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SOYA YAGININ ENZIMATIK ALKOLizZi ILE YAG ASiDi METIL
ESTERLERI URETIMININ OPTIiMiZASYONU

OZET

Yaglardan elde edilen iiriinler, kimya sanayiinde ¢ok 6nemli bir yere sahiptir. Bu
tiriinlerden biri olan yag asidi alkil esterleri endiistride genis kullanim alanina sahip
degerli yag kimyasallarindandir. Hayvansal ve bitkisel yaglarin alkollerle reaksiyona
girmesi sonucunda olusan yag asidi alkil esterleri ayni zamanda dizel yakitlara
alternatif olmalar ile de onemlidirler. Biyodizel olarak adlandirilan bu yakitlar,
dogada bozunabilir olmalari, yenilenebilir kaynaklara sahip olmalar1 ve zehirsiz
olmalar1 gibi sebeplerle son on yildir oldukca dikkat cekmeye baslamistir.

Bu caligmada, Tirkiye kokenli rafine soya yagmin metil alkol ile Mucor miehei
orijinli Lipozyme IM mikrobiyal lipazi varliginda alkoliz reaksiyonu incelenmistir.
Bu amagla, oncelikle n-hekzan ortaminda gergeklestirilen metanoliz reaksiyonu
tizerine silika jel/yag agirlik orani, enzim/yag agirlik orani, metanol/yag mol orani ve
sicakligin etkisi incelenmis ve alkoliz reaksiyonu i¢in en uygun oldugu diisiiniilen
kosullar belirlenmistir. Daha sonra bu kosullari istatistiksel agidan irdelemek
amaciyla sicaklik, yag/metanol mol oram1 ve enzim/yag agirlik oraninin alkoliz
reaksiyonu iizerine etkileri, Tepki-Yiizey Metadolojisi (Response Surface
Methodology) optimizasyon yontemi kullanilarak tespit edilmistir.

Soya yag1 ve metanoliin Lipozym IM lipaz1 varliginda n-hekzan ¢6ziicii ortaminda
gerceklestirilen  enzimatik alkoliz reaksiyonu i¢in en uygun sicaklik 50 °c,
enzim/yag agirlik oranmi 0,15, silika jel/yag agirlik orani 0,6 ve metanol/yag mol oran
1/3 olarak tespit edilmistir. Bu kosullarda 1,5 saat sonunda elde edilen iiriiniin metil
ester igerigi yaklasik %100’ diir.

Optimizasyon i¢in kullanilan Tepki-Yiizey Metadolojisi yontemine gore 30
dakikalik reaksiyon siiresi sonunda elde edilebilecek maksimum metil ester igerigi
ise %76,70 olarak bulunmustur. Bu istatistiksel analiz yontemine gore kritik
reaksiyon kosullar1 ise 50,46 e sicaklik , 1/2,35 yag/metanol mol orani ve 0,09
enzim/yag agirlik oranidir.

Yag/metanol mol orani, sicaklik ve enzim miktarinin metil ester olusumuna etkisini
gostermek i¢in varyans analizinden yararlanarak 2. dereceden polinom olan bir
model denklem olusturulmus ve bu model denkleme gore tahmin edilen degerler ile
gozlenen degerlerin %97 (R?= 0,935, R=0,97) oraninda uyum sagladig goriilmiistiir.
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OPTIMIZATION OF FATTY ACID METHYL ESTER PRODUCTION BY
ENZYMATIC ALCOHOLYSIS OF SOYBEAN OIL

SUMMARY

The products which are obtained from oils have a great importance at chemical
industry. One of these products is fatty acid alkyl esters which are the most valuable
oleochemicals in industry where they have widespread applications . Fatty acid alkyl
esters produced by a chemical reaction of fats and oils with an alcohol are also very
important since they are an alternative fuel to diesel fuels. These fuels which are
called biodiesel has attracted considerable attention during the past decade as
renewable, biodegradable and non toxic fuels.

In this study, enzymatic alcoholysis of refined soybean oil which is originated from
Turkey with methanol using Lipozyme IM as lipase was investigated. The
parameters that effect the methanolysis reaction which was carried out in the
presence of n-hekzan such as silica gel amount, enzyme amount, oil/alcohol molar
ratio and temperature were examined. In the second part of the study, the
optimization method, Response Surface Methodology was employed to evaluate the
effects of enzyme amount, oil/alcohol molar ratio and temperature on the conversion
of soybean oil to methyl ester by alcoholysis.

The optimum conditions for enzymatic alcoholysis reaction of soybean oil with
methanol in the presence of n-hekzan using Lipozyme IM as lipase were determined
as follows; temperature:50 °C, enzyme/oil weight ratio:0,15, silica gel/oil weight
ratio:0,6 and oil/methanol molar ratio:1/3. At the optimum conditions after 90 min.
reaction , the reaction yielded approximately %100 ester.

Based on Response Surface Methodology, the critical synthesis conditions for 30
min. reaction time giving the maximum %76,70 methyl ester content were
determined as follows; temperature:50,46 °C, enzyme/oil weight ratio:0,09 and
oil/methanol molar ratio:1/2,35.

A second-order model was obtained to predict conversions as a function of
temperature, enzyme/oil weight ration and oil/methanol mol ratio. The analysis of
variance indicated that the second-order model was highly significant and adequate
to represent the actual relationship between the response ( ME content, %) and the
significant variables with a satisfactory coefficient of determination (R = 0,935).
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1.GIRIS ve AMAC

Yaglarin metanol ve etanol gibi monohidroksi alkollerle olusturduklar1 esterleri, pek
cok kullanim alami olan Onemli yag kimyasallarindandir. Bu yag kimyasallari
icersinde alternatif yakit, biyodizel 6nemli bir yer tutmaktadir. Biyodizel, yaglardan
transesterifikasyon (alkoliz) reaksiyonu sonucu elde edilmektedir. Diinyadaki
teknolojik gelismelerin paralelinde hizla artan enerji ihtiyaci nedeniyle, enerjiyi
yogun olarak kullanan sektorler, aragtirma ve gelistirme faaliyetlerini, alternatif
enerji kaynaklarmin gelistirilmesi {izerinde yogunlastirmiglardir. Bu agidan
bakildiginda da biyodizel kullanimi; ekonomik olmasi, ¢evre kirliligi agisindan daha
temiz bir yakit olmasi ve disa bagimlik yerine 6z kaynaklardan elde edilerek iilke

ekonomisine ¢ok yonlii katkida bulunmasi agisindan 6nem kazanmaktadir [1,2].

Biyodizel itretiminde bitkisel yag olarak kolza, aygicek, soya ve kullanilmis
kizartma yaglari, alkol olarak metanol, katalizor olarak alkali katalizorler (sodyum ve
potasyum hidroksit) tercih edilmektedir [2]. Ancak alkali katalizorler kullanilarak
gerceklestirilen biyodizel iiretiminde bazi olumsuzluklar 6n plana g¢ikmaktadir.
Bunlardan bazilar1 reaksiyonun son derece yiiksek sicakliklarda gerceklestirilmesi,
olusan yan {riin gliserol 1ile tuzun reaksiyon ortamindan kolaylikla
uzaklastirtlamamasidir. Bu gibi olumsuzluklarin 6niine gegebilmek amaciyla alkoliz
reaksiyonunda katalizor olarak lipazlarin kullanilmasi giindeme gelmistir. Su ana
kadar yapilan ¢alismalar, ¢oziiciisiiz ortamda siirekli bir proses ile enzimatik alkoliz
reaksiyonun gercgeklestirilmesi durumunda endiistriyel anlamda biyodizel {iretimi i¢in

ekonomik bir ¢éziimiinde bulunmus olacagini gostermektedir [3].

Giliniimiizde kolza yagindan elde edilen biyodizel, yakit olarak Avrupa’da
kullanilmaktadir. Ayrica palm yagindan elde edilen biyodizel de yine ayni amagla

Malezya’da kullanilmaya baslanmistir [3].



Bu c¢alismada, Tirkiye kokenli soya yaginin immobilize Lipozyme IM mikrobiyal
lipaz1 varliginda, n-hekzan ¢6ziicii ortamindaki metanoliz reaksiyonu incelenmistir.
Enzimatik alkoliz reaksiyonuna etki eden parametreler belirlenmesi i¢in ¢aligmalar
yapilmistir. Ayrica bu amagla reaksiyona ait segilen bazi parametrelerin Tepki-
Yiizey Metodolojisi (Response Surface Metodology) kullanilarak optimizasyonu da
gerceklestirilmistir.



2. TEORIK KISIM

2.1. Soya Fasulyesi Bitkisi

Soya fasulyesi Baklagiller familyasina ait olan Glycine max. (L) Merrill adiyla da
bilinen bir bitkinin tohumudur [4]. Glycine Yunanca tatli anlamina gelmektedir ve
Baklagiller familyasindaki kokii yenen tiim bitkiler i¢cinde kullanilmaktadir. Max
sOzciigii ise genis anlamina gelmekte ve soya fasulyesi bitkisi lizerindeki genis
yumrular ifade etmektedir [5]. Boyu 75 cm’den 1.5 metreye kadar olan soya
bitkisinin meyvesi bir bakladir. Soya baklalar1 olgunlasinca i¢lerinde yuvarlak ve sari
renkli tohumlar olusmaktadir. Esas olarak iliman iklim boélgelerinde yetisen soya
fasulyesi bitkisi bir kisa giin bitkisi olup giinlerin kisalmasiyla ¢igcek agmakta, kasim

ve aralik aylarinda ise hasat edilmektedir [4].

Soya fasulyesinin insan gidasi olarak degerlendirilmesine ilk 6nce Uzak Dogu
Asya’da baslandig1 bilinmektedir. M.O. 2000 yillarina ait eski Cin kayitlarinda,
soya tarimu ilgili onerilere rastlanmaktadir. Daha sonra Budizm dininin et yemeyi
yasaklamasi nedeniyle soya fasulyesi Cin’den Japonya’ya ve diger dogu iilkelerine
dogru yayilmaya baglamistir [4]. Avrupa’nin soya fasulyesi ile ilk tanigsmasi ise
Engelbert Kaempfer adl1 bir Alman botanik¢inin meraki sonucu 1712 yillarinda
olmustur. Daha sonralar1 ise bir baska botanik¢i Isvegli Carl von Linne’ soya
fasulyesine genetik ismi olan Glycine max. adini vermistir. Ancak yetersiz iklim ve
toprak kosullar1 nedeniyle Avrupa’da ki soya fasulyesi iiretimi kisith kalmistir. Soya
fasulyesinin Amerika’ya gelisi ise 18. ylizyilin ortalarinda geceklesmis olsa da bu
bitki ile genis Olgekli resmi tanigma 1900’lerin baslarina kadar gerceklesmemistir.
1920’lerin sonlarna dogru  Amerika’ya  William Morse tarafindan biiyiik
cogunlukla Cin’den olmak iizere binlerce soya fasulyesi tiirii getirilmistir. William
Morse daha sonra Amerikan Soya Dernegi’nin kurulmasina onciiliik etmis ve bu

dernegin ilk baskani olarak gorev yapmistir. 1954 yilina kadar Cin diinya soya



fasulyesi Ttretiminde ve ihracatinda birinci sirada yer alsa da o tarihten sonra
Amerika Birlesik Devletleri bu konuda diinya lideri haline gelmistir [5]. Soya
fasulyesi Giineydogu Asya’ya 6zgii bir bitki olmasina karsin giinlimiizde soya
fasulyesi ekim alanlarmin % 45’ ve diinyada soya fasulyesi {iretiminin %551
Amerika Birlesik Devletlerinin elinde bulunmaktadir. 2000 yilinda Amerika 75
milyon ton soya fasulyesi {liretmis ve bunun {igte birinden fazlasini ihra¢ etmistir.
Diinyada bu konudaki diger lider {iiretici lilkeler ise Brezilya, Arjantin, Cin ve

Hindistan’dir [6].

Yurdumuzda soya fasulyesi tarimi oldukga yenidir. Birinci Diinya Savasi yillarinda
Karadeniz sahillerimizde (Ordu, Samsun, Rize) soya ekimi ve {iretimi ¢aligsmalari
baslamistir. Ancak 1974’e kadar gegen siire igersinde gerek ekilis alanlarinda gerek
iretim miktarlarinda hizli bir artis olmadigi gibi, bircok yillar azalmalar da
olmustur. 1975 yilindan itibaren Ceyhan-Aslantas Projesi kapsaminda, Cukurova’da
bugday ekilebilen ve sulanabilen alanlara ikinci iirlin olarak ekimi Ongdriilmiis,
ancak bolge kosullarina adapte olacak gesitlerin iyi belirlenmemis olmasi, gerekli
bakteri kiiltiirii ile asilamanin saglanamamasi, bilingsiz sulama, yabanci ot sorunu
gibi nedenlerden otiirii arzu edilen iiretim diizeyi gergeklestirilememistir. 1981 yili
yazinda ise Devlet, Tarim Bakanlig1 kanaliyla tireticiyi, kredili tohum vererek ve

yiiksek taban fiyat politikasi ile tesvik ederek liretimi arttirma yoluna gitmistir [4].

Yurdumuzda halen Adana, Antalya, icel, Hatay, Aydin, Manisa, Izmir, Urfa,
Gaziantep, Kahramanmaras, Denizli, Mugla ve Mardin illerimizde soya fasulyesi

ekimi yapilmaktadir [4].

