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ATIK AGARTMA TOPRAGI YAGININ ENZIMATIK HIDROLIZI
OZET

Endiistride yag kullanim ¢ok yaygindir. Ozellikle bitkisel yaglar gida sektoriinde
kullanildig1 gibi kimya sanayinde de hammadde olarak énemli bir kullanim alanina
sahiptir. Bitkisel yaglarin igerisinde cesitli istenmeyen bilesikler bulunmaktadir.
Yaglar bulunduklar1 tohumdan mekanik veya fiziksel yontemlerle ¢ikarildiktan sonra
bu yaglarin rafine edilmesi gerekmektedir. Rafinasyon islemi recine giderme,
ndtralizasyon, agartma, deodorizasyon ve vinterizasyondan olugan iglemler serisidir.
Rafinasyon islemi esnasinda yagdan pigmentler, recinemsi maddeler, klofofiller,
sabunlagmayan maddeler ve vakslar gibi istenmeyen bilesikler ayrilir.

Sivi yag rafinasyon prosesinde bitkisel yaglarin %0,1-3 i kadar kullanilan aktive
agartma topragl (AAT) rafinasyon islemlerinde yaglarin %25-40’ in1 adsorplayarak
rafinasyon kaybina neden olur. Bu nedenle atik AAT yag asitleri iiretimi i¢in
potansiyel bir hammadde olarak degerlendirilebilir.

Bu ¢alismada, atik agartma topragi yaginin enzimatik hidrolizi ile serbest yag asitleri
tiretimi incelenmistir. Yag, hekzan ile atik aktive agartma topragindan ( AAAT)
ekstrakte edilmis ve Rhizomucor miehei (Lipozyme RM IM) lipazi kullanilarak
enzimatik hidroliz reaksiyonu gerceklestirilmistir. Cesitli enzim miktari, sicaklik, su
ve tampon ¢ozelti igeriginde yiiriitilen reaksiyonlarla hidroliz reaksiyonunun
optimum kosullarinin belirlenmesine ¢alisilmigtir.

AAT’nin yag icerigi %25,8, bu yagin asit ve sabunlagma degerleri 6,1 ve 193,6 mg
KOH/g yag olarak belirlenmistir. 1:2 su:yag agirlik oraninda yiiriitiilen hidroliz
reaksiyonlarinda, en yiiksek asit i¢eriginin (%69,3) 60 °C’ de yag agirhiginin %15’
kadar enzim varliginda ve 5 saatlik reaksiyon sonunda elde edildigi saptanmistir.

X



ENZYMATIC HYDROLYSIS OF WASTE ACTIVATED BLEACHING
EARTH OIL

SUMMARY

Vegetable oils which are used as food also can be used as a raw materials in
chemical industry.Vegetable oils contain some undesired compounds. The oils must
be refined after removing their covering by physical or mechanical processes. The
refining processes consist of neutralization, bleaching, deodorization and degumming
processes. Pigments, waxes, resins, chlorophylls and unsaponificated compounds
were seperated from the oils after refining processes.

Activated bleaching earth (ABE) which is used in edible oil refining process to
seperate the coloring compounds can be used also as raw materials for the production
of oleochemicals. In general ABE adsorbs 25-40% (w/w) of vegetable oil.
Therefore, waste ABE can be a potantial raw material for the production of fatty
acids.

In this study, the production of fatty acids from the waste ABE oil was investigated.
Waste oil was extracted from waste ABE with hexane and the enzymatic hydrolysis
reactions were conducted using lipase from Rhizomucor miehei ( Lipozym RM IM ).
The oil content of waste ABE was 25,8, acid and saponification values of oil were
6,1 and 193,6 mg KOH/ g oil, respectively.

The effects of the reaction conditions on the waste oil hydrolysis were investigated
carriying out the reactions using 1:2 water:oil ratio. The highest fatty acids contents
(69,3%) were obtained at 60 °C using %15 enzyme based on oil weight after the
reaction time of 5 hours.



1. GIRIS ve AMAC

Giliniimiizde ¢ok c¢esitli kullanim alanina sahip olan yaglarin kimya sanayinde
hammadde olarak kullanilmas1 giderek 6nem kazanmaktadir.

Ham yaglar, bulunduklar1 tohumlardan mekanik presleme veya ¢oziicli ekstraksiyonu
ile edilirler ve istenmeyen safsizliklar (recinemsi maddeler, koku verici maddeler)
igerebilirler. Bu safsizligin giderilebilmesi i¢in yemeklik yag olarak tiiketilecek olan
bu yaglarin rafinasyon islemine tabi tutulmasi gerekmektedir.

Sivi yag rafinasyon prosesinde aktive agartma topragi (AAT) kullanilmaktadir ve
AAT, yaglarin agartma islemi i¢in en ¢ok kullanilan adsorbanttir. Ancak ¢ok etkili
bir adsorbant olan AAT, 6nemli bir miktarda atik yagi da tutmaktadir. Bu ¢alismada
agartma isleminde bu sekilde kaybedilen yagin eldesi ve enzimatik hidroliz
reaksiyonu ile serbest yag asidi eldesi amaglanmistir. Bu sayede yag asitleri tiretimi
icin 6onemli bir hammadde kaynaginin da AAT tarafindan adsorbe edilen atik yag
oldugu kanisina varilmustir.

Calismada atik yagin aktive agartma topragindan ekstrakte edilmesinden sonra
enzimatik hidroliz reaksiyonu altinda yag asitleri olusumu iizerinde durulmus ve
cesitli enzim miktari, sicaklik, su ve tampon c¢ozelti ile yiritiilen reaksiyonun

optimum kosullarinin belirlenmesine ¢aligilmistir.



2. TEORIK KISIM

2.1. LIPIDLERIN TANIM VE SINIFLANDIRILMALARI

Lipidler kisaca ortak oOzellikleri suda ¢oziinmemek olan organik maddeler olarak
tamimlanabilirler. Ozellikle bu maddelerin gliseritler, yag asitleri, fosfatitler ve
mumlar gibi sabunlagsma tepkimesi veren maddeler yaninda, hidrokarbonlar, yiiksek
yapili alkoller, steroller, renk maddeleri ve antioksidanlar gibi sabunlagma tepkimesi
vermeyen organik bilesikleri de, genis bir yelpaze de igermeleri, bunlarin siv1 veya
kat1 yaglar kavrami Otesinde ele alinip, lipit kimyasi kavraminda incelenerek
arastirilmasini zorunlu kilmastir [1].
Bu nedenle giiniimiizde yaglar iizerinde, kimyasal ya da biyokimyasal yonden
yapilan tiim calismalarda, konu daha kapsamli olan lipid kimyas1 ¢ercevesinde ele
almmakta ve bilesimi olusturan yapitaglari, bu alanin 6ngordiigii sekilde
siiflandirilmaktadir. Ancak kimyagerler ile fizyologlarin bakis ac¢ilarindaki farklilik,
bilim diinyasinca ortaklaga kabul edilen bir siniflandirmanin gelistirilmesine olanak
vermemektedir [1].
Nitekim Alman bilim adamlarinca, lipid kapsaminda kabul edilen bilesiklerin
siiflandirilmasi asagidaki gibi yapilmaktadir [1];
e Basit lipidler:
Gliseridler, mumlar, sterol esterleri ve triterpenik alkollerin esterleri.
e Fosfor ve azot iceren lipidler:
Gliserin fosfatidler, asetal fosfatidler ve sfingomiyelinler.
e Bilesik lipidler :
Sakkarolipitleri ve lipoproteinleri
e Lipid benzeri maddeler :

Steroller, lipovitaminler, hidrokarbonlar, pro-ve antioksidanlar ve lipokromlar



Buna karsin Anglosakson diinyasindaki siniflandirmada, daha farkli bir yaklasim

esas alinmakta ve bilinen yaglar1 da kapsamak kaydi ile bu siniflandirma sekli,

asagidaki gibi yapilmaktadir;

Basit Lipidler;
» Yaglar : Yag asitleri ile gliserinin olusturdugu gliseridler.
» Mumlar : Yiiksek yapili yag asitleri ile mum alkollerinin olusturduklar
esterler.
» Renk Mumlart : Polidoymamis yag asitleri ile polidoymamis alkollerin
olusturduklari esterler.
» Sterol Esterleri :Yag asitleri ile sterollerin olusturduklar esterler.
» Triterpenik Alkol Esterleri : Triterpenik alkollerle yag asitlerinin
olusturduklar esterler.
Bilesik Lipidler;
» Fosfor ve azot igeren lipidler

Gliserofosfatitler.
0 Ester fosfatitler.

Lesitin, yag asitleri, gliserin, kolin ve fosforik asitten olusmustur.

Sefalin, yag asitleri, gliserin, kolamin veya serin ve fosforik asitten

olusmustur.

O Asetal fosfatidler

Yag asitleri, yag aldehitleri, gliserin, kolin, kolamin veya serin ve

fosforik asitten olusmustur.
0 Bakteri fosfatidleri,

Gliserin, yag asitleri, fosforik asit ve polisakkaritlerden olusmustur.
Sfingomiyelinler , yag asitleri, kolin, sfingosin ve fosforik asitten olusmustur.
Seker iceren lipidler,

0 Serebroglikozitler, yag asitleri, glikoz ve sfingosinden olusmustur.

0 Serebrogalaktozitler, yag asitleri, heksozlar, sfingosin ve néraminik
asitten olusmugstur.

0 Gangliyozitler, yag asitleri, heksozlar, sfingosin, ve néraminik asitten
olusmustur.

O Sulfatitler, serebrositlerle siilfirik asidin verdigi esterlerdir.

o Inositfosfatitler, yag asitleriyle inositfosforik asitten olusmugtur.



O Bakter1 fosfatitleri, yag asitleri, gliserin, fosforik asit ve
polisakkaritlerden olugmugtur.

e Protein igeren Lipidler, degisik yapidaki lipit ve proteinlerden olusmustur [1].

2.1.1. Lipidlerin Yapitaslar

Sivi ve kati yaglarin tamamina yakin bir kismini, degisik zincir uzunluk ve
yapisindaki yag asitleri (R-COOH) ile, ii¢ degerlikli bir alkol olan gliserinin
[CsHs(OH)s] verdigi ve trigliserit (triagilgliserol) denilen esterler olusturur. Ancak
bir trigliserit molekiiliinde gliserinden gelen gliseril kokii (CsHs ), 41 g olmasina
karsin, yag asitlerine ait radikallerin (R-COO.) agirligi, 650-970 g arasinda
degismektedir. Bu durumda bir trigliserit molekiiliinde reaktif gruplarini, agirlikli
olarak yag asidi radikallerinin olusturdugu ve nedenle de gliseritlerin, dolayisi ile
yaglarin karakterlerini biiyiik 6lciide yag asitlerinin etkiledikleri ya da belirledikleri
anlagilir [1].

2.1.1.1. Yag Asitleri

Yag asitleri kisaca, genellikle cift sayida karbon atomu igeren, alifatik ve monobazik
organik asitler seklinde tanimlanabilir. Dogada bulunan ve yapilar1 bu giine degin
acikliga kavusturulabilen yag asitlerinin sayis1 200 den fazladir. Ancak bu dogal yag
asitleri yaninda, bunlarin ¢esitli kimyasal tepkimelere ugramalar1 sonucu, yapilari
yaninda fiziksel ve kimyasal ozellikleri degisen farkli yag asitleri de, yaglarin
yapisinda olusarak bilesiminde yer alabilmektedir [1].

Bugiine kadar yapilar acikliga kavusturulmus yag asitlerinin sayis1 200 civarinda
olup, en az iki ve en ¢ok yirmi alt1 karbon atomu icerirler. Buna karsin daha uzun
zincirli yag asitleri genellikle mumlarin yapisinda yer almalar1 nedeniyle, mum
asitleri olarak adlandirilirlar. Yag asitleri, zinciri olusturan karbon atomlari
arasindaki bag sayisinin birden fazla olmasi halinde degisik diizeylerde doymamislik
gosterirler. Ayrica bu doymamis yag asitleri, ayn1 zincir uzunlugundaki doymus yag
asitlerine kiyasla, fiziksel ve kimyasal 6zellikler yoniinden biiyiik farkliliklar ortaya
koyarlar. Nitekim doymus ve doymamis yag asitleri, ayn1 sayida karbon atomu
icermeleri halinde bile, ergime ve kaynama noktalar1 ile optik ozellikleri ve
verebilecekleri degisik tepkimeler yoniinden de ¢ok biiyiik farkliliklar gosterirler.
Bunun yaninda sistematik bir siniflandirma kapsaminda incelendiginde, dogadaki

canlilarin lipit dokularinda halka iceren yag asitleri ile substitiiye yag asitlerine



rastlandig1 gibi, zincir yapisi dallanma gosteren izo yag asitleri ile yapisinda tek
sayida karbon atomu igeren yag asitlerinin varlig1 da saptanmistir [1].

2.1.1.1.1. Yag Asitlerinin Isimlendirilmeleri

Yag asitlerinin isimlendirilmelerinde belirli sistematik ilkelere dayandirilmis yontem
esas aliirsa da, bunun yaninda genellikle ilk olarak saptandigi kaynagin ismine veya
ait oldugu familyaya veya asidi ilk bulan arastirmacinin admna izafeten yapilan
isimlendirme sekli de mevcuttur [1].

