,43 +0,8 68,56 + 0,8 -- --
30 46,63 £ 4,1 50,09+ 0,9 3,29+ 3,3 --
40 70,48+ 6,1 26,67 + 3,3 2,85+2,8 --
50 81,99+0,6 18,01+ 0,6 -- --
60 85,39+ 0,8 14,61+0,8 -- --
120 100 -- -- --
180 100 -- -- --
240 100 -- -- --
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Tablo A.19. Findik Yagi-Metanol Enzimatik Alkoliz Reaksiyonuna Siklohekzanin
Etkisi (yag: Sg; silika jel/yag agirlik orani: 0,8; enzim/yag agirlik orani: 0,1;
yag/metanol:1/3; sicaklik: 40°C; ¢oziicii: 25 mL).

Zaman Uriin Bilesimi (%Agirlik)
(dak.) ME TAG DAG MAG
0 -- 100 -- --
5 523+0,3 94,77 +£0,3 -- --
10 10,75+ 0,2 89,25 +0,2 -- --
20 21,48 +0,3 72,47 +0,3 6,060 -
30 32,92+6 64,06 £ 2,9 3,02+3 --
40 45,18 +5,2 48,55+ 5,6 6,27 +0,4 -
50 58,21 +8 41,79+ 8 -- --
60 68,25+ 7,2 28,36 + 3,8 3,40+ 3,4 -
120 90,46 £ 0,2 9,54 +0,2 -- --
180 100 -- -- --
240 100 -- -- --

Tablo A.20. Findik Yagi-Metanol Enzimatik Alkoliz Reaksiyonuna n-Heptanin
Etkisi (yag: Sg; silika jel/yag agirlik orani: 0,8; enzim/yag agirlik orani: 0,1;
yag/metanol: 1/3; sicaklik: 40°C; ¢oziicii: 25 mL).

Zaman Uriin Bilesimi (%Agirlik)
(dak.) ME TAG DAG MAG
0 -- 100 -- --
5 7,77 92,23 -- --
10 15,84 + 0,6 84,16 £ 0,6 -- --
20 38,36 + 2,4 57,88+ 1,3 3,76 £ 3,8 --
30 49,77+ 2,9 42,68 + 3,4 755+0,5 --
40 72,67+ 2,8 24,30+ 0,2 3,02+3 --
50 84,63 +1 15,37 +1 -- --
60 88,33+ 0 11,68 +0 -- --
120 100 -- -- --
180 100 -- -- --
240 100 -- -- --
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