Soya fasulyesi essiz kimyasal bilesimi nedeniyle degerli ve ekonomik tarimsal
iriinler igersindeki yerini almistir. Soya fasulyesi diger baklagiller ve tahillar
icersinde en yiiksek protein miktarma sahip olan bitkidir. I¢ersindeki protein miktar:
% 40 civarindadir. Diger baklagiller ise %20- %30 civarinda protein i¢cermektedir.

Soya fasulyesi ayrica %20 oraninda yag da igermektedir [5].



Soya fasulyesinin ortalama bilesimi i¢in su degerler verilmektedir.

Tablo 2.1. Soya fasulyesinin ortalama bilesimi [7]

Protein % 40
Lipid %20
Seliiloz ve hemiseliiloz %17
Sekerler %7
Ham lif %5
Kiil %6

Soya fasulyesinin degisik amagclar i¢in kullanilan pek ¢ok tiiri bulunmaktadir. Farkl
sekillerde islenmesi ile farkl: tiirlerde iirlinler ortaya ¢ikmaktadir. Soya fasulyesinden
elde edilen baslica tiriinler ise soya hayvan yemi, soya unu, tofu yani soya peyniri,
textured vegetable protein adiyla da bilinen tekstiire bitkisel protein yani yaygin
adiyla soya eti, bir fermente soya iiriinii olan tempeh , soya lesitini ve soya yagidir.
Soya fasulyesi ayni zamanda pek ¢ok {irliniin de temel bilesenini olusturmaktadir.
Bunlar arasinda soya sosu da vardir. Ayrica soya fasulyesinden giinliik tiiketim
maddelerinin pek ¢cogu da imal edilmeye baslanmistir. Soya siitii, soya yogurdu ve
soya krem peyniri bu iirlinler arasindadir. Soya yogurdu, soya peyniri ve soya krem
peyniri gibi soya siitiinden yola c¢ikilarak imal bu iriinler goriiniis ve tat olarak
hayvansal diger siit iirlinlerinden farklilik gostermeseler de yapisal olarak 6nemli bir
farklilik  tasimaktadirlar.  Ciinkii  soya  fasulyesi  yapisinda  kalsiyum
bulundurmamaktadir. Ayrica hayvansal siit tirlinlerinde bulunan bazi vitaminleri de
icermemektedir. Bu ylizden Ozellikle kiiciik cocuk ve bebeklerin beslenmesinde
kullanilmalar1 6nerilmemektedir. Baz1 vakalarda, normal yetiskinler i¢in olan soya
stitiiyle beslenen  bazi bebek ve cocuklarin koti beslenmeye bagli olarak
rahatsizlandiklar1 ve hatta 6ldiikleri tespit edilmistir. Soya siitiiniin  bu eksikliginin
giderilmesi i¢in caligmalar yapilmaktadir. Son zamanlarda bebek ve kiigiik
cocuklarin beslenmesi icin soya siitiine gerekli katkilar1 saglayan bir formiil de

ortaya konmustur [6].



2.2. Soya Yag, Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

Soya yag1, soya fasulyesinden elde edilen 6nemli bir iiriindiir. Soya yag1 bir ¢ok gida
irlinlinde yaygin olarak kullanilan en oOnemli yemeklik yaglardan biridir.
Viicudumuz i¢in kalori saglamanin yani sira yine viicudumuz i¢in gerekli olan yag
asitleri ile yagda c¢oOziinen vitaminler acisindan da onemli bir kaynak teskil
etmektedir [5]. Tablo 2.2°de tipik bir soya yagmmin yag asitleri bilesimi

gorilmektedir.

Tablo 2.2. Soya yag1 yag asidi bilesimi [7]

Yag Asidi Yag Asidi Bilesimi, %
Doymus Yag Asitleri
Miristik asit <0,5
Palmitik asit 7-12
Stearik asit 2-5,5
Arasidik asit <1,0
Behenik asit <0,5
Doymamis Yag Asitleri
Palmitoleik asit <0,5
Oleik asit 20-50
Linoleik asit 35-60
Linolenik asit 2-13

Tablodan da goriildiigli gibi temel yag asitleri agisindan soya yagi miilkemmel bir
kaynaktir. Ayrica yine tablodan da goriildiigli gibi, soya yaginin linoleik asit igerigi
oldukga yiiksektir. Linoleik asit, viicudun kendisinin sentezleyemedigi, dolayisiyla
diyetle alinmasi zorunlu temel yag asitlerinin en 6nemlilerinden biridir. Biiylime ve
tireme i¢in ¢ok Onemli bir yag asididir. Ayrica viicuttan asir1 su kaybinin
Oonlenmesinde ve radyasyondan kaynaklanacak zararlarin azaltilmasinda son derece
bliyiik rolii vardir. Saglikli bir deriye sahip olmak i¢in alinmasi sarttir. Cilinkii  deri

kurumalarin1 ve ¢atlamalarini onler [8].

Tablo 2.3’de ise ham ve rafine soya yaglarinin ortalama bilesimi verilmektedir.



Tablo 2.3. Ham ve rafine soya yaglarinin ortalama bilesimi [5]

Bilesenler Ham Yag Rafine Yag
Triagilgliseroller (%) 95-97 >99
Fosfatidler (%) 1,5-2,5 0,003-0,045
Serbest yag asitleri ( %) 0,3-0,7 <0,05
Sabunlagsmayan maddeler (%) 1,6 0,3
Steroller (%) 0,33 0,13
Tokoferoller (%) 0,15-0,21 0,11-0,18
Hidrokarbonlar (%) 0,014 0,01
Demir (ppm) 1-3 0,1-0,3
Bakir (ppm) 0,03-0,05 0,02-0,06

Soya yagimin, diger bitkisel yaglara gore olduk¢a fazla miktarda igerdigi fosfatidler,
soya fasulyesinden elde edilen 6nemli bir ticari {iriindiir. Bu maddeler ham yagin
rafinasyonu sirasinda yan {iriin olarak ele geger ve ticari lesitin olarak pazarlanirlar.
Soya lesitininin, emiilsiyon yapma Ozelliginden dolayi, gida sanayiinin c¢esitli
dallarinda (margarin, ¢ukulata yapimi gibi) kullanim alanlar1 vardir. Ayrica ilag ve

kozmetik yapiminda da 6nemli bir katki maddesidir [4].
Tablo 2.4’de soya yaginin bazi kimyasal 6zellikleri bulunmaktadir.

Tablo 2.4. Soya yaginin baz1 kimyasal 6zellikleri [4]

Ozellik Deger
Iyot sayis1 120-140
Sabunlasma sayis1 (mg KOH/g ) 189-195
Sabunlagmayan kisim (%) <1,5

Tablo 2.5’de ise soya yagina ait bazi fiziksel 6zellikler goriilmektedir.



Tablo 2.5. Soya yagina ait bazi fiziksel 6zellikler [9]

Ozellik Deger
Ozgiil agirlik, 25 °C’de 09175 %
Kirilma indisi, np 1,4728"
Spesifik kirilma, n®%p 0,3054
Viskozite, 25 °C’de (cP) 50,09 °
Katilasma noktasi ( °C) -10’dan —16’a kadar
Spesifik 1s1s1, 19,7 °C’de (cal/g) 0,458
Yanma 1s1s1 (cal/g) 0,478 ¢
Alevlenme noktasi ( °C) 328
Yanma noktasi ( °C) 363
®Iv=1326

b v =130,2

©IvV=1316

Soya yaginin gida tretimi disinda pek ¢ok kullanim alani daha bulunmaktadir.
Baslica gida dis1 kullanim alanlar1 kuruyan yag sanayileri (boya, vernik, regine gibi),
plastifiyan madde iretimi (epoksitlenmis soya yagi gibi), dimer asit iretimi

(yapistirici, miirekkep yapiminda) ve yiizey aktif madde iiretimleridir [4].

2.3. Yaglara Uygulanan Kimyasal Doniisiimler

2.3.1.Esterlesme Reaksiyonlari

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

reaksiyonudur [10].

Esterler, monohidrik ve polihidrik alkollerle, etilen veya propilen oksitlerle, asetilen
veya vinil asetatlarla  yiiriitilen reaksiyonlarla elde edilirler. Genellikle de
monohidrik alkoller olarak metanol, 1-propanol, 2-propanol ve 1-biitanol kullanilir.

Esterlesme bir denge reaksiyonudur ve esterin yaninda su da olusur [11].



R,COOH + R,OH —™™ R;COOR, +H,0
Asit Alkol Ester Su

Esterlesme reaksiyonlar1 genellikle asit katalizorler varliginda yiiriitiillmektedir.
Siilfiirik asit, fosforik asit, organik siilfonik asitler ve hidroklorik asit gibi kuvvetli

asitler kullanilmadiginda da son derece yavas gergeklesen reaksiyonlardir [12].

2.3.2. i¢ Esterlesme Reaksiyonlari

Interesterifikasyon ( i¢ esterlesme ) reaksiyonlar1 bir ester ile baska bir bilesen
arsinda gergeklesen, alkoksi ve agil gruplarinin yer degistirmesiyle karakterize edilen

ve farkli bir ester olusumuyla sonuc¢lanan reaksiyonlar olarak tanimlanabilir [11].

RCOOR’ +R”OH «— RCOOR” +R’OH

—_

RCOOR’ +R”COOH — RCOOH +R”’COOR’
RCOOR’ + R”’COOR”> —* RCOOR” +R”COOR’

En 6nemli interesterifikasyon reaksiyonlari, esterin bir alkolle, bir asitle veya baska
bir esterle olan reaksiyonlaridir. Ester alkol arasindaki i¢ esterlesme reaksiyonlaria
alkoliz, ester ile asit arasindaki i¢ esterlesme reaksiyonlarina asidoliz, ester ile bagka
bir ester arasindaki i¢ esterlesme reaksiyonlarina ise transesterifikasyon denir [11].
Ancak bazi kaynaklara gore transesterifikasyon (transesterlesme) bir esterin bir asit,
bir alkol, bir baska ester ve bir amin ile olan reaksiyonlarini ifade eden genel bir

terim olarak kullanilmaktadir [4].

2.3.3. Asidoliz Reaksiyonlari

Bir asit ile esterin reaksiyona girmesiyle alkil gruplarinin yer degistirmesi sonucu

yeni bir ester olusmasina asidoliz denir [10].

RiCOOR; + RsCOOH 7™ R3COOR; + R;COCH
Ester Yag asidi Ester Yag asidi

Bu reaksiyonlar ger¢eklesmesi icin yliksek sicaklik veya asit katalizor ya da her ikisi

birden gereklidir [11].



2.3.4. Transesterifikasyon Reaksiyonlari

Transesterifikasyon ( ester degisimi) reaksiyonlari, iki ester arasinda gerceklesen ve

farkli iki ester olusumuyla sonug¢lanan reaksiyonlardir [11].

CH,COOR; CH,COOR; CH,COOR; CH,COOR;

e

CHCOOR, + CHCOOR; =~ CHCOOR, +  CHCOORs
| | | |

CH,COOR; CH,COOR4 CH,COOR; CH,COOR4
Triagilgliserol 1 Triagilgliserol 2 Triagilgliserol 3 Triagilgliserol 4
CH,COOR; CH,COOR;

—

CHCOOR, < CHCOOR;
| |

CH,COOR; CH,COOR;3
Triagilgliserol 1 Triagilgliserol 5

2.3.5. Alkoliz Reaksiyonlar:

Bir alkol ile esterin reaksiyona girmesiyle alkil gruplarinin yer degistirmesi sonucu

yeni bir ester ve alkol olugsmasina alkoliz denir [13].

CH,—COO —R; R; COO R’ CH,— OH
| |
CH-COO —R, + 3R°'OH ___ R,COOR’  + CH — OH
| |
CH,—COO — R; R3 COO R’ CH,— OH

Alkoliz reaksiyonlar1 denge reaksiyonlart olup alkol fazlasi genellikle reaksiyonu
tirtin lehine dondiiriir. Bu reaksiyon i¢in stokiyometrik oran 3 mol alkole karsilik 1
mol yag olmasina karsin pratikte iiriin verimini arttirmak adina stokiyometrik
orandan farkli olarak genellikle daha yiiksek alkol mol oranlarinda ¢alisilmaktadir

[12].
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Alkoliz reaksiyonunu hizlandirmak i¢in asit, alkali veya enzimatik katalizorler
kullanilabilir. Alkali katalizorler olarak NaOH, KOH, sodyum metoksit, sodyum
etoksit, sodyum propoksit veya sodyum butoksit tercih edilir. NaOH ise hem ucuz
olmast hem de kolay temin edilebilmesi sebebiyle bu reaksiyon i¢in en ¢ok
kullanilan alkali katalizordiir. Genel olarak bakildiginda da ise alkali katalizorler
reaksiyonu asit katalizorlere gore daha hizli yiiriittiiglinden daha ¢ok tercih edilirler
[12]. Alkali katalizorlii alkolizde, gliserollerin ve alkollerin susuz olmasi1 gerekir;
¢linkii su sabunlagma reaksiyonuna sebep olur. Sabun olusumu ester miktarini azaltir,

ester ve gliseroliin ayrilmasini zorlagtirir [10].

Alkolizde kullanilan asit katalizorler ise sulfiirik asit, fosforik asit, hidroklorik asit,
ve organik sulfonik asitlerdir. Alkali katalizorlii reaksiyonlara gore daha yavas
gerceklesmelerine ragmen, su ve serbest yag asidi igeren triacilgliserollerin alkolizi

icin uygundur [10].