Bunlardan sistematik isimlendirmede, yag asidi ile ayni sayida karbon atomundan
olusan hidrokarbondaki karbon sayisinin Latince ifadesinden tiiretilen sistematik
ismi esas alinir ve bu ismin sonundaki an eki kaldirilip, yerine alkan yag asitlerinde
anoik asit, alken yag asitlerinde enoik asit ve alkin yag asitlerinde inoik asit
takisinin eklenmesi ile isimlendirme tamamlanmis olur. Buna goére 6rnegin 6 adet
karbondan olusan bir doymus asidin adi 6 karbonlu hidrokarbon olan hekzan dan
hareketle, alkan grubundan olmasi halinde heksanoik asit , alken grubu olmasi
halinde heksenoik asit ve alkin grubundan olmadi halinde ise heksinoik asit adini
alirlar [1].

Ancak yapidaki karbon atomu sayisi esas alinarak yapilan bu isimlendirmede,
zincirdeki karbon atomlar1 karboksil grubundan baslanarak numaralandirilir. Bu
husus 6zellikle yag asidinin yapida doymamis bag, yan dal, halka igermesi veya
substitiie yapida olmasi halinde biiyiik 6nem tagir. Ciinkii sistematik isimlendirmede
asidin molekiil yapisinin agiklanmasi da, ilke olarak benimsendiginden, yukarida
deginilen oOzelliklerin karbon numarast ve ka¢ adet oldugu belirtilerek
isimlendirilmesi gerekir. Bu agiklamalar 1s181nda 6rnegin oleik asidin sistematik adi
9-oktadesenoik asit olarak ifade edilirken, linoleik asidin sistematik adi, 9-12-
oktadekadiyenoik ve linolenik asidin sistematik adi ise, 9,12,15-oktadekatriyenoik
asit seklinde sdylenir [1].

Buna karsin triviyal ya da yaygin isimlendirme denilen sekilde, yukarida deginildigi
gibi, yag asitlerinin isimlendirilmesi, eskiden ilk olarak saptandigi hayvansal veya
bitkisel kaynagin ismine ya da ait oldugu familyanin adindan yararlanilarak
yapildiysalar da, bugiin mevcudiyetleri yeni saptanan ve yapilarn acikliga
kavusturulan yag asitleri icin, daha ¢ok bu bilgileri ortaya koyan arastiricilarin

isimleri adlandirmalar i¢in esin kaynag1 olmaktadir [1].



2.1.1.1.2. Yag Asitlerinin Tanim ve Siniflandiriimalari
Yag asitleri kimyasal yapilarina gore asagidaki sekilde siniflandirilabilirler [2].
Yag asitleri :
1. Doymus yag asitleri
a) Cift karbonlu yag asitleri: 4-32 karbon atomludur ve en yaygin
olanlar1 12-18 arasinda karbon atomu igerir.
b) Tek karbonlu yag asitleri: Nadir olarak bulunurlar. Baslicalar
hayvansal orijinli olan 15:0, 17:0, 7:0, 9:0 ve 11:0 asitleridir.
¢) Dallanmis zincirli asitler.
2. Tekli doymamis yag asitleri: En yaygin tekli doymamis yag asitlerinden biri
oleik asittir (18:1).
3. Coklu doymamis yag asitleri: Linoleik asit (18:2) ve linolenik asit (18:3)
coklu doymamuis yag asitleridir.
a) Konjuge coklu doymamis yag asitleri
b) Izole ¢coklu doymamis yag asitleri
4. Siklik asitler
5. Sekonder grup igeren asitler
a) Hidroksi asitler

b) Epoksi asit ve keto asitler

2.2. Aycicek Yag ve Bitkisel Atik Yaglar

2.2.1. Aygcicegi Bitkisi

Yaglar dogal olarak bitkilerden veya hayvanlardan elde edilmekte olup, bitkisel
yaglar kaynagi bitki orijinli olan yaglardir [3].

Insan beslenmesinde &nemli bir yeri olan bitkisel yaglarin tiiketiminin giderek
artmasi bu yaglarin iiretimine hammadde saglayan yag bitkilerinin 6nemini de ortaya
koymaktadir [3].

Ulkemizde bitkisel yag, ¢ogunlukla ¢iftcinin yakindan tanidigi ayciceginden elde
edilmektedir. Aycicegi yag sanayinin yani sira kimya, kozmetik ve sabun
sanayilerinin de 6nemli bir hammaddesidir [4].

Compositae familyasindan Helianthus annuus L. adl1 ay¢icegi ( ¢igdem , glindondii )
adi ile bilinmektedir. 67 ¢esidi bilinen bir bitkidir. Yetismis bir aygigek bitkisi, uzun,

dik, dalsiz bir goriiniimdedir. Diiz bir sap1 ile yaglh tohumlarini igeren parlak sar1 bir



bas kismi vardir. Tek mevsimlik yetistirilen bir bitkidir ve yogun bir koklesme
gosterir. Cok hizli biiyliyen bir tiir olan bu bitkinin yapraklar1 genis-oval , tirtikli
kenarlara sahiptir, koyu yesil renktedir ve asimetrik olarak dizilmislerdir. Bitkinin
bas kismi, ¢ogu ¢esidinde 20-30 cm ¢apindadir, ancak bazi tiirlerinde daha biiyiik
olabilir. Kokler toprak yiizeyinden asagiya dogru c¢ap olarak daralir ve biiyiik bir
kism yiizeye yakin bulundugu i¢in bitkinin topraga giiclii bir bigimde tutunmasini
azaltir. Aycicegi bitki gvdesi 3-6 cm capinda ve saglam yapidadir. Bazen govde,
tiiylii, ince uzun ¢izgili ve 10 cm ¢apinda olabilmektedir. Bazi tiirlerde gévde boyu 5
m’ye kadar ¢gikabilmektedir [5].

Aycigegi tohumu genis, yuvarlak bir dip ve keskin bir bas kismindan olusur.
Beyazdan siyaha kadar ¢esitli tonlarda olabilen bir kabuga sahiptir. Cekirdegin
toplam agirliginin yaklasik olarak dortte birini olusturan bu kabuk siyah-beyaz ¢izgili
veya kahverengi de olabiliyor. Kabugun renginin koyu olmasi ile yag icerigi arasinda
iliski oldugu goriilmiistiir. Bu iliskiye gore kabugun renginin koyu olmasi yiiksek bir
yag iceriginin gostergesidir. Bununla birlikte istisna teskil etse de bir¢cok melez
cinsin agik renkli tohumlar1 da yiliksek yag igerebilir. Tohumun kabugu seliiloz,
lignin ve pentozan i¢cermektedir. Kabugun hemen altinda beyaz kagit gibi ince bir
tabaka mevcuttur. Genelde ¢ekirdek olarak adlandirilan embrio, bir kdke bagh iki
kotiledondan olugmustur. Aycicegi tohumu 10-25 mm uzunlugunda, 7,5-15 mm
genisliginde ve 3-75 mm kalinhigindadir. Aycicegi tohumu %25-48 oraninda yag
igerir ve bu degerler bazen 1slah ¢alismalari ile %65°e kadar ¢ikarilabilmektedir [4].
Aycigegi iilkemiz ekonomisinde yagli tohumlu bitkiler igerisinde ilk siray1
almaktadir. Tohumlar1 %40-50 civarinda yag icermekte olup, bitkisel yag
tiretimimizin % 65’1 ayciceginden elde edilmektedir. %40-45 oraninda elde edilen
kiispesi ise %30-40 oraninda protein icerdiginden degerli bir hayvan yemidir.
Aycigegi yaginda bulunan ytiksek orandaki linoleik yag asidi kurumay1 ¢abuklastirict
ozellige sahip oldugundan yagli boya sanayinde Onemli bir yere sahiptir. Ayrica
kagit, plastik, sabun ve kozmetik {iriinler yapiminda da hammadde olarak
kullanilmaktadir [6] .

2.2.2. Aycicegi Yagi

Aycicek tohumlarindan presleme ve ekstraksiyon yontemleri ile elde edilen ay¢icek
yagi, yliiksek miktarda linoleik asit, daha az miktarda da oleik asit igeri ile tanimlanir.
Yag %Il5‘den az oranda doymus yag asitlerini igerir. Iliman iklimde yetisen

ayciceginin linoleik asit icerigi %55-60, oleik asit igerigi ise %25-30 iken daha sicak



iklimlerde yetistirilen tiirlerde oleik asit miktar1 %65 civarina yiikselir ve linoleik asit
miktar1 %20 seviyesine diiser. Aygicegi yaginin yag asidi bilesimi Tablo 2.1°de

verilmistir [5].

Tablo 2.1. Aycicegi Yaginin Yag Asidi Bilesimi [5].

Yag Asitleri % Agirlik
C16:0, Palmitik 5,7-6,9
C18:0, Stearik 3,0-6,3
C18:1, Oleik 14,0-34,4
C18:2, Linoleik 55,5-73,2
C18:3, Linolenik <0,1
C20:0, Arasidik 0,2-0,3
C20:1, Gadoleik 0,1-0,2
C22:0, Beherik 0,6-0,9
C22:1, Erusik 0,0-0,15
C24:0, Lignoserik 0,2-0,3

Aycicegi tiirleri ve yetistigi bolgeler, tohumun genel bilesimini ve 6zellikle yag asidi
bilesimini etkilemektedir. Aygcicegi yaginda diisik miktarda serbest yag asidi,
tokoferoller, steroller, pigment ve vaks bulunur. Aycicegi yaginda bulunan
tokoferoller cogunlukla a-tokoferoldiir ve antioksidan aktivitesinin yani sira dnemli
Olciide E vitamini etkinligi saglar, ancak tokoferol iceriginin ¢ogu rafinasyon
sirasinda yagdan ayrilir[5]. Tokoferol icerikleri, yetistirme kosullar1 ve tohumlarin
olgunluk derecelerine bagl olarak farkliliklar gosterir. Rafinasyon sirasinda
%10-33’1iik bir kayip olmaktadir. Aycicek yaginin fosfolipid igerigi %0,5-1 arasinda

degisir. Stire¢ sirasindan, yagla beraber yaklasik olarak yarisi ekstrakte edilmektedir

[4].



Aycicegi yagmin sterol icerigi %0,275-0,436 ‘dir, vaks igerigi toplam lipidlerin
%1’inden daha azdir.Vakslarin yaklasik %83’1i kabukta ,%17’si tohumu orten ince
tabakada ve eser miktarda tohumda bulunmaktadir. Bu nedenle, yagin vaks icerigi
kabuk giderme isleminin etkinligine baghdir. Aygicek yagi ayrica oksipolimer
derisimini artiran ve lezzeti olumsuz etkileyen demir tiirevlerini igerir [5].

Aycicek yagi diinyadaki en lezzetli bitkisel yaglardan biridir. Linoleik asit icerigi ve
yiiksek doymamis yag orani nedeni ile beslenme agisindan ¢ok dnemlidir. Ayrica E
vitamini aktivitesi gosterir ve A,D,K vitaminlerini igerir, rafinasyondan sonra yag
ozelligini bir yil stireyle korur. Yemeklik yag olarak kullaniminin yani sira mayonez
salata sosu ve margarin iiretiminde de kullanilmaktadir.Gida uygulamalar1 disinda ,
sabun, boya, pomat ve eczacilik amacl lesitin iiretiminde de hammadde olarak
aycicegi yagi kullanilmaktadir [3].

2.2.3. Bitkisel Atik Yag

Bitkisel atik yag sinifi, rafine sanayinden ¢ikan soap-stock’lari, tank dibi tortulari,
yagh topraklari, kullanilmis kizartmalik yaglari, ¢esitli tesislerin yag tutucularindan
cikan yaglar1 ve kullanim siiresi ge¢cmis olan bitkisel yaglar1 kapsamaktadir.
Soap-stocklar, bitkisel ham yaglarin rafinasyonunda serbest yag asitlerinin kostik ile
notralizasyonu ve yikama sonunda ayristirilan yan {riindiir. Yagl toprak ise

yemeklik bitkisel yag rafinasyonu sonucu ortaya ¢ikan yagh topraklardir [7].

2.3. Bitkisel Yaglarin Elde Edilmesi ve Rafinasyonu

Bitkisel yaglarin icerisinde ¢esitli istenmeyen bilesikler bulunmaktadir. Bulunduklari
tohumlardan presleme gibi mekanik veya ekstraksiyon gibi fiziksel yontemlerle
cikartildiktan sonra yagin rafine edilmesi gerekmektedir [6].

Tohumdan yagin eldesi, kabuk ayrilmasi ve ekstraksiyon asamalarindan olusur.
Kabuk ayirma, tohumlarin dénen bir plaka ile tohum ayirma odaciginin duvarlarina
carpilmasi yoluyla gergeklestirilir.Yag elde etme islemi ise li¢ sekilde gerceklestirilir:
organik bir ¢oziicii kullanilarak (fiziksel ekstraksiyon), c¢ekirdekleri kirarak ve
presleyerek (mekanik) veya kirma ve presleme islemi birden ¢ok etapta
gerceklestirilirken  organik  ¢ozlici  de  kullamilabilir  (6npresleme-coziicii
ekstraksiyonu). Bu yontemler i¢inde en yaygin olarak kullanilani, onpresleme-
¢oziicli ekstraksiyonu yontemidir [6].

Rafinasyon islemi, yagdan her islem esnasinda farkli bilesikleri ayirmak igin yapilan

islemler serisinden olugmaktadir. Ayg¢icegi yaginin rafinasyonu, sirasiyla regine



giderme, ndtralizasyon, agartma, deodorizasyon ve vinterizasyon asamalarindan
olugmaktadir. Ancak rafinasyon sirasinda yagin da bir boliimii tutulmaktadir [8].
2.3.1. Recine Giderme

Yag icerisinde bulunan reginemsi maddelerden olan hidrofilik fosfatidler, yag
fosforik asit veya fosfat tuzu ve %1-2 oraninda su ile muamele edilerek giderilir. Bu
islemde recinemsi yap1 giderildigi i¢in recine giderme islemi olarak adlandirilmastir.
Bu islem fosfatidik baglarin kopmasini saglar ve hidrate olan fosfatidler
santrifiijlenerek ayrilir. Regine giderme, daha sonraki rafinasyon islemlerindeki yag
kaybini azalttig1 i¢in ilk olarak yapilmaktadir [6].

2.3.2. Notralizasyon

Yagda bulunan serbest yag asitlerinin notralize edilme asamasi olan ndtralizasyon
recine giderme isleminden kalan fosfatidler ile pigmentler ve az miktarda bulunan
diger bilesiklerin giderilmesini de saglar. Notralizasyon, yag sodyum hidroksit
coOzeltisi ile muamele edilerek yapilir. Karigim emiilsiyonu kirmak i¢in 6nce 1sitilir
ve daha sonra olusan tuz ve sabunlar ile kalan sodyum hidroksidi ayirmak ig¢in
santrifiijjlenir. Bu islemden sonra yag fazinda kalan sabun ve sodyum hidroksit su ile
yikanarak giderilir [6].

2.3.3. Agartma

Yaga istenilen rengi vermeye yonelik uygulanan agartma isleminde yagda bulunan
klorofil, karotenoidler ve pigmentler gibi istenmeyen renk veren diger bilesikler
giderilir. Bu bilesikler asitle aktive edilmis agartma topragi kullanilarak yagdan
ayrilir [6].

2.3.4. Deodorizasyon

Deodorizasyon isleminde, bazi sabunlasmayan maddeler, serbest yag asitleri ve
steroller gibi ugucu maddeler giderilir. Bu sayede yagin hem tadi hem de rengi
tyilesir. Deodorizasyon, yaklasik 270 °C’de yagin icine vakum altinda istim enjekte
edilerek gerceklestirilir. Rafinasyon asamalarinda olugsmus olabilecek peroksitler de
deodorizasyon sirasinda bozunurlar [6].

2.3.5. Vinterizasyon

Yagda az miktarda bulunan doymus triagilgliseroller ve vakslar diistik sicakliklarda
kristalize olurlar. Bu yapinin sagliga herhangi bir etkisi olmasa da yaga istenmeyen
bir goriiniim verir. Bu gorlinlimii 6nlemek i¢in yag 6 saat boyunca 5-10 °C’de

tutularak bu bilesiklerin kristalizasyonu saglanir ve sonra da 15° C’de yag filtre
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edilerek bu kristallerin giderilmesi ile islem sonlanir. Filtreleme islemi, yiiksek

viskoziteye bagl sorunlarinin yasanmamasi i¢in 15° C’de yapilmalidir [9].

2.4. Agartma ile Yagdan Ayrilan Bilesikler

2.4.1. Fosfolipid ve Glikolipidler

Aycicegi yaginda bulunan fosfolipid ve glikolipidlerin biiylik bir bolimi regine
giderme (gam giderme) asamasinda yagdan ayrilir, geri kalanlarin bir kismi da
ndtralizasyon isleminde bozunur ve yikama asamasinda giderilir. Kalan fosfolipid ve
glikolipid varsa, agartma sirasinda yagdan ayrilir [10].

2.4.2. Kontaminantlar

Kontaminantlar, ¢evre yolu ile bitkisel yaglara bulasan zirai pestisidler ve polisiklik
aromatik hidrokarbonlardir( PAH ). Bu bilesikler madeni yaglar ve egzos gazlarinda
bulunur ve bitkisel yaglara tohumlarin kurutulmasinda bu gazlarin kullanim1 yoluyla
veya ¢evre yoluyla bulasabilirler [10].

2.4.3. Sabunlar

Notralizasyon esnasinda kalsiyum ve magnezyum sabunlart da olusur. Bu sabunlarin
suda ¢Ozilinirligi diisiik oldugundan yikama sirasinda giderilemezler ve yagdan
agartma islemi esnasinda ayrilirlar [10].

2.4.4. Oksidasyon Uriinleri

Bitkisel yaglarin, yagda bulunan lipooksijenaz enzimleri aracilifiyla enzimatik
olarak okside olmasi sonucu hidroperoksitler olusur. Hidroperoksitlerde bozunarak
ikincil oksidasyon iiriinlerine (hidroksi-, keto-, epoksi-, bilesikleri ) déniisiir. ikincil
oksidasyon iiriinleri, polariteleri sayesinde, asidik 6zellige sahip olan aktive agartma
topragt ile (AAT) kolayca yagdan ayrilir. Bunun yaninda, tokoferoller ve
hidrokarbonlar gibi baska bilesikler de giderilmeleri gerekecek derecede okside
olabilirler. Agartma topragi, asidik ve katalitik karakteri sayesinde bazi oksidasyon
tiriinlerinin de bozunarak ugucu bilesiklere donilismesini saglayabilir. Bu ucucu
bilesikler, deodorizasyon iglemi sirasinda yagdan ayrilir [10].

2.4.5. Metal izleri

Fosfolipidlerin  noétralizasyon esnasinda kismi hidrolizi sonucu kalsiyum ve
magnezyum sabunlari olusur. Buna ilaveten proses ekipmanindan yaga bakir ve
demir bulasabilir. Kadmiyum ve kursun da bikisel yaglara siklikla bulasabilen
metallerdir. Deodorizasyondan oOnce yagin stabilitesini olumsuz etkileyen bu

metallerin uzaklastirilmasi gerekmektedir [10].
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2.4.6. Renk Verici Bilesikler

Klorofil ve karotenoidler renk verici bilesiklerdir ve okside olmalar1 veya okside
olmus trigliseridlerle reaksiyona girmeleri halinde, pek iyi tanimlanamamis bilesikler
ortaya c¢ikar. Bitkisel yaglarda rastlanabilen kirli kahverengi rengin sebebi bu

bilesiklerdir [10].

2.5. Atik Aktive Agartma Topraginin Kullanildig1 Uygulamalar
Agartma isleminde kullanilan agartma topragi, Onemli oranda bitkisel yag
tutmaktadir. Tutulan yagin miktar1 agartma topraginin ‘yag tutusu ° olarak

adlandirilir ve (2.1) denklemi ile hesaplanir [10]:

Wiiitre keki — (WaT + Wio )
Yag tutusu (%) = x 100 @.1)

Wiitre keki

AT saf agartma topragi, Wm0 su miktar1 ve W ise gram cinsinden agirhig1 ifade
etmektedir. Aktif agartma topraginda tutulan yag genellikle %40 civarinda olup bu
oran %?20-30 seviyesine cekilebilir. Tutulan bu yag asagidaki sekillerde
degerlendirilmektedir;

2.5.1. Geri Kazanim

Agartma topraginda tutulan yag ekstraksiyon yontemi ile kismen geri kazanilabilir.
Bu islemde organik ¢6ziicli ve siiperkritik karbon dioksid kullanilmaktadir. Bu yolla
kazanilan yag prosese geri beslenerek rafinasyon kaybi azaltilabilir veya yag diisiik
kaliteli bir hammadde olarak kullanilabilir [10].

2.5.2. Agartma Topragimin Rejenerasyonu

Rejenerasyon aktif agartma topraginin tekrar kullanimi amaci ile uygulanir. Ancak
agartma topragi ayni zamanda filtre yardimci maddeleri, aktif karbon, fosforlu
bilesikler veya alkali icerdigi takdirde, etkili bir rejenerasyon miimkiin degildir [10].
2.5.3. Toprak Kompostlastirma ve Islahi

Kullanilmis agartma topraginda kil disindaki tiim maddeler tamamen biyolojik olarak
bozunabilir oldugundan, nikel icermedigi siirece toprak 1slahi, kompost veya giibre
uygulamalar1 i¢in olduk¢a uygundur. Kayda deger miktarda fosfat igeren kullanilmis

agartma topraginin bu amagla kullanimi 6zellikle avantajlidir [10].
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2.5.4. Cimento ve Tugla Sanayi

Agartma topraginin kullanilabilecegi alanlardan biri de ¢imento ve tugla tiretimidir.
Kullanilmis agartma topragi ¢imento veya tugla sanayinde kullanildiginda, kil
hammadde gorevi goriirken yag igerigi enerji kaynagi olarak degerlendirilmis olur.
Bu yolla, topragin yag igerigine bagli olarak, 10-14 MJ/kg enerji elde edilir [10].
2.5.5. Biyogaz Uretimi

Kilin iizerindeki ince yag dagilimi nedeni ile kullanilmis agartma topragi biyogaz
santralleri i¢in uygun bir hammaddedir. Atik agartma topragi yagi kullanildiginda
hizli bir bozunma ve yiiksek bir doniisiim elde edilebilmektedir. Ancak nikel igeren
kullanilmis agartma topraginin bu amagla kullanilmasi sakincalidir. Nikel, 10
mg/kg’ye varan derisimlerde bile biyogaza doniisiimii etkilemese de, biyogaz
prosesinden ¢ikan ¢camur daha sonra tarlalara dagitilmaktadir. Buradan da kullanilmis
agartma topraginda bulunan nikelin bitkilere ve hayvanlara gecme tehlikesi
vardir[10].

2.5.6. Hayvan Yemi

Kullanilmis aktive agartma topragiin direkt olarak hayvan yemine katki maddesi
olarak kullanilabildigi, tavuk, sigir ve domuz yemlerine %3’e varan oranlarda
kullanilmis agartma topragi katildiginda A vitamini yada mineral kayb1
gbzlenmedigi, nikel iceren kullanilmig agartma topraginin bu amacla kullanilmamasi
gerektigi literatiirde agiklanmistir. Ancak giiniimiizde bu sanayi atiginin hayvan yemi

olarak kullanim1 yasaklanmistir [10].

2.6. Enzimler Hakkinda Genel Bilgi

Organizmada metabolik olaylar1 hizlandiran protein yapisindaki biyolojik
katalizorler enzim olarak adlandirilir. Enzim proteinleri 20 g¢esit dogal aminoasitten
olusan polipeptidlerdir [11,12].

Gilinlimiizde enzimler endiistriyel sahalarda, temizlik alan1 gibi giinliik yasamda, tipta
teshis ve tedavide biiyiik rol oynadig: gibi kimya endiistrisinde, gida proseslerinde,
ziraatta ve hatta biyolojik savasta enzimlerin pek ¢ok kullanim alani bulunmaktadir
[13].

Enzimler hiicrelerde ya serbest halde ya da hiicre zarinda bulunurlar. Enzim
yapilarinda genel olarak bilesimce ve ddevce farkli olan iki kisim vardir. Bunlardan
biri protein yapisindaki apoenzim digeri ise digeri ise protein olmayan kisimdir. Her

ikisine birden haloenzim denilir. Baz1 enzimlerin katalitik etki gosterebilmeleri i¢in
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proteinden baska metal iyonuna yada protein olmayan vitamin gibi organik bir
bilesige veya her ikisine de ihtiyact vardir. Bu iyon ve bilesiklere kofaktdr denir.
Bunlar enzimin katalitik etkisinden, yani etki edecegi reaksiyondan sorumludur.
Organik bilesik enzimin protein kismi ile olduk¢a siki birlesmis ve dissosiye
olmuyorsa ’prostetik grup’’, pek siki birlesmemis ve dissosiye olabiliyorsa
“’koenzim’’ adii alir. Enzimin protein kismi olan apoenzim biiyiikk protein
molekiillerinden olugmus olup yapisi protein i¢indeki aminoasit tiirlerine, sayilarina
ve dizilis siralarina gore degisir [14,15].

Enzimler, biyolojik orijinden gelen, protein yapisinda olan 6zel katalizorlerdir.
Enzimler diger katalizorlerden farkli olarak ti¢ 6nemli 6zellige sahiptirler:

1) Enzimler reaksiyonlari diger katalizorlerden c¢ok daha hizli bir sekilde
yirtitmektedirler. Bazi enzimlerin bir dakikada milyonlarca molekiilii
etkiledigi bilinmektedir.

2) Enzimler reaksiyonlar1 0zgiil olarak katalize ederler: Her enzim bir
reaksiyonu secerek katalize etmektedir. Enzimlerin tek tip bir reaksiyonu
spesifik olarak katalize etmelerine karsilik kimyasal katalizorler, ¢ok cesitli
kimyasal reaksiyonlarda katalizor olarak gorev yaparlar. Bir enzim yiizlerce
farkl1 atomdan olusan bir kimyasal bilesigi etkilerken, bu molekiiliin belirli
bir bolgesini segerek buradan bir veya iki atomu veya fonksiyonel bir grubu,
molekiiliin ana yapisin1 bozmadan koparir veya ilave eder.

3) Enzimler biyokimyasal reaksiyonlar1 diisiik sicaklikta ve az enerji ile
katalizlerler: Normal laboratuar kosullarinda c¢ok yiiksek sicaklik ve fazla
enerji harcamasini gerektiren bir cok kimyasal reaksiyon, enzimler sayesinde
daha az enerji ile viicut sicaklifinda basarilmaktadir. Katalizorler kimyasal
reaksiyonu baglatmayip Olglilemeyecek derecede yavas olusan kimyasal
reaksiyonlarin hizin1 arttirmaktadirlar. Enzimler, inorganik katalizorlere
oranla aktivasyon enerjisini daha etkin bir sekilde diisiirmektedirler. Boylece
reaksiyonlarin daha diisiik sicaklikta ve az enerji ile yiiriimelerini
saglamaktadirlar [12,13,16].