Enzimatik  katalizorler —olarak  genellikle lipazlar kullanilir. Ancak enzimin
aktivitesini korumak icin reaksiyon kosullarinin ¢ok iyi denetlenmesi gerekmektedir
[12]. Alkoliz reaksiyonu i¢in katalizér olarak lipaz kullanildiginda triagilgliseroller
ve kismi gliseroller lipaz varliginda hidrolize olarak kismi gliserol ve serbest yag
asidi verirler. Metil esterler de, metanol ve serbest yag asidinin esterlesme

reaksiyonu sonucu olusur [10].

Triagilgliserol (TAG) + R°’OH <«— Diagilgliserol (DAG) + R’COOR;

Katalizor

Diagilgliserol (DAG) + R’OH > Monoagilgliserol (MAG) + R’COOR;

-—

Katalizor

Monoagilgliserol (MAG) +R’OH «——  Gliserol (GL) + R’COOR3

Katalizor

Enzimatik alkolizde, alkoliz reaksiyonunda bir yan iiriin olarak ortaya c¢ikan
gliseroliin  geri  kazanilmasi1 diger katalizorlerle gergeklestirilen alkoliz
reaksiyonlaria gore daha kolaydir. Ayrica enzimler atik yaglar igerisindeki serbest

yag asitlerinin de biitiinliyle metil esterlere doniistiiriilmesine olanak saglamaktadir.
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Ayrica enzimatik alkolizin diger bir avantaji da kullanilan lipazin  substrat
seciciligine bagl olarak, farkli bilesim ve Ozelliklere sahip pek ¢ok iirliniin elde

edilmesidir [10,14].

Alkoliz reaksiyonlarinda sadece metanol, etanol, propanol, biitanol ve amil alkol
gibi basit alkoller kullanilir. Bu alkoller arasinda en cok tercih edilen alkol

metanoldiir. Ciinkii metanol en kisa zincirli alkoldiir ve ayrica polar bir bilesiktir

[12].

Endiistriyel olarak alkoliz reaksiyonu, genellikle bitkisel yaglarin giiclii bir asit veya
baz varliginda 100 ile 200 °C  arasinda isitilmasiyla  gergeklesir. Cesitli
katalizorlerin kullanildigi geleneksel kimyasal teknoloji ile alkil esterlerin iiretimi,
gliseroliin yeniden elde edilme zorlugu, katalizoriin uzaklastirilmasi ve yiiksek enerji
sarfiyatt gibi pek ¢ok dezavantaja sahiptir. Bu nedenle alkoliz reaksiyonlarinda

lipazlarin  kullanimin bu dezavantajlar1 ortadan kaldirabilecegi diistintilmektedir

[13].

2.4. Yag Asidi Metil Esterlerinin Kullanimi ve Onemi

Yag asidi metil esterleri, pek c¢ok yararli kimyasallara ve cesitli sentezler igin
hammaddelere doniistiiriilebilir. Metil esterlerinden iiretilen alkanolamidler, 1yonik
olmayan ylizey aktif madde, emiilgatdr, inceltici ve plastiklestirici ajan1 gibi
kullanim alanlarina sahiptirler. Metil esterlerden iiretilen yag alkolleri ise karbon
zincir uzunluklarina gore ¢esitli kullanim alanlarina sahiptirler. (C16-C1g) ilag ve
kozmetikte katki maddesi olarak , (Cg-Cy2) ise yaglayict madde ve plastiklestirici
ajan1 olarak kullanilmaktadir [10,13]. Kisacasi metil esterlerin direkt kullanimi
azdir, genellikle ara iirlin lizerinden degerli yag kimyasallarinin sentezinde kullanilir

[15]. Sekil 2.1°de metil esterlerin iiretim yontemleri ve kullanim alanlar1 verilmistir.
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Hidroliz Yag Asitleri

Kat1 -
ve Sivi lESterlesme
Yaglar Transesterifikasyon Hidrojenasyon
(Metanoliz) Yag Alkolleri
Amidasyon
Alkanolamidler
Sabunlasma
Yag Asidi Sabun
Metil sufonasyon” | e-sulfo Metil
—} -
Esterleri _ Esterler
Sukroliz
—— > | Sukroz Esterler
Alkoliz — S—
) Diger Yag Asidi
Metil Esterleri
Diger Kullanim Alternatif Dizel
A]anlarl 4 ........................ > Yaklt

Metil esterlerin tiretimi

Metil esterlerin ara {iriin

olarak kullanimi

Metil esterlerin direkt
olarak kullanimi

Sekil 2.1. Metil esterlerin iiretimi ve kullanim alanlar1 [15]

Giliniimiizde hayvansal ve bitkisel yaglardan elde edilen yag asidi metil esterlerinin
en Oonemli kullanim alanlarindan biri petrol bazli dizel yakitlara alternatif olarak
biyodizel yakiti iiretimidir. Biyodizel, zehirsiz olusu ve dogaya zarar vermemesi
gibi yonlerden petrol bazli dizel yakitlara oranla daha ¢ok tercih edilmeye
baslanmistir [16]. Ayrica biyodizel yakitlarin, yanmasi1 atmosferdeki var olan CO,
miktarini arttirmamaktadir. CO», sera gazlarindan biridir [14]. Bilindigi gibi su anda
diinyanin 6nemli sorunlarindan biri olan kiiresel 1sinmanin  baglica sebebi
atmosferdeki sera gazlarinin miktarindaki degisimdir. Yine ilerleyen zamanla

birlikte diinyadaki petrol rezevrlerinin tiikenecek olmasi biyodizele olan ilgiyi
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arttirmaktadir [16]. Biyodizel o6zellikle cesitli lipazlar kullanilarak hayvansal ve
bitkisel yaglarin transesterifikasyonu sonucu elde edilebilir. Cesitli yaglarin ¢esitli

lipazlarla olan bu reaksiyonu bir¢ok aragtirmaci tarafindan incelenmektedir.

2.5. Literatiir Arastirmasi

Bu boliimde literatiirden secilen bazi ¢alismalar 6zet olarak verilmistir. Daha 6nce
de belirtildigi gibi yaglarin transesterifikayonunda kimyasal veya enzimatik
katalizorler kullanilabilmektedir. Bu nedenle asagida oOncelikle kimyasal
katalizorlerle gerceklestirilen ¢alismalara yer verilecek daha sonra da enzimlerle

katalizlenen reaksiyonlara ait ¢alismalar aktarilacaktir.

Zhang ve arkadaglar, saf bitkisel yaglardan ve atik yemeklik yaglardan bazik ve
asidik katalizorler kullanarak ticari 6lgekte biyodizel yakiti iireten dort fakli, siirekli
calisan proses gelistirmislerdir. Yaptiklar1 ¢alismalar neticesinde biyodizel iiretimi
icin saf bitkisel yag ve alkali katalizor kullanildiginda prosesin gerceklesmesi icin
en az ve en kii¢lik donanimin yeterli oldugunu gormiislerdir. Ancak diger dort proses
igersinde en yiiksek ham madde maliyeti de bu proseste ortaya cikmistir. Kisacasi
bu proseste ekipman maliyetleri diisiik olmasina karsin ham madde maliyetleri ¢cok
yiiksektir. Ayrica yaptiklar1 caligmalar  atik yaglarin kullanilmasinin proses
maliyetlerini her durumda azalttigin1 gdstermistir. Ayrica asit katalizor ve atik yag
kullanilarak gerceklestirilen prosesin baz katalizér ve atik yag kullanilarak
gerceklestirilen prosese gore daha basit oldugu ve bu agidan bakildiginda ticari
biyodizel yakit: liretiminde bu iki prosesin de birbiriyle yarisan iki 6nemli proses
oldugu iizerinde durulmustur. Bu calismada prosesler, yilda 8000 ton biyodizel

iiretecekleri diisiiniilerek tasarimlanmistir [17].

Noureddini, Harkey ve Medikonduru, yaptiklari c¢alismada rafine soya yaginin
transesterifikasyonu ile metil ester elde etmek iizere pilot 6lgekte siirekli ¢alisan bir
proses tasarlamiglardir. Reaksiyonun gerceklesmesi i¢in alkol olarak susuz metanol
ve katalizor olarak ise 25g sodyum hidroksitin 1L metanol icersine katilmasiyla
elde edilen ¢ozelti kullanilmistir. Yapilan deneyler ile karistirma kuvveti, reaksiyon
stokiyometrisi ve katalizor konsantrasyonundaki degisimlerin doniigiim lizerindeki
etkileri incelenmistir. Ayrica bunlarla baglantili olarak farkli karistiricilarin

doniisiim tizerine olan etkisi de tek basina incelenmistir. Sonugta yapilan caligmalar
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neticesinde %98  gibi yiiksek bir donlisim elde edilmistir. Ayrica yapilan
calismalar yliksek katalizor konsantrasyonlar1 kullanildiginda yiiksek dontisiim elde
edildigini ancak bu durumda da olusan metil esterlerin gliserol fazi igersindeki
¢Ozilinlirliigliniin ~ arttifin1 bunun da reaksiyon neticesinde ayrilan metil ester

miktarinda azalmaya sebep oldugunu gostermistir [18].

Alcantara ve arkadaslari, ise soya yagi, donyagr ve kullanilmis kizartma yagi
olmak tizere li¢ farkli yagdan transesterifikasyon ve amidlesme reaksiyonlar1 ile
iki farkli yontemle biyodizel yakiti {iretmeye c¢alismislardir. Transesterifikasyon
reaksiyonunun gergeklesmesi icin  metanol, amidlesme reaksiyonunun
gerceklesmesi igin ise dietilamin kullanilmistir. Calismalarinda her iki reaksiyon
icin de bu {li¢ yagdan biyodizel yakit1 iiretilmesine iliskin en uygun c¢alisma
kosullarimi belirlemislerdir. Ayrica bu {i¢ yagdan elde edilen biyodizel yakitlara
iligkin 6zellikler ASTM metodu ile tespit edilmis ve bu yakitlarin petrokimyasal

temelli dizel yakitlarla benzer setan sayilarina sahip olduklar1 goriilmiistiir [19].

Kildiran, ¢alismasinda soya yagindan yag asidi mono esterlerinin iiretimini yerinde
(in-situ) alkoliz yontemi ile incelemistir. Yerinde alkoliz yonteminde yag tohumdan
ekstrakte edilmeden, dogrudan alkol ile reaksiyona sokulmaktadir. Kildiran,
deneysel  caligmasinda  Ogiitiilmiis soya fasulyelerini, aynt kosullarda ve
katalizor olarak derisik siilfirik asit kullanarak, metanol, %96’lik etanol, %98,75’lik
etanol, n-propanol ve n-biitanol ile reaksiyona sokmus partikiil biyikligi,
reaksiyon siiresi, alkol cinsi gibi degiskenlerin yerinde alkoliz reaksiyonuna etkisini

incelemistir [4].

Tomasevic ve arkadaslari, 1sitilmis rafine aycicek yagindan ve kullanilmis kizartma
yaglarindan metil ester {iretimini inceleyen bir ¢alisma yapmistir. Caligmalarinda
ozellikle yag kalitesi, metanol-yag mol orani, katalizor tiiri ve konsantrasyonu,
sicaklik ve reaksiyon siiresi gibi ester doniisiimii ve safli1 iizerine son  derece
onemli olan reaksiyon kosullarini incelemislerdir. Dizel motorlarda
kullanilabilecek 6zelliklere sahip biyodizel yakiti {iretiminin, incelenen tiim yaglarla
25 °C’de, 6:1 metanol-yag mol oraninda, 30 dakikada ve %1 KOH katalizor
oraniyla gerceklesebilecegini tespit etmislerdir [20].

Vincente ve arkadaslari, aycicek yagimin farkli bazik katalizorlerle gergeklesen

transesterifikasyonunu incelemistir. Tiim reaksiyonlar ayn1 deneysel kosullar altinda
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ve karigtirmali kesikli bir reaktdorde yapilmistir. Sodyum metoksit, potasyum
metoksit, sodyum hidroksit ve potasyum hidroksit olmak iizere dort fakli bazik
katalizor kullanilmistir. Bu dort farkli katalizoriin dordiiyle de oldukga hizli ve yiizde
ylize yaklasan bir doniisiim elde edilse de sodyum hidroksit ile gerceklestirilen

reaksiyonlar iclerinde en hizli ger¢eklesen reaksiyonlar olmustur [21].

Mittelbach ve Enzelsberger, kolza yagmin isitilmasi sirasinda meydana gelen
kimyasal degisiklikleri 6zellikle de polimer olusumunu incelemislerdir. Biyodizel
yakit1 iiretiminde kullanilmis kizartma yaglarinin tercih edilmesi 6zellikle ekonomik
acidan ¢ok biiyiik dnem tasimaktadir. Ancak isitma sirasinda olusan polimerlerin
miktarinin ¢ok fazla olmasi yakitin viskozitesi, uguculugu veya diger ozellikleri
lizerinde olumsuz bir etki olusturmaktadir. Buradan yola ¢ikarak yaptiklari
deneylerle 1sitmayla birlikte yag igersindeki polimer miktarinin agirlikca %15
ulastigini  ancak yagin metanol ile transesterifikasyonu neticesinde olusan metil
ester Ornekleri icersindeki polimer miktarinin en fazla agirlikga %5 dolayinda
oldugunu gormiislerdir. Bu calismalariyla atik kolza kizartma yaginin da biyodizel
yakiti {iretimi i¢in uygun oldugunu ve bu sekilde elde edilen yakitin da gerekli yakit

karakteristiklerini sagladigini ortaya koymuslardir [22].