Enzimler, varliklar1 ile ¢ok yavas ilerleyebilecek kimyasal reaksiyonlarin hizinm
arttirirlar ve substrata 6zgii olduklarindan yan iiriin olusumunu engellerler. Asit, baz,
metal ve metal oksit gibi anorganik katalizorlere kiyasla ¢ok segicilerdir. Enzimlerle
diistik sicaklik, pH ve basingta ¢alisildig: icin yiiksek enerji gereksinimine, yiiksek

maliyetli korozyonu &nleyici ekipmana ihtiyag yoktur. Istenmeyen yan iiriin
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olusumunun engellenmesi ve iiriiniin saflagtirma maliyetinin diisilk olmasindan
dolay1 endiistride diger katalizorler tercih edilir[17]. Ancak endiistriyel
uygulamalarinin ¢ogu sulu ¢ozeltilerde gergeklestirildiginden katalizér olarak
kullanilan serbest enzimlerin reaksiyon ortamindan aktivitesini yitirmeden geri
kazanilmasi olanak disidir. Reaksiyonun istenilen zamanda durdurulmasi igin
enzimin yiiksek sicaklikta kisa zamanda tamamiyla bozundurulmasi veya ortama
inhibitér katilmasi gerekir. Her iki islem de iiriinler i¢in istenmeyen sonuglar
dogurabilir. Enzimlerin pahali katalizorler oldugu dikkate alinirsa enzimlerin geri
kazanillamamas1 maliyeti yiikselten Onemli bir etkendir. Tiim bu sorunlar
¢cOzebilmek ve enzimleri endiistride c¢ekici hala getirebilmek i¢in enzimler
immobilize edilerek kullanilmaktadir. Enzimler jel, membran veya mikrokapsiilleme
yoluyla tutuklanarak veya adsorpsiyon, iyonik baglanarak, kovalent ¢apraz
baglanarak immobilize edilirler. Is1 veya ¢ozelti etkisiyle yapisinda degisiklikler
yapamaz dolayisiyla serbest enzimlere gore daha stabil hale gelirler ve geri

kazanimlariyla tekrar kullanilmalar1 miimkiin olur [18].

2.6.1 Enzim Aktivitesine Etki Eden Faktorler

Standart kosullarda, dakikada belirli bir miktardaki substrati doniisiime ugratan
enzim miktarina aktivite denir. Aktivitenin uluslararasi birimi Unit’tir. Spesifik
aktivite, katalitik merkez aktivitesi, molekiiler aktivite ve katal da aktivite
birimleridir. Aktivite tayininde absorbsiyon fotometresi, titrimetri, daha ¢ok doku ve
organlardaki enzim aktivitesini O6lgmek i¢in kullanilan florimetre, polarimetre,

kolorimetre, radyometri, viskozimetri yontemleri kullanilmaktadir [12,19,20].

Aktiviteyi etkileyen faktorleri soyle siralayabiliriz :

Sicakhik: Kimyasal reaksiyonlarda oldugu gibi enzimatik reaksiyonlar da sicakliga
baglidir. Reaksiyon hiz1 sicaklikla artar. Ancak belli bir sicakliga ulastiktan sonra
enzim inhibilisyonu baglamasi ile reaksiyon hizinda gerileme goriiliir. Sicakliin artigi
kimyasal reaksiyonlar1 ve enzimatik reaksiyonlar1 farkli etkilemektedir. Enzimatik
reaksiyon hizinda genelde sicaklik arttitkca daha fazla artiglar gézlenmektedir.
Bitkisel kaynakli enzimler 60-70°C, hayvansal kaynakli enzimler 30-40°C de
yiiksek aktivite gosterirler [19].

pH: Her enzim i¢in aktivitenin maksimum oldugu pH degerleri vardir ve bu degere

optimum pH degeri denir. Bu degerin altinda ve {istiinde aktivite diiser. Asir1 pH
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degisiminde enzim proteininin bozunmasi, optimum pH bdlgesi disinda koenzimin
enzim proteininden ayrilmasi, substratin iyonizasyon ve disassiasyonunda goriilen
degismeler gergeklesecektir. Enzimlerin pH araliklar1 ¢ok dardir ve genellikle 5-7
arasinda degisir. pH 3’iin altinda genellikle enzim aktivitesi yoktur [19].

Iyon Siddeti :iyonik siddetin etkisi ozellikle yiiklii molekiillerin birbirine bagh
hareketleri ile gerceklesen katalizlenme sirasinda fark edilebilir. Yiikli substratlarin
enzimlere baglanmasi ve yiiklii gruplarin katalitik aktif bolge icindeki haraketi
ortamin iyonik kompozisyonundan etkilenir[17]. Enzim i¢in, enzimi aktivite etmek
tizere koenzimin yaninda bazi spesifik metal iyonlarina da ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu
metalik iyonlar enzimin kararliligim ytkseltebilir. Kullanilan enzimin tiiriine gore,
gerekli iyon konsantrasyonlart degisir. Ornegin tuz konsantrasyonunun artmasi
aktiviteyi olumsuz yonde etkiler.Toplam etkiyi anlayabilmek icin iyon siddeti
faktoriinii de hesaplamak gerekir [12,19,20,21].

Kofaktor: Apoenzime kovalent baglh prostetik gruplar ve kovalent bagla
baglanmamis koenzimler enzim aktivitesine etki eden kofaktdrlerdir. Metal iyonlari,
enzimin aktif bolgesine veya baska bir bolgesine baglanarak aktiviteyi arttirirken
bazi metal iyonlar1 da inhibitor gorevi goriirler. Ag™, Hg', Cu™ gibi metal iyonlar1
enzimatik reaksiyonu inhibe ederler [17].

Enzim Konsantrasyonunun Etkisi: Enzim konsantrasyonunun artmasi reaksiyon
hizim1 da arttiracaktir. Fakat deneysel olarak lineer bir artig goriilmeyebilir. Bunun
sebebi enzimlerin igerdikleri inhibitor ve aktivatorlerin dissosiye olabilmeleridir [17].
Substrat Konsantrasyonunun Etkisi : Substrat konsantrasyonunu artmasi sabit
enzim konsantrasyonunda reaksiyon hizini arttirir. Ancak belirli bir noktadan sonra
substrat konsantrasyonunun artmast reaksiyon hizin1 degistirmez. Enzim

uygulamalarini kisitlayan bir diger faktor de fiyattir [20].

2.6.2. Enzimlerin Isimlendirilmesi
Enzimlerin isimlendirilmesinde gbz oniine alinan temel ilkeler sunlardir :
a) Biitlin enzimler —az ekini alirlar.
b) Kendilerince katalizlenen reaksiyona uygun olarak adlandirilir ve
siiflandirilirlar.
¢) Birden ¢ok reaksiyonu katalizliyorsa katalizledikleri ilk reaksiyona gore
adlandirilirlar [21].

Enzimler katalizledikleri reaksiyon tipine gore 6 grupta toplanirlar :
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1) Oksidorediiktazlar : Yiikseltgenme ve indirgenme reaksiyonlarini

katalizlerler. Bunlar dehidrogenazlar, oksidazlar, oksijenazlar.

2) Izomerazlar : Geometrik, optik veya yapisal izomerlerin birbirlerine

dontstiiriilmesini katalizleyen enzimlerdir.

3) Liyazlar : Bir organik molekiildeki gruplarin hidrolitik olmayan
ayrilmasini katalizlerler. Dekarboksilazlar, dehidrotazlar,

karboksilazlar bu gruba girerler.

4) Hidrolazlar : Hidroliz reaksiyonunu katalizlerler. Esterazlar, lipazlar,

peptidazlar, proteazlar, glikosidazlar bunlardandir.

5) Transferazlar : Keton , aldehit, agil, azot, fosfat ve kiikiirt iceren
gruplarin  bir  bilesikten digerine aktarilmasim1  katalizlerler.

Transaminazlar, transketolazlar, transfosfonazlar bu gruba girer.

6) Ligazlar : Sentez reaksiyonunu katalizleyen piruvet-karboksilazlar ve

acil-co-A-sentetazlarin 6rnek olabilecegi enzimlerdir [22].

2.7. Yag Reaksiyonlari

2.7.1. Hidroliz

Yaglarin hidrolizi, kimyasal ve enzimatik yolla olmak iizere iki sekilde
gerceklesmektedir. Bitkisel yaglarin ana bileseni, yag asitlerinin gliserin ile yaptigi
trigliserid esterleridir.

Yag ile suyun reaksiyona girerek, gliserin ve ii¢c mol yag asidi olusturdugu reaksiyon
olarak tanimlanan hidroliz reaksiyonu 3 asamada ger¢eklesmektedir. Bu reaksiyonda

di ve monogliseridler de olugmaktadir [19-23-24-25]:

1) Iki izomerik digliserid olusumu
2) 1 ve 2 monogliserid olusumu
3) Gliserin olusumu

Bu reaksiyonu asagidaki sekilde gosterebiliriz:
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Sekil 2.1. Hidroliz Reaksiyon Semasi

Hidroliz reaksiyonu, yag suda ¢oziinmedi8i icin su-yag ara fazinda gergeklesir.
Suyun yagdaki ¢oziiniirligii, yagin sudaki ¢oziiniirliigiinden daha fazla oldugundan,
hidroliz reaksiyonu yag fazinda ¢6ziinmiis suyun etkisi ile olusan homojen reaksiyon
olarak da tanimlanabilmektedir. Bu reaksiyon oldukc¢a kompleks bir reaksiyondur;
hidroliz optimum homojenite kosullarinda yani su, yag fazinda en fazla ¢oziiniirliige
sahip oldugunda verimli olur. Reaksiyon, baslama periyodunda suyun yagdaki
¢ozlinlirliigiiniin az olmasindan dolay1 yavastir. Daha sonra (orta periyod) reaksiyon
hizlanir. Bunun nedeni suyun digliserid ve monogliseridlerle artan bir ¢oziiniirliige
sahip olmasidir. Bitis periyodunda ise reaksiyon hiz1 azalir. Hidroliz reaksiyonlarinda
katalizor, sicaklik, basing, su/yag orani, hidroliz sonucu olusan gliserinin
uzaklagtirilmasi gibi etkenlerin uygun se¢imi yiiksek bir doniisiim saglamak i¢in ¢ok
onemlidir. Sicaklik ve basincin artmast suyun yag fazindaki c¢Oziintirliglni
arttirdigindan, reaksiyon hizinin da artmasini saglar. Mineral asitler, baz1 metal
oksitler, 6zellikle ¢cinko ve magnezyum oksitler hidroliz reaksiyonunun hizini etkiler.
Bu maddeler katalizor gorevlerinin yani sira, reaksiyon hizini suyun yag fazindaki
emiilsiyonunu ilerleterek olumlu yonde etkilerler [26].

Hidroliz reaksiyonu geri donilisiimlii bir reaksiyondur. Ortamdaki gliserin
uzaklastirllmadig1 takdirde hidroliz ve esterlesmenin siirekli gergeklestigi denge

noktasina ulasilir. Reaksiyonun tamamlanana kadar ilerlemesi igin ortamdaki
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gliserinin ¢ekilmesi gerekmektedir.Hidroliz reaksiyonlar1 kimyasal katalizér veya
enzimlerin katalitik etkisi altinda yiiriitiilebilir [26].

Enzimatik hidroliz reaksiyonu, diisiik sicakliklarda gerceklestiginden yag yapisal
olarak bozunmaya ugramaz ve bdylece reaksiyon sonunda oldukca kaliteli iiriin elde
edilir. Enzimatik reaksiyon atmosferik basing ve oda sicakliginda gergeklestiginden

enerji agisindan da olduk¢a ekonomiktir [26].

2.7.2. i¢ Esterlesme Reaksiyonlar:

Interesterifikasyon (i¢ esterlesme ) reaksiyonlari bir ester ile baska bir bilesen
arasinda gergeklesen, alkoksi ve agil gruplarinin yer degistirmesiyle karakterize
edilen ve farkli bir ester olusumu ile sonuglanan reaksiyonlardir [27].
Interesterifikasyon reaksiyonlari, esterin bir alkolle, bir asitle veya baska bir esterle

olan reaksiyonlaridir.
RCOOR’ + R”’OH < > RCOOR” + R’OH (Alkoliz)

RCOOR’ + R”COOH ——» RCOOH + R”COOR’ ( Asidoliz)
S .
RCOOR’ + R”’COOR” —5  RCOOR’ + R”’COOR’ ( Transesterifikasyon)
Sekil 2.2. I¢ Esterlestirme Reaksiyon Denklemleri

Ester alkol arasindaki i¢ esterlesme reaksiyonlarina alkoliz denir. Bu yolla iiretilen
dizel yakita biyodizel denilmektedir. Biyolojik kdkenli dizel yakiti tiretiminde en ¢ok
kabul goriilen yontem alkoliz olarak bilinen trasesterifikasyondur [27].

Ester ile baska bir ester arasindaki i¢ esterlesme reaksiyonlarina trasesterifikasyon
veya ester degisim reaksiyonu denir. Ester ile asit arasindaki i¢ esterlesme
reaksiyonlarina ise asidoliz denilmektedir [27]. Bu reaksiyonlar baz1 kaynaklarda
farkli sekilde de siniflandirilmaktadir.

Yukarida da acgiklandigi gibi transesterifikasyon reaksiyonlar1 iki ester arasinda
gerceklesen, esterlerin alkil gruplarmin degisimi ile farkli iki estere doniistiigi
reaksiyonlardir. Triagilgliseroller arasindaki transesterifikasyon reaksiyonunda bir,

iki veya ii¢ agil grubu yer degistirebilir [27].
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CH,COOR; CH,COOR; CH,COOR; CH,COOR;

CHCOOR, + CHCOOR3; <— CHCOOR, + CHCOOR3
CH,COOR3 CH,COOR4 CH,COOR3 CH,COOR4
Triagilgliserol 1 Triagilgliserol 2 Triagilgliserol 3 Triagilgliserol 4

Sekil 2.3 Transesterifikasyon Reaksiyonunun Denklemi

Transesterifikasyon bir denge reaksiyonudur. Reaksiyon hizini arttirmak i¢in asidik,
bazik katalizorler ya da enzimler kullanilmaktadir. Alkali katalizorler
kullanildiginda, oda sicakliginda veya altindaki sicakliklarda, asit katalizorler
kullanildiginda, yaklagik 100 °C civarinda, katalizor kullanilmadiginda ise 250 °C
civarinda veya daha yiiksek sicakliklarda calisilmak zorunda kalinabilir [28].

Asidoliz reaksiyonu bir asit ile esterin reaksiyonuna girmesiyle alkil gruplarinin yer
degistirmesi sonucu yeni bir ester olugsmasina asidoliz denir. Bu reaksiyon yiiksek

sicakliklarda asit katalizor varliginda tersinir olarak gergeklesir [27].

Reaksiyon asagidaki sekilde gerceklesir :
R;COOR, + R3;COOH «— R;COOR, + R;COOH
Ester Yag Asidi Ester Yag asidi
Sekil 2.4 Asidoliz Reaksiyon Denklemi

Bolim 2.7.2 de i¢ esterlesme reaksiyonlart altinda siniflandirilan alkoliz
reaksiyonlar1 bazi literatlirlerde transesterifikasyon olarak ta adlandirilmaktadir.
Yukarida da agiklandig: gibi alkoliz, bir alkol ile esterin reaksiyona girmesiyle alkil
gruplariin yer degistirmesi sonucu yeni bir ester olusumunu saglayan reaksiyondur.
Ester ile alkoliin alkoksil gruplar1 alkoliz reaksiyonu esnasinda yer degistirirler.

Triagilgliserollerin alkoliz reaksiyon semas1 asagida goriilmektedir:
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CH,COOR; R;COOR’ CH,-OH

CHCOOR, + 3R’OH «— R,COOR’ + CH-OH
CH,COOR3 R3;COOR’ CH,-OH
Triagilgliserol Alkol Esterler Gliserol

Sekil 2.5 Alkoliz Reaksiyonunun Denklemi

Sekilde gordiigiimiiz reaksiyonda {i¢ molekiil alkol tek bir TAG molekiili ile
reaksiyona girerek ii¢ ester molekiilii ve bir gliserol molekiilii vermistir. Reaksiyonun
tiriin lehine hizli yiiriimesi i¢in alkol fazlasi ve katalizorler kullanilmaktadir. Organik
bazlar, inorganik asit ve bazlar ve lipaz enzimleri katalizor olarak kullanilmaktadir
[29]. NaOH, KOH, sodyum metoksit, sodyum etoksit, alkoliz reaksiyonlarinda
kullanilan alkali katalizorlerdir. Siilfiirik asit, fosforik asit ve organik asitlerde asit
katalizorlerdir [27].

Alkoliz reaksiyonlar1 hangi alkolle gergeklestiriliyorsa, reaksiyon o alkoliin adini
alir. Ornegin, metanoliz ve etanoliz, metil ve etil alkollerle yiiriitiilen reaksiyonlari
ifade etmektedir [30].

Endiistriyel agidan en elverisli ve en yaygin olarak kullanilan transesterifikasyon
reaksiyonu metanol gibi kisa zincirli bir alkolle gergeklestirilen reaksiyondur. Fakat
bu reaksiyonlarin yiiksek sicakliklarda gerceklesmesinden ve reaksiyon ortamina
homojen olarak yayilan asit ve alkali katalizérlerin ayrilmalarindan ve tekrar
kullanilmalarinin miimkiin olmamasindan dolayr bilim adamlar1 katalizér olarak

lipaz kullanma yoluna yonelmislerdir [31].

2.8. Biyodizel

Monoalkil yag asidi esterleri biyodizel olarak adlandirilir ve alternatif yakit olarak
kullanilabilir. Diistik toksititesi, biyolojik parcalanabilirligi ve yenilenebilir enerji
kaynag1 olmasi agisindan biyodizelin bir ¢ok avantaji goriilmektedir.

Biyodizelin en biiylik avantaji, atmosferdeki net CO, miktarin1 arttirmamasidir. Bu
durum, biyodizelde bulunan karbonun atmosferdeki CO; ‘i kullanan bitkilerden

gelmesinden kaynaklanir. Klasik dizele gére yanma gazlarinin partikiil, halojen, CO
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ve hidrokarbon emisyonu da daha disiiktiir. Ancak, biyodizelin NOy ve aldehit
emisyonlari klasik dizellerinkinden daha yiiksektir [32].

2.9. Literatiir Arastirmasi

Bu boliimde literatiirden secilen bazi enzimatik hidroliz ve alkoliz ¢alismalar1 6zet
olarak verilmistir.

Minami ve Saka , yaptiklar: ¢aligmada reaksiyon mekanizmasini agiklayabilmek i¢in
yaglarin hidroliz kinetigini ve bunu takiben siiperkritik metanolde serbest asidin
metanol ile esterlesmesini incelemiglerdir. Hidroliz reaksiyonunda olusan serbest
asidin asit katalizor olarak gorev yaptigi ve iki kademeli siiperkritik metanol
prosesinde de dnemli bir rol oynadig1 goriilmiistiir [33].

Shamel ve arkadaslariin yapmis olduklar1 ¢alismada palm yagi ve zeytin yaginin
asimetrik gozenekli fibre reaktorde mikrogozenek iizerine adsorbe olmus immobilize
Mucor miehei lipazi ile hidrolizi incelenmistir. Reaksiyon 40 °C‘de yiiriitiilmiis ve
yag ve su fazimin akis hizi 2,5 ve 3,0 mL.min." olarak secilmistir. Hidrofobik
membranlarin  (polysulfone)  hidrofilik membrana oranla daha c¢ok enzim
adsorpladig1 ve lipaz adsorpsiyonunun sicaklik ile arttig1 gézlenmistir[34].

Ting ve arkadaslarinin yaptiklar1 caligmada c¢itosan iizerine immobilize edilmis
lipazin soya fasiilyesi yaginin hidrolizine katalitik etkisi incelenmistir. Sicaklik, pH
ve yag/su mol oraninin reaksiyona etkileri ile enzimin termal stabilitesi incelenmistir.
Optimum kosullarda yagin %88’1 5 saatte hidroliz olmustur. Immobilize enzim
4 °C’de 30 giin aktivitesini kaybetmemistir. Normal kosullar altinda kullanilan lipaza
gbre immobilize enzimin daha aktif oldugu gézlemlenmistir [35].

Rooney ve Weatherley’in yapmis olduklart calismada ise Candida rugosa
mayasindan elde edilen lipazin aygigek yagi hidrolizindeki etkisi incelenmistir.
Yag/su mol oram1 ve lipaz konsantrasyonunun reaksiyon hiz1 {izerine etkisi
incelenmistir. Artan enzim konsantrasyonu ile reaksiyon hizinin arttigi, maksimum
enzim konsantrasyonuna ulasildiginda, enzimin reaksiyon ara yiizeyinde doygunluga
ulastig1 ve etkisinin bu asamada ihmal edilebilir oldugu gézlemlenmistir. 3:1 yag/su
mol oraninda reaksiyonda maksimum %90 doniisiimiin oldugu gdzlemlenmistir.
%0,8 enzim konsantrasyonu ile 15 dakikada reaksiyonda maksimum doniisiim
goriilmiistiir [36].

Kiatsimkul ve arkadaglarinin yaptiklar: bu ¢alismada sekiz ticari enzim ile epokside

edilmis soya fasiilyesi yagindan doymus serbest asitlerin se¢imli hidrolizinde
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Penicilium roquefortii, Mucor javanicus, Rhizomucor miehei ve Pseudomanos ‘un
diepoksiacillere kars1 secicilik gosterdigi goriilmiistiir. Aspergillus niger lipazinin
ise soya fasiilyesi yagindaki doymus asitleri secici olarak hidrolize ettigi, fakat
epoksi soya fasiilyesi yagina segicilik gostermedigi saptanmistir. Penicilium
commembertii lipazinin ise trigliserid substrati i¢in inaktif oldugu gorilmiistiir.
Candida rugosa’nin doymus serbest yag asitlerine segicilii epokside olmus soya
fastilyesi yaginda artmistir [37].

Noor ve arkadaslarinin yaptiklar1 bu ¢alismada ise karistirilmali biyoreaktdrde sulu
fazda lipaz enzimi tarafindan gerceklestirilen palm yagi hidrolizi incelenmistir.
Yiizey aktif madde, palm yag1 ve enzim miktarinin hidroliz baglangi¢ hizina etkisi
arastirilmistir. Yiizey aktif madde eklenmesinin hidroliz hizini arttirdig1 ve optimum
miktarm 25mg/L  oldugu goriilmiistiir. Optimum enzim oram1 92,5 kLUI"
bulunmustur. Karigtirma hizi ve enzim miktarinin incelendigi ¢aligmaya gore
baslangi¢c hiz1 su fazi1 ve yag arasindaki ara yiizeye ve enzim bulunan su fazina
bagimlidir [38].

Bhattacharyya ve arkadaglar ticari asidik yaglarin Candida cylindracea lipazi ile
hidroliz reaksiyonlarin1 incelemislerdir. Aygicek, soya ve piring kepegi asidik
yaglarinin, noétral gliseridlerin %601 kadar su ve asidik yagin %0,4 ‘i kadar lipaz
katalizorliigiinde hidroliz reaksiyonlarini inceleyen bu ¢alismada hidrolizin 48 saatte
tamamlandigini gérmiislerdir [22].

Dandik ve arkadaslar1 balikyagiin enzimatik hidroliz reaksiyonunda lipaz etkisini
incelemislerdir. Dokosahekzanoik asit (DHA) konsantrasyonu ytiksek bir gliserid
karisimi1 elde etmek icin alti g¢esit mikrobiyal lipaz kullanmislar ve Candida
cylindracea lipazinin kullanildigi ve %70 hidrolizlenme derecesinin oldugu
reaksiyonlarda elde edilen gliserid karisimindaki DHA konsantrasyonunun orijinal
balik yagindakinin 3 kat1 oldugunu belirmislerdir [14].

Bilyk ve arkadaglar1 yaptiklar1 bir ¢alismada, Candida rugosa, Parcine pancreas ve
Rhizomucar miehei lipazlarm kullanarak degisik kosullarda ve c¢esitli organik
coziiciilerin varliginda balikyagi, soya yagi ve misiryaginin hidrolizlenmelerini
incelemislerdir. Bu arastirmada donyagi hidrolizinin oda sicaklig1 ve ilimli karistirma
kosullarinda 20 saatte, 45 °C’de ise 6 saatte tamamlandig belirlenmistir. Rhizomucar
lipaz1 kullanilarak n-metil biitilamin ortaminda ve 20 °C’de gerceklestirilen balikyagi

ve bitkisel yaglarin hidrolizlerinin ise 20 saatte tamamlandig1 gozlenmistir. Ayrica
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incelenen lipazlar arasinda oOzellikle Rhizomucar miehei lipazinin hidroliz
reaksiyonlarinda etkin oldugu da belirlenmistir [15].

Piazza ve Haas’in yapmis olduklar1 ¢aligmalarinda 2,2,4-trimetil pentanin ¢oziicii
olarak kullanildig1 soya yaginin hidrolizinde yag1 giderilmis ve parcalanmis yulaf
tohumunu enzim kaynagi olarak kullanmiglar ve bu yontemin soya yagindan oleik
asit iretimi i¢in kullanilabilecegini ve enzimin tekrar geri kazanilabilecegini
belirtmislerdir [39].

Yapilan diger bir calismada Ergan ve arkadaslari reaksiyon kosullari ve substrat
konsantrasyonunun  enzimatik trigliserid sentezi ve trigliserid hidroliz
reaksiyonlarindaki etkilerini incelemislerdir. Hidroliz reaksiyonunda trioleinin
diolein, monoolein ve serbest aside doniisiimiinde en yiiksek verimin suyun
reaksiyon substrati olarak kullanilmasi ile elde edildigini belirtmislerdir [22].
Soumanou ve Bornscheuer, yaptiklari ¢aligmada lipaz katalizli reaksiyon ile aygicegi
yagindan biyodizel {iretmislerdir. Alkoliz hizi iizerine organik c¢oziicii etkisi
arastirilmis ve petrol eteri ve n-hekzan kullanilan sistemde en yiiksek doniistim(%80)
bulunmustur.Coziiclisiiz ortamda c¢esitli mikrobiyal lipazlar ile yiiriitiilen alkoliz
reaksiyonlarinda en iyi déniisim ( >90) ; yag/metanol , mol oram1 1/ 4,5 ve 40°C
oldugunda Pseudomanas fluorescens lipazi ile yiiriitiilen reaksiyonlarda goriilmiistiir
[40].