Ham soya yaginin {i¢ kademeli metanolizi, Candida antartica (Novozym 435)
lipaz1 katalizorliigiinde, coziicilisiiz ortamda Du ve c¢alisma arkadaslari tarafindan
gerceklestirilmistir. U¢ kademeli  metanoliz gerceklestirilirken ikinci kademe
metanolizin birinci kademe metanolizden daha hizli gergeklestigi goriilmiistiir.
Buradan yola c¢ikilarak da kullanilan lipaza bir 6n islem uygulayarak enzim
aktivitesinin arttirilabilecegi diisiincesi dogmustur. Lipazin reaksiyondan 6nce ham
soya yagi igersinde bir siire bekletilmesi yolu ile hem reaksiyon hizinin hem de metil
ester doniigiimiiniin artacagr kanitlanmistir. Bu sekilde bir 6n islem gormiis
Novozym 435 lipaz1 kullanildiginda 120 saatte %94 gibi yiliksek bir metil ester
doniistimii elde edilmistir. Bu donilisiim yiizdesi de nerdeyse rafine soya yaginin

metanolizi ile elde edilen doniisiim kadar yiiksektir [23].

Gao, Philkana ve Noureddini, yaptiklar1 ¢alismada soya yaginin etanol ve metanol
ile enzimatik transesterifikasyon reaksiyonunu incelemistir. Deneysel ¢aligmalarda
kullanilan dokuz adet lipaz igersinde Pseudomonas cepacia en yiiksek alkil ester

dontlistimiint saglamistir. Bu lipaz daha sonra immobilize edilerek tekrar deneysel
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calismalarda kullanilmistir. immobilize Pseudomonas cepacia lipazi kullanilarak
transesterifikasyon reaksiyonu {izerine su ve alkol konsantrasyonunun, enzim
miktarinin artisinin, enzimin termal kararliliginin ve reaksiyon sicakliginin etkisi
incelenmistir. Calismada 10 g soya yaginin metanol ile alkolizinin gergeklestigi bir
proses i¢in optimum kosullar 35 °C, 1:7,5 yag-metanol mol orani, 0,5 g su ve 475
mg lipaz olarak verilmistir. Ayni miktar yagin etanol ile alkolizinde ise optimum
kosullar 35 °C, 1:15,2 yag-metanol mol orani, 0,3 g su ve 475 mg lipaz olarak
belirlenmistir. Ayrica immobilize edilen lipazin tekrar kullanildiginda aktivitesini

cok az yitirdigi ve karaliligin1 da korudugu tespit edilmistir [16].

Soya yagmin ¢Oziiclisiiz ortamda Termomyces lanuginosus ( Lipozyme TL IM)
lipaz1 ile metanolizi Xu ve arkadaslar1 tarafindan incelenmistir. Caligmada yag-
metanol oraninin 1:1,5’u gegmesi durumunda fazla eklenen alkoliin lipazi inaktive
ettigi goriilmiistiir. Reaksiyonun ii¢ asamali olarak, 1:1 yag-metanol mol oraninda
40 °C’de, 150 devir/dakika karnstirma hiziyla ve yagm agirlikca %10%u kadar
enzim ilavesiyle gerceklestirildiginde 12 saatte %94’liik bir metil ester doniistimii
elde edilmistir. Reaksiyonda bir yan iirin olan gliseroliin enzim aktivitesi
tizerinde olumsuz bir etkisi bulundugundan gliserolii ortamdan uzaklastirmak
amaciyla izo-propanol kullanilmistir. Bu sayede 15 reaksiyon devri neticesinde
enzim aktivitesini korumus ve reaksiyonda %94’lin {izerinde doniisiim elde

edilebilmistir [24].

Watanabe, Shimada ve arkadaslari, immobilize Candida antartica lipazinin, ham
soya yagmin metanolizini gerceklestirmedigini  ama gamu giderilmis soya
yaginin metanolizini gerceklestirdigini tespit etmislerdir. Buradan yola ¢ikarak
gamin giderildigi basamakta ayrilan maddelerin, ham soya yagimin metanolizini
inhibe ettigi sonucuna varmiglardir. Soya yaginin igersinde fosfolipidler yiiksek
oranda bulunurlar ve gamin giderildigi basamakta bu fosfolipidlerde ayrilirlar. Bu
sebeple metanolizi inhibe eden maddelerden birinin de bu fosfolipidler oldugu
sonucuna  varilmistir. Bu bilgilerin 15181 altinda gami  giderilmis soya yaginin
metanolizde kullanilmasi gerektigine karar verilmistir. Ayrica ¢alismada ii¢ kademeli
metanoliz sonucunda, gami giderilmis soya yagmin, %93,8 oraninda metil
esterlerine doniistiiglinii ve lipazin, aktivitesinde higbir azalma olmadan 25 kere

kullanilabildigi belirtilmistir [25].
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Du, Xu ve Liu, kisa zincirli alkollerle soya yaginin Lipozyme TL IM lipazi
katalizorliigiinde alkolizini incelemistir. Ozellikle reaksiyon iizerine sicakligimn,
yag/alkol mol oraninin ve yan fiiriin gliseroliin etkisini aragtirmislardir. Siirekli
olmayan iiretimde optimum yag /alkol mol oram1 1:4 ve optimum sicaklik da
40-50 °C olarak tespit edilmistir. Ancak siirekli iiretimde optimum yag/alkol mol
orani 1:1 ve optimum sicaklik da 30 °C olarak belirlenmistir. Gliseroliin ortamdan
uzaklastirilmas1 amaciyla izo-propanol kullanilmis ve bu sekilde lipaz 10 kere

aktivitesini %95 oraninda koruyarak tekrar kullanilabilmistir [26].

Nelson ve arkadaglar1 triagilgliserollerin lipazin katalitik etkisi altindaki enzimatik
transesterifikasyon reaksiyonunu incelemislerdir. Cesitli lipazlarin kisa zincirli
alkoller ile yagi alkil esterlere doniistiirme miktarlar1 belirlenmistir. Buna gore,
kullanilan lipazlar igersinde Mucor miehei lipazi birincil alkoller kullanildiginda en
yiiksek ester doniisiimii saglayan lipazdir ancak ikincil alkoller kullanildiginda en
yiiksek ester doniisimii Candida antartica lipazi ile saglanmaktadir. Donyaginin

kisa zincirli esterlere doniisiimiinde %90 oraninda doniisiim saglanmistir [27].

Iso ve galisma grubu, triagilgliserollerin kisa zincirli alkollerle transesterifikasyon
reaksiyonunu immobilize lipazlarla ve susuz ortamda gerceklestirmistir. Bu
calismada kullanilan lipazlar icersinde en yiliksek doniisiim immobilize
Pseudomonas fluorescens lipazi ile elde edilmistir. Calismada alkol olarak metanol
ve etanol kullanildiginda 1,4-dioksan gibi bir organik c¢oziiciiye ihtiya¢ duyuldugu
ancak 1-propanol ve 1- butanol kullanildiginda organik ¢oziicli kullanilmasina da
gerek kalmadigi ortaya konmustur. Ayrica g¢aligmada immobilize edilen lipazin
aktivitesinin immobilize edilmemis lipaza oranla hayli yiiksek oldugu ve tekrar

kullanildiginda da aktivitesinde her hangi bir azalma olmadig1 gézlemlenmistir [28].

Kose, Tiiter ve Aksoy, yaptiklari ¢alismada Tiirkiye orijinli rafine pamuk tohumu
yaginin, birincil ve ikincil alkollerle ve ¢6ziiciisiiz ortamda alkolizini incelemislerdir.
Bu calismada katalizor olarak immobilize Candida antartica (Novozym 435)
lipazin1 kullanmistir ve metanoliz reaksiyonu i¢in optimum kosullar agirlik¢a yagin
%30’u kadar lipaz, 1:4 yag-alkol mol orani, 50 OC sicaklik ve 7 saat reaksiyon
stiresi olarak belirlenmistir. Bu kosullar altinda elde edilen maksimum metil ester

doniistimii %91,5°dir. Yine bu reaksiyon kosullarinda pamuk tohumu yaginin kisa
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zincirli birincil ve ikincil alkollerle alkolizi ile elde edilen ester doniisiimlerinin %72

PR

ile %94 arasinda degistigi agiklanmistir [29].

Foglia ve arkadaglari, restoran atik yaglarinin immobilize lipazlar kullanarak basit
alkil esterlere donilisiimiinii incelemistir. Calismada tiim alkoliz reaksiyonlar
¢oziiclisiz ortamda ve alkoliin tek seferde eklenmesi ile gerceklestirilmistir. Atik
yagin metanoliz ve etanolizinde immobilize Pseudomonas cepacia (PS-30) lipazi en
yiiksek doniistimii saglamistir. Su aktivitesinin (ay) metanoliz reaksiyonu iizerinde
onemli bir etkisi oldugu bilinmektedir. Bu bilgiden yola ¢ikilarak yapilan deneysel
calismada reaksiyon ortaminda a, < 0,5 oldugunda en yiiksek metil ester
doniistimiiniin elde edildigi kanitlanmigtir. Molekiiler eleklerin ise Pseudomonas
cepacia (PS-30) lipaz1 kullanilarak gergeklestirilen transesterifikasyon reaksiyondaki

metil ester donilistimiinii %20 arttirdig1 gozlenmistir [30].

Dossat ve ¢alisma grubu, yiiksek oleik asit igerikli aygicek yagmin, biitanol ile
immobilize Lipozyme lipaz1 katalizorliiglinde enzimatik transesterifikasyon
reaksiyonunu incelenmistir. Calisma da transesterifikasyon reaksiyonu hem ¢oziicli
olarak n-hekzan kullanilarak hem de ¢06ziiciisiiz ortamda gergeklestirilmistir.
Coziciisiiz ortamda gerceklestirilen reaksiyonun baslangic hizi ytiksektir. Ancak
termodinamik dengeye ulasildiginda oleik asidin sadece %60°’1 estere doniligsmiistiir.
Oysa ki n-hekzan ile gerceklestirilen reaksiyon ile %95’lik bir ester doniisiimii elde
edilmistir [31].

Abigor ve arkadaslari, palm ¢ekirdek yagi ve hindistan cevizi yagimin farkli alkoller
ile Pseudomonas cepacia (PS-30) lipaz1 katalizorliigiinde transesterifikasyon
reaksiyonunu gerceklestirmistir. Palm ¢ekirdek yagindan yag asidi esteri iiretiminde
en yiiksek donilisim (%72) etanol ile saglamistir. Ayn1 kosullarda t-biitanol %62,
1-biitanol %42, n-propanol %42, izo-propanol %24 ve metanol ise sadece %15
dontisiim saglamistir. Hindistan cevizi yagindan yag asidi metil esteri elde edilirken
ise 1-biitanol ve izo-biitanol %40, 1-propanol % 16 ve etanol %35 doniisiim

saglamistir. Metanol kullanildiginda gergeklesen dontisiim ise eser miktardadir [32].

Esen, calismasinda Tiirkiye kokenli findik yaginin, metanol ile ¢6ziicii ortamindaki
enzimatik alkoliz reaksiyonunu incelemistir. Bu amagla,  oncelikle alkoliz
reaksiyonunda en etkin ticari lipaz belirlenmis, daha sonra da alkoliz reaksiyonuna

etki eden silika jel/yag agirlik orani, alkol/yag mol orani, enzim/yag agirlik orani,
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sicaklik gibi cesitli parametreler ve ¢dziicii etkisi incelenmistir. Incelenen lipazlar
icerisinde en uygun olan1 Mucor miehei orijinli Lipozym IM olarak belirlenmistir.
Findik yaginin metanol ile Lipozym IM lipaz1 varliginda gerceklestirilen enzimatik
alkoliz reaksiyonu i¢in optimum sicaklik 40 oc, enzim/yag agirlik orami 0,1, silika
jel/yag agirlik orani 0,8, yag/alkol mol orani 1/3 olarak bulunmustur. Bu kosullarda
2 saat sonunda verimi yaklasik %100’e ulagmistir. En uygun ¢06ziicii ortaminin
belirlenmesine iliskin deneyler neticesinde ise n-hekzan’nin en uygun c¢oziici
olduguna karar verilmistir. n-heptan’in ise n-hekzan’dan sonra findik yagi-metanol

enzimatik alkoliz reaksiyonu i¢in en uygun ¢oziicii olacagi tespit edilmistir [10].

Shieh ve arkadaslari, soya yaginin metanol ile enzimatik transesterifikasyon
reaksiyonunu incelemislerdir. Calismada, Kkatalizor olarak Rhizomucor miehei
orijjinli immobilize Lipozyme IM 77 lipaz1 kullanilmistir. Soya yagindan
transesterifikasyon ile metil ester olusumu reaksiyonu {izerine reaksiyon siiresi,
sicaklik, enzim miktari, metanol/soya yagi mol orani ve eklenen su miktarinin (%
agirlik) etkisi Tepki-Yiizey Metodolojisi (Response Surface Metodology) ve 5
kademe-5 faktor Merkezil-Bilesik ( Central Composite) dizayn kullanilarak
incelenmistir. %92,2’lik doniisiim i¢in optimum kosullar ise reaksiyon siiresi 6,3
saat, sicaklik 36,5 0C, enzim miktar1 0,9, substrat/metanol mol oran1 3.,4:1 ve

eklenen su miktar1 da %5,8 olarak bulunmustur [33].

Uosukainen ve ¢aligma grubu, istatistiksel deney dizaynini, temel komponent analizi
ile birlestirerek enzimatik transesterifikasyon reaksiyonundaki birbirine bagli proses
degiskenlerini degerlendirmeye calismiglardir. Calismada, kolza yagi metil
esterlerinin trimetilolpropan ile alkoliz reaksiyonu incelenmistir. Reaksiyon iiriinii
trimetilolpropan esterleri olmustur. Tepki-Yiizey Metodolojisi ve temel komponent
(Principal Component Methodology) metotlarinin  ¢alismada kullanilmasi ile
reaksiyonu etkileyen bazi gizli faktorlerin ortaya c¢ikmasi saglamistir. Boylece su
aktivitesinin ve yan {Uriin metanoliin, ortamdan uzaklastirilmasinin {iriin verimini

etkileyen en 6nemli faktorler oldugu ortaya konmustur [34].

Somon balig1 yagindan hazirlanan n-3 yag asidi konsantresi ile gliseroliin enzimatik
esterlesme reaksiyonu sonucu agilgliserol sentezi Linder ve ¢alisma grubu
tarafindan incelenmistir. Agcilgliserol sentezi, Lipozyme IM lipaz1 kullanilarak

farkli kosullar altinda Doehlert deney dizaynina gore gergeklestirilmistir. Sicakligin,
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su miktarinin, gliserol/yag asidi mol oranimnin ve enzim/substrat mol oraninin
reaksiyon lizerine olan etkisi incelenmistir. Calismada, Teki-Yiizey Metodolojisi
kullanilarak %97’lik maksimum ester olusumu i¢in optimum kosullar, gliserol/yag
mol oram1 1,2, sicaklik 46 0C, molekiiler elek miktar1 3,5 g /100 mL ve

enzim/substrat orani ise 8,1 olarak tespit edilmistir [35].

2.6. Tepki-Yiizey Metodolojisi (Response Surface Methodology)

Tepki-Yiizey Metodolojisi, optimum proses kosullarini, 6zel deney tasarimlari ile
birlestirerek birinci ve ikinci dereceden polinom denklemleri ile birlikte bir ardisik
deney prosediirii icersinde kararlagtiran bir optimizasyon teknigidir. Tepki-Yiizey
Metodolojisi ile bir seferde birden cok degiskenin tepki iizerine olan etkisi
denenebilmekte, 6zel deney tasarimlari kullanilarak optimizasyon i¢in gerekli deney
sayist azaltilabilmektedir [36]. Kisacasi, Tepki-Yiizey Metodolojisi tepkinin en iyi
degerini bulmak i¢in olusturmus bir teknikler biitliniidiir. Bu teknikler, ilk olarak Box
ve Wilson tarafindan 1951 yilinda ortaya konmustur. Daha sonra 1957 yilinda Box
ile Hunter ortak caligmalar1 ile bunlar gelistirmistir. Bu arastirmacilar1 1958 yilinda
Bradley, 1958-1959 yillar1 arasinda Hunter ve 1960 yilinda ise Davies izler. Bu
tekniklerin tiimii deneyin tasarimini ve elde edilen deneysel verilerin analizini

kapsamaktadir [37].

Bu metodoloji kullanilirken 6ncelikle dl¢lilmek istenen tepki lizerine en fazla etki
ettigi diistiniilen degiskenler yani faktorler (factor) secilir. Daha sonra  bu
degiskenlerin Olgiilecekleri deger araliklar1 yapilan 6n denemeler ve literatiir
arastirmasi ile belirlenir. Bundan sonra yapilmasi gereken uygun model denklemin
secilmesidir. Model denklem, Olciilen tepkiyi incelenen proses degiskenlerinin bir
fonksiyonu olarak ifade eder. Bu model denklemler birinci veya ikinci dereceden
olabilir. Model denklemin belirlenmesinin ardindan uygun deney tasarimi (deney
deseni) tespit edilir. Bunlar arasinda en Onemlileri, merkezil bilesik (Central
Composite), Box-Behnken, tam faktoriyel, kismi faktoriyel , rastgele, Latin kareler,
Taguchi, Plackett-Burmann deney tasarimlaridir [38]. Bu tasarimlar sayesinde
optimizasyon i¢in yiritiilmesi gerekli deneylerin kosullari ve deney sayilar

belirlenmis olur.
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Merkezil bilesik deney desenleri, kiip noktalar (cube points), yildiz noktalar (star
points) ve merkez noktalar1 (center points) olmak lizere ii¢ tip deneysel noktayi
kapsamaktadir. Kiip noktalar1 i¢in kodlanan bagimsiz degisken degerleri +1’dir.
Merkezil bilesik deney tasariminda ikinci nokta grubu olan yildiz noktalarinin,
(£, 0,0,...,0), (0, 0,0, ....,0), (0,0,... 0, za) koordinatlar1 vardir. Ucgiincii grup
noktalar yani merkez noktalar1 ise koordinatlar1 daima (0,...,0) olan ve dizayn
merkezinde yerlesen noktalardir. Merkez noktalarin sayisi, Tablo 2.6’da da

gosterildigi gibi, kullanilan ortagonal dizaynla belirlenmektedir [38].

Tablo 2.6. Cevrilebilir merkezil bilesik deney tasarimlari [39]

Bas 2 l\a%rde‘;%%en Kiip Yildiz Ortogonal
ASITASIZ .| Noktalarin | Noktalar: Tasarim
Degisken | Parametrelerin = Merkez Toplam
n Say1  Deger
Sayis1 Sayis1 Noktalarmmmn  Nokta
k p SkaylSI 2k o Sayisi Sayisi
2°=n Ny
2 6 4 4 1.414 |8 16
3 10 8 6 1.682 |9 23
4 15 16 8 20 |12 36
S) 21 32 10 2.378 |17 59
5.5tekrar |21 16 10 20 |10 36
6 28 64 12 2.828 | 24 100
6.5 tekrar |36 32 12 2.378 |15 59
7 36 128 14 3.364 |35 177
7.5tekrar |45 64 14 2.828 | 22 100
8 45 256 16 4.0 |52 324
8.5 tekrar |45 128 16 3.364 |33 177
8.25 tekrar |45 64 16 2.828 | 20 100

Yiizey merkezil deney tasariminda (Face Centered Design) o = 1’dir. Dizayn
merkezi ise (0, 0, 0) koordinatlarina sahip merkez noktasidir. Bu deney tasariminda,
yildiz noktalar kiipiin yilizlerinin tam ortasinda yer almaktadir [40]. Sekil 2.2.a’da da
tic faktorlii bir sistem i¢in merkezil bilesik deney deseni ve Sekil 2.2.b’de ise li¢

faktorlii bir sistem i¢in yiizey merkezil kiip dizayn1 goriilmektedir [39].
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Sekil 2.2.a. Ug faktorlii bir sistem i¢in merkezil bilesik deney deseni [37]

Sekil 2.2.b. Ug faktorlii bir sistem icin yiizey merkezil kiip dizayn1 (a=1) [39]
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3. DENEYSEL CALISMA

Bu c¢alismada, Tiirkiye kokenli soya yaginin metanol ile Mucor miehei orijinli
Lipozyme IM mikrobiyal lipaz1 varliginda alkoliz reaksiyonu incelenmis ve

reaksiyon {izerine etkili olabilecek parametreler belirlenmistir.
Deneysel calisma asagida belirtilen li¢ asamada yiiriitiilmiistiir.
1) Soya yaginin karakterizasyonu

2) Soya yagi-metil alkol enzimatik alkoliz reaksiyonu i¢in en uygun kosullarin

belirlenmesi

3) Soya yagi-metil alkol enzimatik alkoliz reaksiyonu iizerine enzim miktari, yag-
metanol mol oram1 ve sicakligin etkisinin anlasilmasi amaciyla Tepki-Yiizey

Metodolojisi kullanilarak alkoliz reaksiyonun optimizasyonu

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Bu calismada kullanilan soya yag1 Soyola marka olup bir marketten satin alinmistir.
Deneylerde kullanilan Mucor miehei orijinli immobilize enzim, Lipozyme IM
mikrobiyal lipazi, Novo Nordisk A/S (Danimarka) firmasi tarafindan hediye
edilmistir. Lipozyme IM, 1,3 pozisyon segicilifi gostermektedir. Enzim igin
optimum ¢alisma sicakligi 30-70 OC arasinda olup enzimin su igerigi de %?2-3

civarindadir [10].

3.2. Soya Yagimmn Karakterizasyonu

Soya yagmin asit degeri ve sabunlagsma degeri standart yag analiz yontemleriyle

belirlenmistir [40]. Tablo 3.1°de bu 6zellikler, yagin yag asidi bilesimi degerleri ile
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birlikte verilmistir. Soya yagimin yag asidi bilesiminin kapiler gaz kromatografisi
yontemi ile belirlenmesinde Hewlett-Packard 5890 II (Hewlett-Packard, Waldron,
Almanya) cihaz1 kullanilmistir. Yagin analizi ig¢in 6nce BF3s-Metanol kompleksi ile
yagin metil esterleri hazirlanarak gaz kromatografi cihazina besleme yapilmistir.

Tablo 3.2’de gaz kromotografisi analiz kosullar1 belirtilmistir.

Tablo 3.1. Soya yaginin ozellikleri

Ozellikler Deger
Asit degeri (mg KOH/g) 0,4
Sabunlagma degeri (mg KOH/g) 194,70
Yag asidi bilesimi (% Agirlik )
Cis0 11,50
Ciso 3,40
Cisa 24,90
Cis2+ Ciss 60,20
Yagin ortalama molekiil agirlig (kg/mol kg) 871,60

Tablo 3.2. Gaz kromatografi analiz kosullar

Dedektor tipi FIDW
Dedektor sicakligi ( °C) 280
Enjektor tipi Dagitmali
Enjektor sicakligi ( °C) 250
Gaz hizlar1 (mL/dak)
Tasiyici gaz (Ny) 45
Hidrojen 30
Hava 400
Dagitma orani 88:1
Firin sicakligi ( °C) 170 (5 dak)
170-275 (10 °C/dak)
275 (10 dak)
Kolon tipi Kapiler kolon
Ultra 1)

(1) Alev iyonizasyon dedektorii
(2) 25 m x 0,32 mm, 0,52 um kalinliginda %100 dimetil polisiloksan

3.3. Deney Diizenegi

Enzimatik alkoliz reaksiyonu, su banyosu icine yerlestirilmis, 50 mL hacimli, dibi
yuvarlak cam balonda gergeklestirilmistir. Su banyosunun sicakligi 6zel bir 1siticili

manyetik karistirict  (Framo-Geratatechnik M22/1 5655 Franz Morad Eisenbach,
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Almanya) ile + 2 °C hassasiyetle kontrol edilmistir. Yapilan deneylerin tiimiinde

karistirma hiz1 800 devir/dak olarak sabit tutulmustur.

3.4. Soya Yagimin Enzimatik Metanoliz Reaksiyonu

Enzimatik esterlesme reaksiyonu icin 5 g yag, belirli oranlarda metanol ve ¢oziicli
olarak kullanilan 25 mL n-hekzan reaksiyon balonuna alinarak isitilmis ve karigim
istenilen sicakliga ulasinca sirasiyla mikrobiyal enzim ve silika jel ilave edilerek
reaksiyon baglatilmistir. Bu sartlar altinda reaksiyon devam ettirilirken belirli zaman
araliklarinda yaklasik 1 mL’lik ornekler alinmistir. Reaksiyonun gidisati bu
orneklerin bilesimlerinin belirlenmesi ile takip edilmistir. Bu amagcla alinan
numuneler dncelikle yaklasik 100 °C’deki su banyosunda 15 dakika bekletilerek
enzimin inaktif hale gelmesi saglanmistir. Daha sonra ise bu numunelere 5 mL n-
hekzan ve 2 mL destile su ilave edilmistir. Yag ve su fazi olmak iizere iki faza
ayrilan numunelerdeki istte bulunan yag fazi, iglerinde susuz Na,SO; bulunan
siselere alinarak kurutulmustur. Daha sonra bu siselere 3mL daha n-hekzan eklenip
numunelerin bilesimleri ince yiizey kromatografisi/alev iyonizasyon dedektorii
(TLC-FID) kombine sistemi ile belirlenmistir. Analiz i¢in siselerdeki numune
cozeltisinden alinan 1pL’lik 6rnek SIII rodlarina enjekte edilmis, daha sonra iki
kademeli yiiriitme islemi ile {irlin bilesenlerinin rod iizerinede yliriitiilmesi
saglanmugtir. Yiriitiicli olarak kullanilan ¢6ziiclicii sistemleri sirasiyla ¢oziicii sistemi
I; benzen:kloroform:asetik asit (hacmen 50 : 20 : 0,7 mL) ve ¢oziicii sistemi II;
benzen : n-hekzan (hacmen 35 : 35 mL) olarak se¢ilmistir. Rodlar 6ncelikle ¢ociicti
sistemi I’in bulundugu tank igerisinde 23 dakika bekletilmis daha sonra ¢oziiciilerin
uemast icin 60 °C’lik etiive (Rod Dryer TK 5 latron Lab. Inc., Tokyo, Japonya)
konularak 6 dakika siireyle bekletilmistir. Daha sonra etiivden ¢ikarilan rodlar,
¢Oziicii sistemi II’nin bulundugu tank igersine konularak burada da 30 dakika
bekletilmistir. 30 dakika sonra tank i¢inden alinan rodlar tekrar 60 OC’lik etiivde 6
dakika tutulup coziiciilerin ugmasi saglanmistir. Orneklerin TLC-FID sistemindeki
analizi i¢in hidrojen gazi debisi 160 mL/dak, hava debisi 2200 mL/dak ve tarama

hiz1 30 s/tarama olarak ayarlanmistir.
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Bu kosullar altinda calisilarak reaksiyon iiriinlerinin yag asidi esterleri (FAE),
triagilgliserol (TAG), diagilgliserol (DAG), monoagilgliserol (MAG) ve serbest yag
asidi (FFA) miktarlar agirlik yiizdesi olarak belirlenmistir.