Madras ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada 200 bar basing, 200-400°C araliginda
stiperkritik metanol ve etonolde aygigegi yaginin transesterlesmesi aragtirilmistir.
Ayrica biyodizel siiperkritik CO,’de enzimatik olarak sentezlenmistir. Metanol ve
etanolde tam doniislim goriiliirken CO, iginde sadece %30 doniisiim
gozlemlenmistir. Biodizel sentezi 200-400°C arasinda sabit mol oraninda ( alkol/yag
: 40 ), 200 bar basingta yiiriitiilmiistiir. Metanoliin kritik sicakligi 240 °C , etanoliin
ise 243 °C dir. Bu nedenle 200 °C deki kosullar siiper kritik durumu gosterir.
Sicaklik arttikca metanolde metil estere doniisim %78’den % 96’ya c¢ikmustir.
Etanolde ise yagin ¢oziinmesinden dolayr ¢ok daha fazla doniisiimler
gozlemlenmistir [41].

Watanabe ve arkadaglarinin yapmis olduklar1 ¢alismada ise lic basamakli metanoliz
ile gam1 giderilmis soya fasiilyesi yaginin yag asidi metil esterlerine doniistimii
tizerinde incelemeler yapilmistir. Ham , gami giderilmis ve rafine soya fasiilyesi
yaglar ile gergeklesen reaksiyon 1/3, yag/metanol mol oraninda ; agirlik¢a yagin

%4’ii kadar lipaz varliginda vyiiriitiilmiistiir. ik adimda gam giderilmis yag
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dontisiimii 1 saatte %5,9 ve rafine yagda %11,6 bulunmustur. Gami giderilmis yag
kullanilarak yapilan metanolizde reaksiyon hizi rafine yagin kullanildig1 reaksiyon
hizinin yarisina esittir. Buna ragmen 6 saat sonra her iki yagda da doniisiim % 30,5’
yiikselmistir. 2. ve 3. adimda da metanol ekleyerek yiiriitiilen reaksiyonda ise 3. adim
sonunda rafine yag doniisiimii %95,9 gami giderilmis yag doniisiimii %93,8 olarak
saptanmugtir [8].

Iso ve arkadaslar1 yapmis olduklar1 ¢alismada kisa zincirli alkol ve trigliseridler
kullanarak transesterlesme reaksiyonunu incelemislerdir. Aspir yagi triagilgliserol
olarak kullanilmig; metanol, ethanol, 1-propanol, 1- butanol kisa zincirli alkol olarak
kullanilmigtir.  Substrat olarak metanol kullanildiginda metanol trioleinde
¢Oziilmemistir. Bundan dolay1r reaksiyonun yiiriimesi i¢in organik ¢oziiciilere
gereksinim  duyuldugu ortaya c¢ikmustir. Reaksiyonlar ¢esitli  kosullarda
gerceklestirilmistir. Iimmobilize P. fluorescenns, P. cepacia, M. javanicus, C. rugosa
ve R. Niveus lipazlar esliginde 1-butanol ve 1-propanol varlifinda gerceklesen bu
reaksiyonlarda en yliksek enzimatik aktivite 1-propanoliin kullanildig1 P. fluorescens
lipazinin katalizledigi reaksiyonda gozlemlenmistir. Ayrica immobilize enzimlerin
serbest enzimlere gore daha yiiksek aktivite gosterdi§i ve enzim
immobilizasyonunun en biiyiik avantajinin da enzimin tekrar kullanilabilirligi oldugu
aciklanmustir [42].

Kose ve arkadaslart yapmis olduklar1 ¢alismada ¢oziiciisiiz ortamda ticari olarak
Novozym 435 olarak adlandirilan Cancida antarctica orjinli immobilize enzim
kullanarak primer ve sekonder alkoller ile rafine pamuk tohumu yaginin
transesterlesmesini incelemiglerdir. Metanoliz i¢in optimum kosullar ; yag/alkol mol
orani, Y4 ;yag agirliginin %30’u kadar enzim; 50°C ve 7 saat reaksiyon siiresi olarak
saptanmistir. Bu kosulda maksimum metil ester miktart %91,5’ tir [43].

Pizarro ve Park ‘in yapmis olduklar1 ¢alismada ise atik agartma topragindan ekstrakte
edilen bitkisel yag kullanilarak yag asidi metil esterleri iiretilmistir. Calismada atik
agartma topragi orneklerinden yag ekstrakte edilmis ve elde edilen yaglarin soya
fastilyesi yagi, palm yagi ve kolza yagi oldugu saptanmistir. Ekstrakte yaglarin
sabunlagma degeri ve toplam serbest asit miktar1 rafine yaglarinkine yakin ¢ikmis ve
dolayist ile metil ester liretim yiizdelerinin de yakin olmasi beklenmistir. Palm
yagimin digindaki atik bitkisel yaglarin viskozitesi rafine yaglardan daha yiiksek (3-5
kat) ¢ikmasinin donilislimii negatif yonde etkileyecegi agiklanmistir. Metanolizin

R.oryzae lipazi ile yiiksek miktarda su varliginda yiiksek bir verimle katalizlendigi
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aciklanan calismada reaksiyon ortamindaki su miktart %15-%100 araliginda
degistirilmis ve su miktar1 arttikga metil ester iiretiminin arttigir goriilmiistiir. 35 °C
de 175 rpm karistirma hizi altinda 96 saat yiiriitiilen reaksiyonda optimum kosullar
su miktar1 %75; yag/metanol mol orani, ¥ ve 67 IU/g enzim olarak belirlenmistir. Su
miktar1 arttikca metil ester liretiminin arttig1 gérillmiistiir [44].

Kaieda ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 calismada ise soya fasulyesi yaginin
cesitli organizmalardan elde edilen lipaz enzimleri kullanilarak metanolizi
arastirilmistir ve organik ¢oziiclinlin kullanilmadig: su igeren sistemde bu lipazlarin
metanolizi katalizledigi goriilmiistiir. Enzim tozu ve enzimin %10 ‘luk sulu ¢ozeltisi
hazirlanarak yapilan ve 50 saat yiiriitiilen metanoliz reaksiyonlarinda enzim etkisi
incelenmistir. Toz enzimle katalizlenen reaksiyonlarda C.Rugosa lipazinin varliginda
metil ester olmazken % 10’luk ¢ozeltisinin bulundugu sistemde metil ester icerigi
%30,8 olmustur. Ayn1 kosullarda P.cepacia enzim tozu ile ylriitiilen reaksiyonda
%32, sulu ¢ozeltisi ile yiiriitiilen reaksiyonda ise %32,6 oraninda metil ester igerigi
gbzlemlenmistir [45].

Antolin ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 ¢aligmada biyodizel elde etmek igin
aycicegi yaginin transesterlesme reaksiyonu incelenmistir. Yiiksek kalitede yiiksek
verimle biyodizel elde etmek amaci ile reaksiyonun en Oonemli parametreleri olan
sicaklik, substrat orant ve saflagtirma metodlarinin optimizasyonu Taguchi metodu
ile caligmalar yapilmistir. Elde edilen ay¢icegi metil esterlerinin dizel yakit1 olarak
kullanilabilirligini belirlemek i¢in viskozitesi, asit degeri, parlama noktast ve donma
noktasi incelenmistir ve optimum kosullarda elde edilen biyodizelin fosil yakitlara
alternatif en uygun biyodizel oldugu sonucuna varilmistir [46].

Kojima ve arkadaglarinin ¢aligmalarinda ham yag rafinasyonunda agiga ¢ikan atik
agartma topragindan yag asidi metil esterlerinin enzimatik liretiminde fosil yakitlarin
¢Oziicii olarak kullanilabilirligini incelemislerdir. Dizel yaginda en yiiksek stabiliteyi
Candida Cylindracea lipaz1 gostermistir. Dizel yaginin ¢6ziicii olarak kullanildig:
calismada % 10 lipaz varliginda atik agartma topragindan yaklasik % 100 verimle
yag asidi metil esteri iiretimi i¢in 3 saatlik bir reaksiyon siiresinin gerektigi
saptanmustir. Dizel yaginin ¢oziicii olarak kullanildigi iiretim yontemi ile elde edilen
yakitin yakit 6zelliklerinin Japon dizel yakiti ile uyum gosterdigi ve diger ¢oziictiler
kullanilarak elde edilen yag asidi metil esterlerine gore daha diisiik karbon bakiyesi

ozelligi gosterdigi agiklanmistir. Dizel yaginin ¢oziicii olarak kullanildigi bu sistem
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prosesi de kolaylagtirmistir. Ciinkii ¢oziicli ve metil ester karistmindan organik
¢Oziicliyll ayirmaya gerek kalmamistir [47].

Wang ve arkadaslar1  siiperkritik metanol kullanarak  bitkisel yagin
transesterlesmesini tiip reaktorde incelemisler, methanol orani, reaksiyon basinci ve
reaksiyon sicakliginin yiikselmesinin iirtin miktarinit arttirdigini agiklamislardir.
Ancak 300°C ‘nin iizerinde yag asidi metil esterlerinin yan reaksiyonlarinin arttigi ve
madde kaybi oldugu gozlenmistir. Sabit sicaklik prosesinde reaksiyon kosullari
alkol/ yag mol orani 40/1,reaktorde kalma siiresi 25 dak., 35 mPa basing ve 310 °C
olarak belirlenmistir. Bu kosullarda, doymamis yag asidi metil esterin yiiksek
reaksiyon sicakligindaki yan reaksiyonundan kaynaklanan kayiptan dolay1
maksimum verim %77 olmustur. Bu problemi ¢6zmek i¢in asamali 1sitma yontemi
olan yeni bir teknoloji gelistirilmistir. Bu yeni teknoloji ile ester olusumu %96 dan
daha fazla olabilecektir [48].

Noureddini ve arkadaslarimin c¢alismalarinda metanol ve etanol ile soya fasiilyesi
yaginin enzimatik esterlesmesini incelemislerdir. Test edilen dokuz lipazdan en
yiiksek alkil ester verimi Pseudomanas Cepacia lipazindan elde edilen Lipaz PS
lipaz1 gostermistir. Hidrolize tetramethoksilane ve iso-butiltrimethoksilane ‘nin
polikondenzasyonu ile hazirlanan immobilize lipaz PS kullanilarak, transesterlesme
reaksiyonunda sicaklik, enzimin termal stabilitesi, enzim miktar1 ve alkol ve su
derisiminin etkisi aragtirtlmistir. 10 g yagin kullanildig1 transesterlesme prosesinde
metanol ile yiiriitiilen reaksiyonda optimum kosullar ; 35 °C , 1/7,5 yag/ metanol
mol orani, 0,5¢ su ve 475mg lipaz olarak belirlenmistir. Etanol ile yiiriitiilen
transesterlesme reaksiyonunda ise bu degerler siras1 ile 35 °C, 1:15,2 yag/metanol
mol orani, 0,3 g su, 475 mg lipaz olarak agiklanmistir. Immobilize lipaz kullanildig1
sistemde enzimin serbest enzime gore daha aktif oldugu gdézlenmis ve enzim tekrar

kullanildiginda ¢ok az aktivite kayb1 goriilmiistiir [49].

27



3. DENEYSEL CALISMA

Bu ¢alismada, Tiirkiye kokenli atik yagin agartma topragi ile rafinasyonu sirasinda
aktiflestirilmis agartma topragi (AAT) tarafindan tutulan yagin Rhizomucor miehei
kokenli Lipozyme RM IM lipazi ile enzimatik hidroliz reaksiyonu ve reaksiyon

kosullarinin hidroliz reaksiyonuna etkileri incelenmistir.

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Aycicek yaginin rafinasyon prosesinde kullanilmis olan atik aktiflestirilmis agartma
toprag1 (AAAT) Besler Gida San. Tic.A.S. tarafindan saglanmistir. Ilgili firma
tarafindan verilen bilgiye gore, rafinasyon prosesinde kullanilan agartma topragi
Bensan Aktiflestirilmis Bentonit San. ve Tic. A.S. firmasmin {iriini olan
aktiflestirilmis  bentonittir. Calismada kullanilan Lipozyme RM IM lipazi
Novozymes (Bagsvaerd,Denmark) firmasi tarafindan saglanmistir. Deneylerde
kullanilan tim kimyasallar analitik saflikta olup Riedel de Haen firmasinin

uriunleridir.

3.2. Atik Aktive Agartma Topragi ve Adsorplanmis Yagin Karakterizasyonu
Calismanin ilk agsamasinda standart yontemler kullanilarak atik aktiflestirilmis
agartma topraginin (AAAT) nem miktar1 ve AAAT ‘de adsorplanan yag miktari
tayin edilmistir. Daha sonra AAAT de adsorplanan yag ekstraksiyon ile kazanilarak
bu yagin sabunlagma ve asit degerleri ile yag asidi bilesimi belirlenmistir [50].
AAAT’ nin nem igerigini belirlemek i¢in 5 g numune alinmis ve 105 °C ‘deki etiivde
sabit tartima gelinceye kadar kurutulmustur. Kurutma islemi i¢in her yarim saat
sonunda etiivden alinan numune 20 dakika desikatorde bekletilmis ve sonra tartimi
alimmigtir. Bu iglem, alinan iki tartim arasindaki fark 0,05 g’ a diisene kadar
tekrarlanmugtir.

AAAT’ da adsorplanan yagin miktar1 ise n- hekzanin ¢oziicli olarak kullanildigi
soxhlet ekstraksiyonu ile belirlenmistir. Ekstraksiyon siiresi 6 saat olarak alinmustir.
Coziicii fazina gecen yag miktar1 ¢oziiciiniin doner evaporatorde uzaklastirilmasi ile

tayin edilmistir.
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AAAT’ nin yag igerigi asagida verilen ( 3.1) denklemi kullanilarak hesaplanmistir.

Yag(e) 109 3.1)

Yag icerigi (%) = 4AAT(9)

AAAT yaginin karakterizasyonu i¢in standart metodlar [50] kullanilarak yagin
sabunlagsma (SD) ve asit degerleri (AD) tayin edilmistir. Asit degeri, 1 g yagi
notralize etmek icin gereken potasyum hidroksidin (KOH) miligram miktaridir. Asit
degeri, yaglarda bulunan serbest yag asitlerinin miktarini belirler. Asit degerinin
tesbiti i¢in normalitesi belli KOH c¢ozeltisi ile fenolftalein indikatorliigiinde titrasyon
yapilir ve ( 3.2 ) denklemi kullanilarak yagin asit degeri, (3.3) denklemi ile de

yagda bulunan serbest yag asitleri miktar1 hesplanir.

Asit Degeri = SOLXNxV (3.2)
%
Serbest yag asitleri miktar (%) = ~ M. (3.3)
10xW

Bu denklemlerde;

N = KOH ¢ozeltisinin normalitesi

V = Titrasyonda kullanilan KOH ¢d6zeltisinin miktar1 (mL)

W = Tartilan yag miktari (g)

M = Yag asitlerinin molekiil agirligidir. Hesaplamalarda genellikle oleik asidin
molekiil agirligi olan 282 degeri kullanilir.
Sabunlagsma degeri (SD) 1 g yagi sabunlagtirmak icin gereken KOH’1mn miligram
cinsinden miktaridir. Yagin sabunlagma indisini tayin etmek i¢in, yag 0,5N alkollii
KOH c¢ozeltisi ile geri sogutucu altinda sabunlastirilir. Sabunlagtirma sonunda
ortamda kalan kullanilmayan KOH ‘in miktar1 ise karistm 0,5N  HCL ile titre
edilerek ( 3.4 ) denklemi ile hesaplanir.

S6IN(V, ~ )
w

Sabunlagsma Degeri = 34

Bu denklemde kullanilan semboller asagida agiklanmaistir:

N = HCI asit ¢0zeltisinin normalitesi

V, = Titrasyonda kullanilan HCL ¢6zeltisinin miktar1 (mL)
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V, = Sahit denemede kullanilan HCL ¢6zeltisinin miktar1 (mL)
W = Tartilan yag miktar1 (g)

AAAT ve yaginin karakterizasyonu icin belirlenen o6zellikler Tablo 3.1° de

goriilmektedir.
Tablo 3.1. AAAT ve Yagmin Ozellikleri
Ozellikler Deger
AAAT ‘nin 6zellikleri
Nem icerigi (% Agirlik) 10,4
Yag icerigi (% Agirlik) 25,8
AAAT yagimin 6zellikleri
Asit degeri (mg KOH / g yag 6,1
Sabunlagma degeri (mg KOH /g yag) 193,6
AAAT yagimin yag asidi bilesimi (% Agirlik)
Palmitik asit (16:0) 9,7
Linoleik asit (18:2) 46,1
Oleik asit (18:1) 32,7
Stearik (18:0) 4,7
Eikosadienoik (20:2) 1,3
Gadoleik (20:1) 1,2
Aragidik (20:0) 2,9
Beherik (22:0) 0,5
Lignoserik  (24:0) 0,9

Calismada kullanilan atik agartma yag1 yag asitleri bilesimi kapiler gaz
kromatografisi (GC) ile saptanmistir. Bu amacgla Once yagin metil esterleri
hazirlanmis ve Hewlett-Packard 5890 Seri II (Hewlett-Packard, Waldron, Almanya)
gaz kromatografi cihazina beslenmistir. Kromatogramlarda elde edilen piklerin
tanimlanmasinda, 8:0, 12:0, 14:0, 16:0, 16:1, 18:0, 18:1, 18:2, 18:3 ve 20:0 yag
asitlerinden 1ibaret standart yag asitlerinin metil esterleri karigimi (Sigma-
Aldrich)’nin aynt cihaz ve kosullarda yapilan analizinden elde edilmis
kromatogrami kullanilmigtir. Uygulanan kromatografik analiz kosullar1 Tablo 3.2°de

verilmistir.
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Tablo 3.2. Gaz kromatografik analiz kosullar

Dedektdr Tipi FID"
Dedektor sicakligi (°C) 280
Injeksiyon sicakligi (°C) 250
Gaz hizlar1 (mL/dak)
Azot 1,6
Hidrojen 33
Hava 460
Dagitma orani 88:1
Firin sicakligi 150°C (5 dak)
150-275 °C (5 °C/dak)
275°C (10 dak)
Kolon tipi Kapiler kolon
TRB-5 ht'”)

(1) Alev iyonizasyon dedektorii
(2) 30m x 0,25mm, 0,lum film kalinhiginda %5 difenil ve %95 dimetil
polisiloksan

3.3. Deney Diizenegi

Enzimatik hidroliz reaksiyonlari, su banyosu i¢ine yerlestirilmis olan 100 mL hacimli
dibi yuvarlak cam bir balonda yiiriitiilmiistiir. Su banyosunun sicakligi, 1siticili,
sicaklik kontrollii manyetik karistirict (Framo-Geraetetechnik M22/1 5655 Franz
Morad Eisenbach, Almanya) ile =+1 hassasiyetle kontrol edilmistir. Deneysel

calismalarda karigtirma hiz1 450 dev/dak degerinde sabit tutulmustur.

3.4. Enzimatik Hidroliz Reaksiyonu

Enzimatik hidroliz reaksiyonu, 5 g yagin 2,5 mL distile su ve 7,5 mL n-hekzan ile
reaksiyon balonuna alinarak isitilmasi ve karisimin istenilen sicakliga ulagmasi ile
secilen enzimin reaksiyon ortamina ilave edilmesi ile baslatilmistir. Reaksiyonun
ylrliylisii, belli zaman araliklarinda alinan numunelerin (1 mL)  bilesimleri
belirlenerek izlenmistir. Reaksiyon ortamindan alinan numuneler 6nce 90 °C’ deki su
banyosunda 15 dakika bekletilerek enzimin inaktif hale ge¢mesi saglanmistir. Su

banyosundan alinan numunelere 5 mL n-hekzan ve 5 mL distile su ilave edilerek su
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ve yag fazlar1 birbirinden ayrilmistir. n-Hekzan fazina gecen yag fazlarini kurutmak
i¢cin tizerine susuz Na,SO4 ilave edilmistir. Bu numunelere daha sonra 5 mL n-
hekzan ilave edilmis ve bilesimleri Ince Yiizey Kromotografisi-Alev Iyonizasyon
Dedektorii (TLC-FID) kombine sistemi olan Iatroscan TH10 cihazi ile analiz
edilmistir. Bu amacgla hazirlanan numunelerden yaklasik 1 pL aliarak SIIT rodlari
izerine enjekte edilmis ve rodlar kromatografi tankinda bulunan yiiriitiici ortamina
(¢ozlicii karisimina) daldirilmistir. Bu analiz i¢in yiiriitiicii olarak petrol eteri:dietil
eter:asetik asit ( hacimce 35:15:1) karisimi kullanilmustir. Uzerlerine numune enjekte
edilmis olan rodlar tankta 20 dak. bekletildikten sonra dnce ¢eker ocak iginde 5 dak.
kadar bekletilmis, daha sonra da 50 °C’ye 1sitilmis olan etiivde 5 dak. bekletilerek
¢oziiclilerin u¢gmas1 saglanmistir. Analize hazir olan bu rodlar daha sonra cihaza
yerlestirilmistir. Numunelerin TLC-FID sistemindeki analizi i¢in hidrojen gazi debisi
160 mL/dak,, hava debisi 2200 mL/dak. ve tarama hizit 30 sn/ tarama olarak
se¢ilmistir. Analiz sonuglarindan reaksiyon iiriinlerinin igerdigi triagilgliserol (TAG),
diacilgliserol (DAG) , monoagilgliserol (MAG) ve serbest yag asidi (FFA) miktarlar

agirlik yiizdesi olarak belirlenmistir.

Uriinlerin serbest yag asidi iceriklerinden asit degerleri, elde edilen asit degerlerinden

de (3.5) formulii kullanilarak hidrolizlenme dereceleri hesaplanmigtir [24].

AD, — AD

Hidrolizlenme Derecesi = L x100 (3.5)
D— 4D,

Formuldeki AD,ve AD;sirasi ile alinan 6rneklerin baslangictaki ve belirli t anindaki

asit degerlerini, SD ise AAAT yaginin sabunlagsma degerini gostermektedir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Atik Aktive Agartma Toprag: Yaginin Hidrolizlenme Derecesine Sicakhigin
Etkisi

Atik aktive agartma topragi (AAAT) yagiin hidroliz reaksiyonu farkl sicakliklarda
yiriitiilmiis ve (3.5) formiilii kullanilarak calisilan sicakliklarda yagin hidrolizlenme
derecesi hesaplanmistir. 40 °C , 50 °C ve 60 °C de 5g yag , yagm agirlikca % 15’1
kadar enzim, 2,5 mL distile su ve 7,5 mL n-hekzan kullanilarak gergeklestirilen
hidroliz reaksiyonlarinda en yiiksek hidrolizlenme derecesi (%70,7) Sekil 4.1 ve
Tablo 4.1°de goriildiigii gibi 60 °C’ de yiirtitiilen reaksiyonda gozlemlenmistir.

80
70 -
60 -
50 -
40

30 A —e—40°C
20 A —o—50°C
10 —a—60°C

Hidrolizlenme derecesi (%)

O T T T T
0 1 2 3

Zaman (Saat)

N
ol

Sekil 4.1. AAAT yaginin enzimatik hidroliz reaksiyonunda sicakligin hidrolizlenme
derecesine etkisi ( Enzim miktari:Agirlikca %15 ; distile su 2,5 mL; n-hekzan:
7,5mL).

Tablo 4.1. Sicakligin hidrolizlenme derecesine etkisi

Hidrolizlenme Derecesi (%)
Zaman (saat)

40 °C 50°C 60 °C
1 18,8 22,27 29,49
2 32,12 43,53 47,36
3 44,76 54,08 63,93
4 58,79 62,6 69,37
5 64,04 67,08 70,72
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4.2. Atik Aktive Agartma Toprag Yaginin Lipozym RM IM ile Hidrolizinde
Uriin Bilesimine Sicakligin Etkisi

Enzimlerin aktivitesi {izerinde ortam sicakliginin Onemli bir etkisi oldugu
bilinmektedir. Enzimlerin genel olarak 35-60 °C ler arasinda akivite gosterdikleri
belirtilmekte ise de maksimum aktivite sicaklifi enzim cinsine gore farkliliklar
gosterir.

Calismada kullanilan Lipozym RM IM enziminin AAAT yagmin hidroliz
reaksiyonunda en yiiksek aktivite gosterdigi sicakligin belirlenmesi amaci ile boliim
4.1’ de aciklanan kosullarda yiiriitiilen hidroliz reaksiyonlarinda elde edilen iiriin
bilesimlerinin reaksiyon siiresine gore degisimleri ekler boliimiindeki Tablo A.1. -
Tablo A.3. ‘ te verilmistir.

40 °C de yiritilen 5 saatlik deneysel caligmada 1. saatten itibaren TAG
hidrolizlenerek FFA olusumunu saglamistir. Reaksiyonun ilk saati sonunda serbest
yag asidi miktar1 %20,7 iken 5. saat sonunda % 63,1 degerine ulasmistir. Sekil 4.2 de
goriildiigii gibi reaksiyonun baslangicindan reaksiyon tamamlanana kadar TAG
oraninda azalma gozlemlenmistir. Reaksiyonun 5. saatte denge durumuna yaklastigi
goriilmektedir. Hidroliz reaksiyonu geri doniimlii bir reaksiyon olup 3 kademede
gerceklesmektedir. Reaksiyonun ilk kademesinde FFA ve DAG olusumu, 2.
kademede DAG’mm FFA ve MAG vererek hidrolizi son kademede de MAG’mn
FFA’ya hidrolizi gerceklesmektedir. Bu kademelerin her biri de geri doniimlii

reaksiyonlardir.
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Sekil 4.2. AAAT yaginin enzimatik hidroliz reaksiyonunda {iriin bilesiminin zamana
gore degisimi (Enzim miktar1: %15; distile su: 2,5 mL; n-hekzan: 7,5 mL;sicaklik:
40 °C)
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Ekler boliimiindeki Tablo A.2.” de 50 °C’ de yiiriitiilen hidroliz reaksiyonlarinda {iriin
bilesiminin reaksiyon siiresine bagli olarak degisim sonuglari incelendiginde 5 saat
yiiriitiilen deneysel ¢calismada reaksiyonun ilk saati sonunda serbest yag asidi miktar1
%23,9 iken 5. saat sonunda % 65,9 degerine ulasmistir. Sekil 4.3’ te gorildigi gibi

stire arttikga FFA miktarinda artma TAG miktarinda azalma gozlemlenmistir.