27



4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Soya Yagi-Metanol Enzimatik Alkoliz Reaksiyonuna Silika jel Etkisi

Literatiirde, alkoliz reaksiyonu sonucu olusan gliseroliin, katalizér olarak kullanilan
enzim tiizerine adsorbe oldugu ve bunun sonucu olarak da enzim aktivitesinin
azaldig1 tespit edilmistir. Reaksiyon ortamina ilave edilen ¢esitli adsorbanlarin ise
gliserol toplayicist gibi davranarak bu durumu engelledigi bulunmustur. Kisacasi bu
adsorbanlar enzimi koruyucu olarak goérev yapmaktadirlar. Silika jel de ozellikle
lipazlarla gergeklestirilen alkoliz reaksiyonlarinda polar bilesikleri adsorblayarak
enzimin inaktive olmasini engellemektedir [13, 41]. Bu bilgilerin 15181 altinda soya
yagmin metanoliz reaksiyonu, reaksiyon ortamima silika jel ilave edilerek
gerceklestirilmistir. Ilave edilen silika jel miktarmin metil ester doniisiimii iizerine
etkisini belirlemek amaciyla once silika jel kullanilmadan ve daha sonra da farkh
miktarlarda silika jel kullanilarak ¢esitli denemeler yapilmistir. Reaksiyonlar, 40 °c
sicaklikta, 1/3 yag/metanol mol oraninda, 0,1 enzim/yag agirhik oraninda enzim
kullanilarak 25 mL n-hekzan ortaminda gerceklestirilmistir. Silika jel ilavesi ile
yapilan deneylerde, silika jel 60, 0,2-0,5 mm 180 °C’de 30 dakika kurutulduktan
sonra kullanilmistir. Silika jel kullanilmadan ve 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 silika jel/yag
agirlik oraninda silika jel katilarak yiirtitiilen reaksiyonlarda gozlenen yag asidi metil
ester iceriklerinin zamana gore degisimleri, Tablo 4.1°de ve ekler boliimiinde de
Tablo A.1- A.5’de, iirlin bilesimlerinin zamana gore degisimi ise Sekil 4.1- 4.6’da

verilmistir.
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Tablo 4.1. Soya yagi-metanol enzimatik alkoliz reaksiyonunda silika jel etkisi (yag: 5
g ; yag/metanol mol orani: 1/3 ; enzim/yag agirlik orant: 0,1 ; sicaklik: 40°C ; n-
hekzan: 25 mL)

Zaman Yag Asidi Metil Ester Icerigi (% Agirhik)*
(dak.) Silika./Yag | Silika./Yag | Silika./Yag | Silika./Yag | Silika./Yag
0 0,2 0,4 0,6 0,8
0 - - - - -
5 -- 259+0,16 | 419+0,14 | 587+0,58 | 6,70+ 0,89
10 - 6,05+ 0,26 | 10,04 +0,85 | 13,64 +0,21 | 15,46 + 0,40
15 3,00 11,84+1,08 | 16,41 +0,71 | 2293+1,30 | 26,59+ 2,1
20 4,51 14,78+ 0,49 | 23,01 £ 0,51 | 35,64 + 1,75 | 40,61 + 2,92
30 7,99 27,61 +1,25|42,82+0,72 | 53,14+ 0,11 | 57,02 + 4,62
45 14,72 47,81 +3,18 | 65,61+0,68|71,99+1,24 |73,87+3,70
60 20,10 66,82 +2,63 | 78,14+ 1,02 100+ 0 100+ 0
120 43,32 73,78 £ 1,15 100+ 0 100+ 0 100+ 0
180 70,17 80,03 £ 0,23 100+ 0 100+ 0 100+ 0

*0,2, 0,4, 0,6 ve 0,8 silika jel/yag agirlik orani i¢in verilen degerler paralel yiiriitiilen
iki ¢calismanin ortalama degerleridir.

Tablo 4.1.°de de goriildiigii gibi silika jel kullanimi ile metil ester olusumu
artmaktadir. Bu durum literatiir ile de uyumludur. Daha 6nce de bahsedildigi gibi
adsorban, gliserol toplayicist olarak gdrev yapmakta ve bunun sonucu olarak
enzimin aktivitesinde bir azalma olmamaktadir. Bu da elde edilen metil ester
miktarinin artisin1 agiklamaktadir. Ayrica deneyler neticesinde silika jel miktarinin
artmas1 ile daha kisa silirede daha yiliksek metil ester doniisiimii elde edildigi
goriilmiistiir. Ancak Tablo 4.1 incelendiginde 0,6 ve 0,8 silika jel/yag agirlik
oranlarinda ylriitilen deneylerde elde edilen {riinlerin yag asidi metil ester
iceriklerinin birbirine yakin oldugu goriilmektedir. Bu sonu¢ dikkate alinarak 0,6
silika jel/yag agirhik oranindan daha fazla miktarda silika jel kullanilmasinin
reaksiyondaki metil ester donilisiimii lizerine Onemli bir etkisinin olmayacagi

anlasilmis ve bundan sonraki calismalarda 0,6 silika jel/yag agirlik orani ile

calisilmasina karar verilmistir.
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Sekil 4.1. Adsorbansiz ortamda yiiriitilen soya yagi-metanol enzimatik alkoliz

reaksiyonunda iiriin bilesiminin zamana gore degisimi (yag: 5 g ; yag/metanol mol
orant: 1/3 ; enzim/yag agirlik orant: 0,1 ; sicaklik: 40°C ; n-hekzan: 25 mL)
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Sekil 4.2. Soya yagi-metanol enzimatik alkoliz reaksiyonunda 0,2 silika jel/yag
agirlik oraninda silika jel kullanimimin etkisi (yag: 5 g ; yag/metanol mol orani: 1/3 ;
enzim/yag agirlik orani: 0,1 ; sicaklik: 40°C ; n-hekzan: 25 mL)
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Sekil 4.3. Soya yagi-metanol enzimatik alkoliz reaksiyonunda 0,4 silika jel/yag
agirlik oraninda silika jel kullaniminin etkisi (yag: 5 g ; yag/metanol mol orani: 1/3 ;
enzim/yag agirlik orani: 0,1 ; sicaklik: 40°C ; n-hekzan: 25 mL)
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Sekil 4.4. Soya yagi-metanol enzimatik alkoliz reaksiyonunda 0,6 silika jel/yag

agirlik oraninda silika jel kullaniminin etkisi (yag: 5 g ; yag/metanol mol orani: 1/3 ;
enzim/yag agirlik orani: 0,1 ; sicaklik: 40°C ; n-hekzan: 25 mL)
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Sekil 4.5. Soya yagi-metanol enzimatik alkoliz reaksiyonunda 0,8 silika jel/yag
agirlik oraninda silika jel kullaniminin etkisi (yag: 5 g ; yag/metanol mol orani: 1/3 ;
enzim/yag agirlik orani: 0,1 ; sicaklik: 40°C ; n-hekzan: 25 mL)

4.2. Soya Yagi-Metanol Enzimatik Alkoliz Reaksiyonuna Enzim Miktarinin

Etkisi

Enzim miktarinin soya yagi alkolizindeki etkisini belirlemek amaci ile, soya yagi
alkoliz reaksiyonu, 0,05, 0,1, 0,125, 0,15, 0,2 enzim/yag agirlik oranlarinda enzim
kullanilarak, 40 °C’de ve 25 mL n-hekzan ortaminda yiirlitiilmiistiir. Deneylerde 5 g
yag kullanilmis ve 1/3 yag/alkol mol orani ile 0,6 silika jel/yag agirlik oraninda
calistimistir. Elde edilen iirlinlerin yag asidi esteri icerikleri tablo 4.2°de, iiriin
bilesimlerinin zamana gore degisimi ise Sekil 4.4, 4.6- 4.9 ve ekler boliimiinde

Tablo A.4, A.6- A.9’da verilmistir.
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Tablo 4.2. Soya yagi-metanol enzimatik alkoliz reaksiyonuna enzim miktarinin etkisi
(vag: 5 g ; yag/metanol mol orani: 1/3 ; silika jel/yag agirlik orani: 0,6 ; sicaklik:
40°C ; n-hekzan: 25 mL)

Zaman Yag Asidi Metil Ester Icerigi (% Agirlik)*
(dak.) Enzim/Yag | Enzim/Yag | Enzim/Yag | Enzim/Yag | Enzim/Yag
0,05 0,1 0,125 0,15 0,2
0 - - - - -
5 247 +0,06 | 587+£058 | 7,54+0,24 | 10,96 +£0,32 18,28
10 496 +0,30 | 13,64+0,21|17,74+0,25 | 25,85+ 0,59 40,93
15 8,37+0,79 | 2293+1,30|29,51+0,82 | 40,52 +0,24 61,26
20 12,76 £ 0,26 | 35,64 £ 1,75 | 42,67 + 1,52 | 56,48 + 1,61 75,32
30 23,80+1,93 | 53,14 + 0,11 | 63,26 + 3,30 | 77,09 £ 0,25 100+ 0
35 -- -- 69,14 + 0,20 79,17 100+ 0
40 -- -- 80,84 -- 100+ 0
45 4146+3,11|71,99+1,24 100+ 0 100+ 0 100+ 0
60 61,40 £ 0,52 100+ 0 100+ 0 100+ 0 100+ 0
75 68,76 - - - n
120 100+ 0 100+ 0 100+ 0 100+ 0 --
180 100+ 0 100+ 0 100+ 0 100+ 0 --

* 0,05, 0,1, 0,125 ve 0,15 enzim/yag agirlik orani icin verilen degerler paralel
yiiriitiilen iki calismanin ortalama degerleridir.

Sonuglar incelendiginde enzim/yag orani arttik¢a elde edilen iirlinlin yag asidi metil

ester iceriginin daha hizli arttii, 0,2 enzim/yag oraninda enzimin doygunluga

yaklastig1 anlasilmaktadir. Ulasilabilecek maksimum ester igerigi, analiz cihazinin

hassasiyet sinirlar1 nedeni ile kesin olarak verilememistir. Tablo 4.2°de goriildiigi

gibi

enzim/yag agirlik orant 0,15 oldugunda 35 dakikada elde edilen doniisiime

enzim/yag agirlik orani 0,2 oldugunda yaklasik olarak 20 dakikada ulasilmaktadir.

Ancak enzimlerin pahali katalizorler oldugu diisiiniilerek ¢aligmanin bundan sonraki

boliimlerinde 0,15 enzim/yag agirlik oraninda calisilmasi uygun goriilmiistiir.
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Sekil 4.6. Soya yagi-metanol enzimatik alkoliz reaksiyonunda 0,05 enzim/yag agirlik
oraninda enzim kullaniminin etkisi (gag: 5 g ; yag/metanol mol orani: 1/3 ; silika
jel/yag agirlik orani: 0,6 ; sicaklik: 40°C ; n-hekzan: 25 mL)
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Sekil 4.7. Soya yagi-metanol enzimatik alkoliz reaksiyonunda 0,125 enzim/yag
agirlik oraninda enzim kullaniminin etkisi (yag: 5 g ; yag/metanol mol orani: 1/3 ;
silika jel/yag agirlik orant: 0,6 ; sicaklik: 40°C ; n-hekzan: 25 mL)
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Sekil 4.8. Soya yagi-metanol enzimatik alkoliz reaksiyonunda 0,15 enzim/yag agirlik
oraninda enzim kullaniminin etkisi (glag: 5 g ; yag/metanol mol orani: 1/3 ; silika
jel/yag agirlik orani: 0,6 ; sicaklik: 40°C ; n-hekzan: 25 mL)
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Sekil 4.9. Soya yagi-metanol enzimatik alkoliz reaksiyonunda 0,2 enzim/yag agirlik
oraninda enzim kullaniminin etkisi (glag: 5 g ; yag/metanol mol orani: 1/3 ; silika
jel/yag agirlik orant: 0,6 ; sicaklik: 40°C ; n-hekzan: 25 mL)
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4.3. Soya Yagi-Metanol Enzimatik Alkoliz Reaksiyonuna Yag/Metanol Mol

Oraninin EtKisi

Soya yagmin enzimatik alkoliz reaksiyonuna yag/metanol mol oraninin etkisini
belirlemek icin 40 °C, 5 g vyag, 0,15 enzim/yag ve 0,6 silika jel/yag agirlik
oranlarinda, 25 mL n-hekzan igerisinde yiiriitiilen reaksiyonlarda yag/alkol mol
oranlar1 1/2, 1/2,5, 1/3 ve 1/4 olarak se¢ilmistir. Elde edilen metil ester igerikleri
Tablo 4.3’de, iiriin bilesimlerinin zamana gore degisimi Sekil 4.8, 4.10- 4.12°de ve
ekler boliimiinde de Tablo A.8, A.10- A.12’da verilmistir.

Tablo 4.3. Soya yagi-metanol enzimatik alkoliz reaksiyonunda yag/metanol mol
oraninin etkisi (yag: 5 g ; enzim/yag mol orani: 0,15 ; silika jel/yag agirlik orant: 0,6;
sicaklik: 40°C ; n-hekzan: 25 mL)

Zaman Yag Asidi Metil Ester Igerigi (% Agirlik)*

(dak.) 1/2 1/2,5 1/3 1/4
0 - - - -
5 15,77 14,23 10,96 + 0,32 6,07
10 35,60 31,02 25,85 + 0,59 15,18 +1,92
15 52,27 47,96 40,52 +£0,24 26,28 + 3,68
20 56,52 62,36 56,48 + 1,61 33,69 + 2,00
30 69,61 84,16 77,09 £ 0,25 54,48 £1,03
35 72,92 -- 79,17 61,18+ 0
40 76,19 -- -- 71,48 £2,32
45 76,17 -- 100+ 0 74,87 £3,31
60 77,29 -- 100+ 0 -

*1/3 ve 1/4 yag/metanol mol orani igin verilen degerler paralel yiiriitilen iki
calismanin ortalama degerleridir.

Tablo 4.3’de de goriildiigii gibi 1/2 yag/metanol mol oraninda elde edilen metil ester
miktar1 kirkiner dakika itibari ile sabitlenmistir. Bilindigi gibi alkoliz reaksiyonunda
stokiyometrik yag/alkol mol orami 1/3’diir. 1/2 mol oraninda ¢alisildiginda ortamda
bulunan metanoliin alkoliz reaksiyonu icin yeterli olmamasi, iirliniin metil ester
iceriginin daha fazla yiikselmesine engel olmustur. Her ne kadar kullanilan analiz
cihazinin hassasiyetinden dolay1 diger yag/metanol mol oralarinda elde edilen iirliniin
metil ester icerigi kesin olarak bilinmese de literatiirden edinilen bilgiler 6zellikle 1/3

yag/metanol mol orani ile ¢alisildiginda daha yiiksek bir metil ester doniistimii elde
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edilebilecegini gostermektedir [24]. Tablodan da rahathikla goriilebilecegi gibi
ortama ilave edilen alkol miktarinin artmas1 ile alkoliz reaksiyonu yavaslamaktadir.
Ozellikle yag/metanol mol oram1 1/4 oldugunda reaksiyon, c¢ok daha vyavas
ilerlemekte ve elde edilen maksimum metil ester igerigi de 1/3 yag/metanol mol
oran1 kullanilan reaksiyonlara gore daha diisiik kalmaktadir. Hem doniisiim hem de
reaksiyon hizinda ki bu azalmanin, metanol fazlasindan kaynaklandigina karar
verilmistir. Coziiciisiiz ortamda Lipozyme TL IM ile yiiriitiillen alkoliz raksiyonunda
ortamda 1,5 molar ekivalenden fazla bulunmasi durumunda metanoliin, enzimi
inaktive ederek reaksiyon hizini1 ve yag doniislimiinii azalttig tespit edilmistir [ 24].
Lipozyme IM ile yiiriitiilen bu ¢alismada ise 2,5 molar ekivalent metanol miktarinin
lizerinde enzim inaktivasyonun basladigi goriilmektedir. Tiim bu bilgilerin 15181

altinda stokiyometrik oranda ¢alisilmasina karar verilmistir.
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Sekil 4.10. Soya yagi-metanol enzimatik alkoliz reaksiyonunda 1/2 yag/metanol mol
oraninda metanol kullaniminin etkisi (yag: 5 g ; enzim/yag mol orant: 0,15 ; silika
jel/yag agirlik orant: 0,6; sicaklik: 40°C ; n-hekzan: 25 mL)
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Sekil 4.11. Soya yagi-metanol enzimatik alkoliz reaksiyonunda 1/2,5 yag/metanol

mol oraninda metanol kullaniminin etkisi (yag: 5 g ; enzim/yag mol orant: 0,15 ;
silika jel/yag agirlik orant: 0,6; sicaklik: 40°C ; n-hekzan: 25 mL)
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Sekil 4.12. Soya yagi-metanol enzimatik alkoliz reaksiyonunda 1/4 yag/metanol mol
oraninda metanol kullaniminin etkisi (yag: 5 g ; enzim/yag mol orani: 0,15 ; silika
jel/yag agirlik orani: 0,6; sicaklik: 40°C ; n-hekzan: 25 mL)
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4.4. Soya Yagi-Metanol Alkoliz Reaksiyonuna Sicakhik Etkisi

Soya yagmin enzimatik alkoliz reaksiyonunda sicaklik etkisini belirlemek igin,
alkoliz reaksiyonu daha 6nce belirlenen en uygun kosullar da dikkate alinarak 30, 40
ve 50 °Cde gerceklestirilmistir. Elde edilen metil ester igerikleri Tablo 4.4’de, {iriin
bilesimlerinin zamana gore degisimi ise Sekil 4.8, 4.13 ve 4.14’de ve de ekler

boliimiinde Tablo A.8, A.13 ve A.14°de verilmistir.

Tablo 4.4. Soya yagi-metanol enzimatik alkoliz reaksiyonuna sicaklik etkisi (yag: 5 g
; enzim/yag mol oranzt: 0,15 ; silika jel/yag agirlik orant: 0,6; yag/metanol mol orani:
1/3 ; n-hekzan: 25 mL)

Zaman Yag Asidi Metil Ester Igerigi (% Agirhik)*
(dak.) 30°C 40°C 50 °C
0 - - -
5 7,50 10,96 + 0,32 13,81
10 19,85 25,85+ 0,59 31,85
15 30,32 40,52 + 0,24 52,08
20 40,83 56,48 £1,61 63,98
25 53,18 -- --
30 59,58 77,09 £ 0,25 100
35 74,94 79,17 100
40 76,40 -- 100
45 100 100+ 0 100
60 100 100+ 0 100
75 100 -- 100
90 -- -- 100
120 -- 100+ 0 -
180 -- 100+ 0 -

*40 °C igin verilen degerler paralel yiiriitiilen iki ¢alismanimn ortalama degerleridir.

Tablo incelendiginde sicakligin artmasi ile reaksiyonun tamamlanma siiresinin
kisaldig1 goriilmektedir. Literatiirde verilen bilgilere gére Lipozym IM i¢in optimum
caligma sicaklik araligi 30- 70 OC’dir. Ancak enzimin optimum aktivite gosterecegi
sicaklik, uygulanan reaksiyona ve substrat ¢esidine gore de degismektedir [10]. Bu
caligmada incelenen kosullarda optimum sicakligin 50 o°c oldugu belirlenmistir. Tiim
bu caligmalar sonunda n-hekzan ortaminda yiiriitiilen soya yag1 metanoliz reaksiyonu

icin en uygun kosullarin ;

Enzim/yag oran1 = 0,15

Silika jel/ yag oran1 = 0,6
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Yag/metanol mol orani = 1/3

Sicaklik = 50 °C  olduguna karar verilerek bu reaksiyonun optimizasyonu iizerine

de calisilmustir.
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Sekil 4.13. Soya yagi-metanol enzimatik alkoliz reaksiyonunun 30 °C’de
yiirlitiilmesinde iirlin bilesiminin zamana gore degisimi (yag: 5 g ; enzim/yag mol
orant: 0,15 ; silika jel/yag agirlik orani: 0,6; yag/metanol mol orani: 1/3 ; n-hekzan:
25 mL)
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Sekil 4.14. Soya yagi-metanol enzimatik alkoliz reaksiyonunun 50 °C’de
yiirlitiilmesinde iirlin bilesiminin zamana gore degisimi (yag: 5 g ; enzim/yag mol
orant: 0,15 ; silika jel/yag agirlik orani: 0,6; yag/metanol mol orani: 1/3 ; n-hekzan:
25 mL)

4.5. Deneysel Tasarim

Soya yagmin metil alkol ile Mucor miehei orijinli Lipozyme IM mikrobiyal lipazi
varliginda alkoliz reaksiyonu iizerinde li¢ bagimsiz degisken (faktor), enzim/yag
agirlik orani, yag/metanol mol orani ve sicakligin etkisinin incelenmesi ve optimum
kosullarin belirlenmesi amaciyla deneysel tasarimdan yaralanilmis, bu amagla Tepki-
Yiizey Metodolojisi kullanilmistir. Bagimsiz degiskenler icin deger aralig
belirlemek amaciyla daha once yapilan deneylerin sonuglar1 da kullanilarak bir dizi
on deneme yapilmistir. Bu 6n denemeler ile elde edilen grafikler Sekil 4.15-4.17°de
gosterilmigtir. Analiz hatalarin1 en aza indirebilmek i¢in deneysel tasarimda
reaksiyon siiresi 30 dakika olarak secilmistir. Daha 6nce de agiklandig1 gibi analiz
icin kullanilan ince ylizey kromatografisi/alev iyonizasyon dedektorii (TLC-FID)
kombine sisteminin hassasiyetinden kaynaklanan bir sebeple yaklagik %90°nin
tizerindeki metil ester degerlerinde metil ester ve donlismemis triagilgliserol pikleri
ayrilamamakta ve kromatogramda metil ester miktar1 %100 olarak yansimaktadir.
Reaksiyon siiresinin 30 dakika oldugu tiim deneylerde ise doniisiim daha az oldugu

i¢in metil ester igeriklerinin tamami belirlenebilmistir.
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Sekil 4.15. Soya yagi-metanol enzimatik alkoliz reaksiyonunda iiriiniin metil ester
icerigi iizerine enzim /yag agirhik oranimin etkisi ( yag: 5 g ; sicaklik: 40 °C ;
yag/metanol mol orani: 1/3 ; silika jel/yag agirlik orani: 0,6 ; reaksiyon siiresi: 30
dak.)
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Sekil 4.16. Soya yagi-metanol enzimatik alkoliz reaksiyonunda iiriiniin metil ester
igerigi lizerine yag/metanol mol oraminin etkisi ( yag: 5 g ; sicaklik: 40 °c ;
enzim/yag agirlik orani: 0,15 ; silika jel/yag agirlik orani: 0,6 ; reaksiyon stiresi: 30
dak.)
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Sekil 4.17. Soya yagi-metanol enzimatik alkoliz reaksiyonunda iiriiniin metil ester
icerigi lizerine sicakligin etkisi ( yag: 5 g ; yag/metanol mol orani: 1/2,5 ; enzim/yag
agirlik orani: 0,15 ; silika jel/yag agirlik orani: 0,6 ; reaksiyon siiresi: 30 dak.)

Hem bu yapilan 6n deneme sonuglarindan hem de literatiir bilgilerinden
faydalanilarak reaksiyona etki eden bagimsiz degiskenlerin deger araliklari
secilmigtir [36, 38]. Tablo 4.5’de yiizey merkezil deney tasariminda calisilan 3 faktor
(sicaklik, enzim/yag agirlik orani, yag/metanol mol orani) ve kodlanan 3 degisken
seviyesi (-1, 0, +1) goriilmektedir. Yapilan tiim 6n denemelere iligkin tablolar ise
ekler boliimiinde Tablo A.4, A.8- A.13 ve A.15- A.37°de verilmistir.

Tablo 4.5. Yiizey merkezil deney tasariminda kullanilan bagimsiz degiskenler i¢in
kodlanan seviyeler ve bu kodlara karsilik gelen degerler [36, 38]

Kodlanan degisken seviyeleri
Bagimsiz degisken -1 0 +1
Sicaklik ( °C) 30 40 50
Enzim/yag orani 0,1 0,15 0,2
Yag/metanol  mol 1/2 12,5 13
orani (mol/mol)

Yiizey merkezil deney tasarimi ile belirlenen 3 degiskenli ve 3 kademeli deney
deseninin noktalar1 (kodlar1 ve degerleri ile) Tablo 4.6’da gosterilmektedir. Merkez

noktasinda ii¢ tekrar yapilmistir [36].
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Tablo 4.6. Yiizey merkezil deney tasarimi ve belirlenen tepki degerleri (%ME)
[36,38]

Sicaklik( °C) Enzim/yag agirlik orani Yag/rr;ertj;ol mol (;l;oel\F/)llI(EI)

Kod Deger Kod Deger Kod Deger | Deger

1 -1 30 -1 0,1 -1 1/2 50,65
2 -1 30 -1 0,1 +1 1/3 70,00
3 -1 30 +1 0,2 -1 1/2 36,06
4 -1 30 +1 0,2 +1 1/3 82,73
5 +1 50 -1 0,1 -1 1/2 70,05
6 +1 50 -1 0,1 +1 1/3 77,93
7 +1 50 +1 0,2 -1 1/2 70,87
8 +1 50 +1 0,2 +1 1/3 84,00
9 -1 30 0 0,15 0 1/2,5 61,84
10 +1 50 0 0,15 0 1/2,5 80,11
11 0 40 -1 0,1 0 1/2,5 69,61
12 0 40 +1 0,2 0 1/2,5 77,09
13 0 40 0 0,15 -1 1/2 74,97
14 0 40 0 0,15 +1 1/3 83,33
15 0 40 0 0,15 0 1/2,5 76,90
16 0 40 0 0,15 0 1/2,5 81,68
17 0 40 0 0,15 0 1/2,5 80,00

4.6. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz i¢in STATISTICA 6.0 (Stat Soft® Inc.) bilgisayar paket programi

kullanilmistir.

4.7. Farkh Reaksiyon Kosullarinin Soya Yagi-Metanol Enzimatik Alkoliz

Reaksiyonuna Etkilerinin Istatistiksel Acidan Degerlendirilmesi

Istatistiksel analizlerde STATISTICA 6.0 (Stat Soft® Inc.) paket programindan
yararlanilarak bagimsiz degiskenlere karsilik bagimli degiskenler yani tepkiler i¢in

“Varyans Analizi” yapilmistir.

3 degisken ,3 seviye yiizey merkezil deney tasariminda elde edilen tepkilerin

degerlendirilmesinde asagida verilen 2. dereceden polinom esitligi kullanilmistir.