70
= 60 1
D
< 50 - —o_TAG (%)
0. —a—FFA (%)
IS —a— DAG+ MAG (%)
& 30 -
=
c 20 -
S
D 10 -

0 T T T T T

0 1 2 3 4 5 6

Zaman (Saat)

Sekil 4.3. AAAT yaginin enzimatik hidroliz reaksiyonunda iirlin bilesiminin zamana
gore degisimi (Enzim miktart: %15; distile su: 2,5 mL; n-hekzan: 7,5 mL ; sicaklik:
50°C)

60 °C de gerceklestirilen 5 saatlik deneysel ¢alismada reaksiyon ilk saati sonunda
serbest yag asidi miktar1 %30,7 iken 5. saat sonunda % 69,3 degerine ulagmistir.
Reaksiyonun 4 ve 5. saatlerine baktigimizda serbest yag asidine doniisiimiin hemen
hemen dengeye ulastig1r goriilmektedir. Sekil 4.4’ te hidroliz reaksiyonunda iiriin

bilesiminin reaksiyon siiresine bagli olarak degisimi goriilmektedir.
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Sekil 4.4. AAAT yaginin enzimatik hidroliz reaksiyonunda iiriin bilesiminin zamana
gore degisimi (Enzim miktart: %15; distile su: 2,5 mL; n-hekzan: 7,5 mL; sicaklik:
60 °C)

Sekil 4.5 ve Sekil 4.6 da AAAT yaginin enzimatik reaksiyonunda {iriin yag asidi ve
triacil igeriklerinin sicakliga bagli olarak reaksiyon siiresine gore degisimleri
karsilagtirilmali olarak verilmistir. Goriildigi gibi, en yiiksek serbest yag asidi
olusumu 60 °C’ de gerceklesmistir. Bu sonuglar literatiirle uyumludur. Enzimin

aktivite gosterdigi sicaklik araliginda sicaklik artisi ile reaksiyon hizi artar.

80,0
70,0 1
60,0 -
50,0 1
40,0 -
30,0 1 —e—40°C
20,0 ——50°C

FFA (%Agirik)

10,0 | —4—60°C

0,0 ‘ ‘ ‘ ‘
1 2 3 4 5

Zaman(Saa)

Sekil 4.5. AAAT yaginin enzimatik hidroliz reaksiyonunda {iriin serbest yag asidi
iceriginin sicakliga bagl olarak degisimi (Enzim miktart: %15; distile su: 2,5 mL; n-
hekzan: 7,5 mL)

36



60,0

—+—40°C
—o-50°C
—a—60°C

50,0

40,0 -

30,0

TAG (%Agirhk)

20,0

10,0

0,0

[¢)]

1 2 3 4
Zaman (Saat)

Sekil 4.6. AAAT yaginin enzimatik hidroliz reaksiyonunda {iriin triagilgliserol
iceriginin sicakliga bagl olarak degisimi (Enzim miktart: %15; distile su: 2,5 mL; n-
hekzan: 7,5 mL)

4.3. Atik Aktive Agartma Topragi Yagimin Lipozym RM IM ile Hidroliz
Reaksiyonuna Enzim Miktarimin Etkisi

Atik aktive agartma topragi yaginin hidroliz reaksiyonunda enzim miktariin etkisini
incelemek amaciyla yiiriitiilen reaksiyonlar 60 °C‘de, 5g yag, 2,5 mL distile su, 7,5
mL n-hekzan ve yagin %]15- 25’ i oraninda enzim kullanilarak yiiriitilmiistiir.
Deneylerden elde edilen sonuglar ekler boliimiinde Tablo A.3, Tablo A.4 ve Tablo
A.5 ‘da verilmistir.

Ayni sicaklikta ve ayni kosullarda enzim miktar1 artirildiginda reaksiyon daha hizh
gerceklesmis, reaksiyon baglangicinda triagilgliserollerin serbest yag asidine
dontigimi  yiiksek degerlere ulagmistir. Ancak reaksiyon sonunda elde edilen
doniisiim miktar1 yagin %15°1 kadar enzim ile gerceklestirilen reaksiyon sonunda
elde edilen doniisiim degeri ile hemen hemen aymi kalmistir. Bu asamada enzim
miktarin1 arttirmak reaksiyona hiz vermis fakat hidroliz veriminde artis
saglanamamugstir. Sekil 4.7 ve 4.8 ‘de de yagin %20’si ve %25 ‘i kadar enzim
kullanilarak ytriitiilen hidroliz reaksiyonunda {iriin bilesiminin zamana gore degisimi

goriilmektedir.
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Sekil 4.7. 60 °C’ de gerceklestirilen hidroliz reaksiyonlarinda elde edilen {iriin
bilesiminin zamana gore degisimi ( Enzim miktari: %20; distile su :2,5 mL; n-
hekzan:7,5 mL)

Bu reaksiyon sonuglarina bakildiginda enzim miktariin artmasi ile hidroliz hizinin
arttigr gorilmektedir ve reaksiyon 4. saatten itibaren denge durumuna yaklastigi

goriilmektedir.
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Sekil 4.8. 60 'C’ de gerceklestirilen hidroliz reaksiyonlarinda elde edilen iiriin
bilesiminin zamana gore degisimi ( Enzim miktari: %25; distile su:2,5 mL; n-
hekzan:7,5 mL)

Sekil 4.9 ve Sekil 4.10° da 60 °C’ de farkli miktarda enzim kullanilarak yiiriitiilen

hidroliz reaksiyonlarinda iiriin serbest yag asidi ve triagilgliserol iceriklerinin zaman
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gore degisimleri goriilmektedir. Bu grafikler incelendiginde enzim miktarindaki
artisin hidroliz reaksiyonunda 6nemli bir artisa neden olmadigi goriilmektedir. Bu
nedenle bu reaksiyon i¢in en uygun enzim miktar1 %15 olarak se¢ilmis ve ¢aligmanin
bundan sonraki bdliimlerinde %15 enzim miktar ile ¢alisilmasinin uygun olduguna

karar verilmistir.
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Sekil 4.9. 60 °C’ de gergeklestirilen hidroliz reaksiyonlarinda elde edilen iiriiniin
serbest yag asidi igerigine enzim miktar1 ve reaksiyon siiresinin etkisi (Distile su:2,5
mL; n-hekzan:7,5 mL)
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Sekil 4.10. 60 °C’ de gergeklestirilen hidroliz reaksiyonlarinda elde edilen {iriiniin

triagilgliserol icerigine enzim miktar1 ve reaksiyon siiresinin etkisi (Distile su:2,5
mL; n-hekzan:7,5 mL)
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4.4. Atik Aktive Agartma Topragl Yagimn Lipozym RM IM ile Hidroliz
Reaksiyonunda pH’in EtKisi

Enzimlerin aktivitelerine sicakligin oldugu kadar pH’1n da etkili oldugu ve her enzim
icin optimum bir pH degeri oldugu bilinmektedir. AAAT yaginin Lipozym RM IM
enzimi ile yiritilen hidroliz reaksiyonlari, pH’ 1 hidroliz verimine etkisini
incelemek amaci ile, pH degerleri 6,0-8,0 arasinda degisen fosfat tampon ¢ozeltiler
kullanilarak tekrarlanmistir. Tampon ¢ozeltilerin  hazirlanmasinda potasyum
dihidrojen posfat (1/15 mol/L) ve disodyum hidrojen fosfat (1/15 mol/L)
kullanilmigtir. Reaksiyon kosullart olarak daha once en yiiksek TAG doniisiimii elde
edilen kosullar se¢ilmistir. Tablo A.6 ve Sekil 4.11° de tampon ¢6zelti pH degerinin
hidroliz reaksiyonuna etkisi gosterilmistir.

Ekte verilen Tablo A.6 da goriildiigii gibi en yiiksek FFA igerigi pH’1 8 olan tampon
cozelti ortaminda elde edilmektedir. Bu sonuglar, ayn1 miktarda distile su ile ayni
kosullarda yiiriitiilen deney sonucu ile karsilastirildiginda (Sekil 4.12 ve Sekil 4.11)
distile su ile yiiriitiilen reaksiyonun daha hizli gerceklestigi ve reaksiyon sonucunda

en yiiksek FFA ve en diisiik TAG igerigine ulasildig1 goriilmektedir .
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Sekil 4.11. AAAT yaginin enzimatik hidroliz reaksiyonunda TAG igeriginin pH
etkisi (Enzim miktar1: %15; Sicaklik: 60°C; tampon ¢ozelti: 2,5 mL; n-hekzan: 7,5
mL )
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Sekil 4.12. AAAT yaginin enzimatik hidroliz reaksiyonunda pH’ 1n {iriin serbest yag
asidi igerigine etkisi (Enzim miktari: %15; sicaklik: 60°C; tampon ¢ozelti: 2,5 mL; n-
hekzan: 7,5 mL )
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5. VARGILAR ve ONERILER

Bu calismada, atik agartma topragi yaginin hidroliz reaksiyonu Lipozme RM IM
lipazi1 varliginda incelenmistir. Calismada varilan sonug, degerlendirme ve Oneriler

asagida siralanmistir:

1. Atik aktive agartma topragi (AAAT) ve yaginin 6zelliklerini belirlemek amaci ile

yapilan incelemeler sonucuna gore :

AAAT ‘ nin nem igerigi : %104
AAAT ‘ nin yag icerigi 0 %25,8
AAAT yagimin asit degeri : 6,1 mg KOH/g

AAAT yagimin sabunlagma degeri : 193,6 mg KOH/g olarak bulunmustur.

AAT ‘ nin %25-40 oraninda yag tuttugu sonucunu bu ¢aligmada kullanilan AAT ‘da
desteklemektedir.

2. Sicaklik, enzim miktari, su ve tampon ¢dzeltinin incelenen hidroliz reaksiyonu
tizerine etkisini belirlemek icin yiiriitillen deneyler neticesinde belirlenen ve en
uygun oldugu diisiiniilen kosullar :

Sicaklik :60°C

Enzim miktar1 : Yag agirhiginin % 15° 1

Reaksiyon Siiresi : 5 saat olarak tespit edilmistir.

3. Belirlenen en uygun kosullar ile yliriitiilen reaksiyon neticesinde elde edilen yag
asidi igerigi % 69,3 olarak saptanmustir.

4. Calismada kullanilan enzimin ¢aligma aralig1 diisiiniilerek secilen sicaklik araligi
(40 °C - 60 ° C) degistirilerek reaksiyona etkisi incelenebilir ve farkli bir enzim ile

reaksiyon sonuglarinin degisip degismeyecegi arastirilabilir.
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EK A.

Tablo A.1. 40 °C’ de gergeklestirilen hidroliz reaksiyonlarinda elde edilen iiriin
bilesiminin zamana gore degisimi (Enzim miktari: %15; distile su :2,5 mL; n-
hekzan:7,5 mL )

Zaman (saat) | TAG (%) | FFA (%) | MAG (%) | DAG (%) | DAG + MAG(%)
1 54,1 20,7 14,29 10,96 25,25
2 27,8 33,2 14,15 2491 39,06
3 22,5 45,01 13,22 19,26 32,48
4 19,60 58,10 1,33 20,97 22,3
5 17,66 63,08 3,64 15,62 19,26

Tablo A.2. 50 °C’ de gergeklestirilen hidroliz reaksiyonlarinda elde edilen {iriin
bilesiminin zamana gore degisimi (Enzim miktar1: %15; distile su: 2,5 mL; n-hekzan:
7,5mL)

Zaman (saat) | TAG (%) | FFA (%) | MAG (%) | DAG (%) | DAG + MAG(%)
1 482 23,9 14,4 13,5 27,9
2 25,1 43,8 14,1 16,9 31,0
3 19,3 53,7 6,5 20,5 27,0
4 17,6 61,7 6,5 14,1 20,6
5 10,4 65,9 6,5 17,2 23,7

Tablo A.3. 60 °C’de gergeklestirilen hidroliz reaksiyonlarinda elde edilen tiriin
bilesiminin zamana gore degisimi (Enzim miktari: %15; distile su :2,5 mL; n-
hekzan:7,5 mL )

Zaman (saat) | TAG (%) | FFA (%) | MAG (%) | DAG (%) | DAG + MAG (%)
1 43,4 30,7 10,5 15,3 25,8
2 16,4 47,4 13,5 22,7 36,2
3 12,1 63,0 10,1 14,7 24,8
4 11,2 68,1 8,4 12,2 20,6
5 9,7 69,3 6,6 14,3 20,9
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Tablo A.4. %20 enzim miktarinda gergeklestirilen hidroliz reaksiyonlarinda elde
edilen iirlin bilesiminin zamana goére degisimi (Distile su :2,5 mL; n-hekzan:7.5 mL;

Sicaklik:60 °C)
Zaman o o o o o
(saat) TAG (%) | FFA (%) | MAG (%) | DAG (%) | DAG + MAG(%)
1 34,3 36,2 12,4 16,2 28,6
2 16,6 50,6 12,7 20,0 32,7
3 13,4 62,1 17,0 7,4 24.4
4 10,1 67,0 13,0 9,8 22,8
5 10,6 67,4 10,1 11,9 22,0

Tablo A.5. %25 enzim miktar ile gergeklestirilen hidroliz reaksiyonlarinda elde
edilen {iriin bilesiminin zamana gore degisimi ( Sicaklik: 60 °C; distile su :2,5 mL; n-

hekzan:7,5 mL )

Tomi' | TAG (%) | FFA (%) | MAG (%) | DAG (%) | DAG + MAG(%)
1 30,5 42,5 7,6 19,3 26,9

2 14,9 48,9 21,6 14,7 36,3

3 12,1 62,3 8,5 17,1 25,6

4 11,1 68,2 6,1 14,5 20,6

5 10,2 65,7 10,1 13,9 24,0

Tablo A.6 . AAAT yagi hidroliz reaksiyonlarinda pH etkisi (Sicaklik:60 °C ; enzim

miktar1: %15; tampon ¢ozelti: 2,5 mL; n- hekzan: 7,5 mL)

Zaman pH:6 pH:7 pH:8
(saat) FFA, % | TAG ,% | FFA, % | TAG ,% | FFA, % | TAG ,%
1 21,7 51,6 21,9 42.9 23,2 40,0
2 34,7 45,9 36,6 32,8 38,6 30,0
3 41,1 22,0 39,1 19,5 46,7 19,0
4 44,3 16,0 43,5 16,7 57,9 18,3
5 51,8 16,7 44,7 11,1 65,2 13,7
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