3 3 3
Tepki=Y = Bo+X Bi xi+X Bix+X X PBjXX
i=1 i=1

j=i+l
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Bu denklemde; Bo, ortalama etki, Bi, Bii, Pij ise sirasiyla degiskenlerin lineer,
kuadratik ve etkilesimleri i¢in belirlenen katsayilardir. x; ve X; de bagimsiz

degiskenlerdir.

Bagimsiz degiskenlerle bagimli degiskenler arasindaki iligkiye bagl olarak lineer ve
kuadratik modellerde etkilerinin tahminleri ve katsayilari alinmistir. Bu degerler

Tablo 4.7°de ve varyans analizi sonuglar1 ise Tablo 4.8’de goriilmektedir.

Tablo 4.7. Bagimsiz degiskenler ile bagimli degiskenler arasindaki iligkiye bagh
olarak lineer ve kuadratik modellerde etkilerin tahminleri ve katsayilari

Etki Standart hata t . P Katsay1
degeri degeri

Ortalama/Intersept | 78,7693 2,084095 37,79544 | 0,000000 78,76930
Sicaklik (L) 16,3300 3,080386 530128 | 0,001122° 8,16500
Sicaklik (Q) "14,4525 5,951122 242854 | 0,045518" 7,22627
Mol Orani (L) 2,4960 3,080386 0,81029 | 0,444444 1,24800
Mol Orani (Q) -9,7025 5,951122 163037 | 0,147045 ~4,85127
Enzim miktari (L) | 19,0840 3,080386 6,19533 | 0,000447° 9,54200
Enzim miktar (Q) | 18975 5,951122 0,31884 | 0,759150 0,94873
(Si‘):akhk * Mol orant | 45, 3,443976 0,63299 | 0,546855 1,09000
Sicaklik * Enzim | ;) /09 3,443976 326512 | 0,013767 5,62250
miktar1 (L)
Mol oram * Enzim | g0, 3,443976 236645 | 0,049866 4,07500
miktar1 (L)

. p<0,01 diizeyinde anlaml1
®: p<0,05 diizeyinde anlamli
L : Lineer

Q : Kuadratik

€6 .

Tabloda verilen “p” degeri, sonuglarin istatistik olarak 6nemli olup olmadigini

gosterir.

Olusturulan ve 2. dereceden bir polinom olan model denklem asagida verilmistir. Bu
denklemde bagimsiz degiskenler (x;) i¢cin kullanilan semboller, “T”, “m” ve “e”’dir.

“T” sicakligl, “m” yag/metanol mol oranimmi ve “e” ise enzim miktarin1 ifade

etmektedir.

% Metil Ester = 78,77 + 817*T - 7.23*T?> + 125*m - 4,85*m’> +
9,54* + 0,95%% + 1,09*T*m - 5,66*T*e + 4,08*m*e
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Tablo 4.8. Varyans analizi sonuglar1

N Kareler Serbestlik Kareler - ..
Faktor toplami derecesi ortalamast F degeri p degeri

Sicaklik (L) 666,672 1 666,6722 28,10361 0,001122%
Sicaklik (Q) 139,907 1 139,9074 5,89780 0,045518"
Mol Orani (L) 15,575 1 15,5750 0,65657 0,444444
Mol Orani (Q) 63,055 1 63,0555 2,65811 0,147045
](Elf)zm miktart | 910 498 1 910,4976 38,38209 0,000447°
‘(ES)Zlm miktart |5 499 1 24116 0,10166 | 0,759150

*k
Sicaklik = Mol | g 55 1 9,5048 040068 | 0,546855
orani (L)
Sicaklik *
Enzim 252,900 1 252,9001 10,66102 0,013767
miktar1 (L)
Mol oram *
Enzim miktari 132,845 1 132,8450 5,60009 0,049866
(L)
Hata 166,054 7 23,7219
> Kareler top. 2569,627 16
#:p<0,01 diizeyinde anlaml
®: p<0,05 diizeyinde anlaml
L : Lineer
Q : Kuadratik
Varyans analizinin sonuglari incelendiginde, sicakligin lineer etkisi p<0,01

diizeyinde, yine sicakligin kuadratik etkisinin p<0,05 diizeyinde ve enzim miktarinin

lineer etkisi de p<0,01 diizeyinde istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur. Buna

karsilik yag/metanol mol oraninin lineer, kuadratik etkisinin ve enzim miktarinin

kuadratik etkisinin istatistiksel agidan 6nemli olmadig1 goriilmiistiir.

Olusturulan Tepki-Yiizey modelinde,

yag/metanol mol

orani

sicaklik,

enzim/yag agirhk oran

Ve

olmak {lizere 3 farkli bagimsiz degisken icin gozlenen

minimum ve maksimum degerler ile kritik degerler Tablo 4.9°da goriilmektedir.

Tablo 4.9. Bagimsiz degiskenlerin kritik degerleri

Gozlenen minimum . g Gozlenen
< Kritik deger . <
deger maksimum deger
Sicaklik 30,00 50,46 50,00
Enzim/yag orani 0,10 0,09 0,20
Metanol/yag mol 2.00 2.35 3,00
orant
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Daha once elde edilmis olan model denklemden yaralanarak, gozlenen degerlere

karsilik tahmin edilen degerler arasindaki iliski ise Sekil 4.18’de verilmistir.

95

85

75

70

65

Tahmin Edilen Degerler

30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90
Gozlenen Degerler

Sekil 4.18. Gozlenen degerlere karsilik tahmin edilen degerler arasindaki iliski

Faktorlerin model denklemde yerine konmas: ile elde edilen {iirliniin metil ester
igerigiyle (tahmin edilen deger), deney sonucunda elde edilen veriler (gézlenen
degerler) arasindaki iligki biiyiilk oranda lineerlik gostermektedir. Grafikten de
gorildiigli gibi korelasyon katsayisinin 0,967 olmasi da bu durumu dogrulamaktadir.
Bu durum olusturulan modelin reaksiyon parametreleri arasindaki gercek iliskileri

gosterdigini ortaya koymaktadir.

4.8. Tepki-Yiizey ve Izdiisiim Grafiklerinin Yorumlanmasi

Soya yaginin metanol ile enzimatik alkoliz reaksiyonu sonucu elde edilen iiriiniin
metil ester iceriginin sicaklik ve yag/metanol mol oranina gore degisimini gosteren
izdiigim (Contour Plot ) ve tepki-ylizey grafikleri (Response Surface) grafikleri
Sekil 4.19.a ve 4.19.b’de goriilmektedir. Izdiisiim grafiklerinde  denemeler
neticesinde elde edilen tepki degerlerine ait egriler bir diizlem {lizerinde gdsterilir. Bu
diizleme ait koordinatlar ise bagimsiz degiskenlerin seviyelerini gostermektedir. Her

bir izdiisiim egrisi, bagimsiz degiskenlere ait seviyelerin bir birlesimi olarak ifade
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edilen bir diizlemle ylizey arasindaki yiiksekligi temsil eden 6zel bir degere sahiptir.
Metil ester iceriginin sicaklik ve yag/metanol mol oranina gore degisimini agiklayan
grafiklerden literatlirde maksimum tepki (maximum response) olarak tanimlanan
izdiisim grafigi elde edilmistir [39]. Sekil 4.19.a incelendiginde sicaklik ve mol
orani orta noktadan uzaklastikca metil ester iceriginin azaldig1 goriilmektedir. Bu
grafikten anlasilacagi iizere metil ester donlisimiin en yiiksek olacagi

sicaklik araligr 45- 50 °C ve yag/metanol mol oranm1 aralig1 da 2,4- 2,8 ‘dir.

Metil ester iceriginin sicaklik ve enzim miktarina goére degisimini gosteren tepki
yiizey ve izdiisim grafikleri Sekil 4.20.a ve 4.20.b’de goriilmektedir. Metil ester
icerigine enzim miktar1 ve sicakligin etkilesimleri sonucunda literatiirde “sirt
noktas1” (saddle) olarak tanimlanan izdiisiim grafigi elde edilmistir [39]. Calismada
gozlenen deger aralifinda, enzim miktar1 0,16’min ve sicakligin da 40 %C’nin
tizerinde olmasi durumunda metil ester igerigi yliksek degerlere ulagmistir. Diisiik

sicaklik ve enzim oranlarinda ise metil ester igerigi azalmaktadir.

Mol Orani

. : : Bl s0
30 35 40 45 50 55 (170

Bl &0
Sicaklik (°C)

Sekil 4.19.a. Uriiniin metil ester iceriginin (%ME) sicaklik ve mol orani ile
degisimini gosteren izdiisiim grafigi
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Il 80
170
I <o

Sekil 4.19.b. Uriiniin metil ester iceriginin (%ME) sicaklik ve mol orani ile
degisimini gosteren tepki yiizey grafigi

0,22
0,20
0,18
0,16

014 p

Enzim miktar1

0,12

0,10

26 30 32 34 3 38 4 4 4 46 48 50 52 [HHS0
0 ]
Sicaklik ("C)

Sekil 4.20.a. Uriiniin metil ester iceriginin (% ME) sicaklik ve enzim miktari ile
degisimini gosteren izdiisiim grafigi
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I <0
I s0
170
[ e0
[ 50
I 40

Sekil 4.20.b. Uriiniin metil ester iceriginin (%ME) sicaklik ve enzim miktar1 ile
degisimini gosteren tepki yiizey grafigi

Metil ester igeriginin yag/metanol mol orani ve enzim miktarina gore degisimini
gosteren tepki yiizey ve izdiisiim grafikleri Sekil 4.21.a ve 4.21.b’de gosterilmistir.
Metil ester igerigi ile enzim miktar1 ve yag/metanol mol oranmin etkilesimleri
sonucunda literatiirde “sirt noktas1” (saddle) olarak tanimlanan izdiisiim grafigi elde
edilmistir [39]. Izdiisiim grafigi incelendiginde enzim miktar1 0,16’nm iizerinde
iken metil ester doniisiim yiizdesi mol oranindan bagimsiz olarak yliksek degerlere
ulagsmistir. Ayrica izdlisiim grafiginden metil ester icerigi lizerine enzim miktarinin

etkisinin mol oraninin etkisinden daha fazla oldugu da anlasilmaktadir.
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0,22

0,20

0,18

0,16

0,14

Enzim miktar1

012

010

Bl %0

0,08 ' % 38
18 20 22 24 2,6 28 30 32

B 60

Mol Orani

Sekil 4.21.a. Uriiniin metil ester igeriginin yag/metanol mol orani ve enzim miktart
ile degisimini gosteren izdiisiim grafigi

I <0
[ so
170
[ 60

Sekil 4.21.b. Uriiniin metil ester igeriginin yag/metanol mol orani ve enzim miktart
ile degisimini gosteren tepki ylizey grafigi
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5. VARGILAR ve ONERILER

Tiirkiye kokenli soya yaginin Lipozyme IM varliginda n-hekzan ortaminda yiiriitiilen
enzimatik metanoliz reaksiyonu i¢in en uygun kosullarin belirlenmesi ve
optimizasyonu olmak {izere iki kademede yiiriitiilen bu c¢alismada elde edilen

sonuclar ve Oneriler asagida siralanmigtir:

1. Reaksiyon sonucunda yan friin olarak meydana gelen gliserolii ortamdan
uzaklastirmak ve bdylece metil ester icerigi daha yliksek bir iiriin elde etmek icin
silika jel kullanilmigtir. 40 °C’de, 1/3 yag/metanol mol orani, 0,1 enzim/yag agirlik
orani ile 25 mL n-hekzan ortaminda 3 saat boyunca yiiriitiillen reaksiyonlar
sonucunda en yiiksek metil ester icerigi 0,6 silika jel/yag oraninda silika jel kullanim1

ile elde edilmistir.

2. Enzim miktari, yag/metanol mol oram1 ve sicakligin incelenen metanoliz
reaksiyonu fizerine etkisini belirlemek amaciyla yiiriitilen deneyler neticesinde
belirlenen ve en uygun oldugu diisiiniilen kosullar:

Yag/metanol mol orani : 1/3

Enzim/yag orani : 0,15

Stcaklik : 50 °C

Silika jel/yag agirlik orani = 0,6 olarak tespit edilmistir.

3. En uygun olarak belirlenen bu kosullarin dogrulugunu istatistiksel olarak da
irdelemek amaciyla Tepki-Yiizey Metodolojisi (Response Surface Methodology)
optimizasyon yontemi ile 3 degisken 3 seviye ylizey merkezil deney tasarimi
kullanilmis ve bu yonteme gore 30 dakikalik reaksiyon siiresi sonunda elde
edilebilecek maksimum metil ester igerigi %76,70 olarak bulunmustur. Bu

istatistiksel analiz yontemine gore kritik reaksiyon kosullari ise ;
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Yag/metanol mol oran1 : 1/2,35

Enzim /yag agirlik oran1 : 0,09

Sicaklik : 50,46 °Cdir.

4. Tepki-Yiizey Metodolojisi yontemi kullanilarak yapilan optimizasyon
calismasinda, metil ester igeriginin yaklasik %90’1n iizerinde oldugu deneylerde
metil ester ve donligmemis triagilgliserol icerikleri, analiz cihazi kosullar1 nedeni ile
kesin olarak tespit edilemedigi icin reaksiyon siiresi 30 dakika olarak seg¢ilmistir.
Metanoliz reaksiyonunun yiriylisi ile ilgili grafiklerde de goriildigi gibi
optimizasyonun daha saglikli yapilabilmesi i¢in daha uzun reaksiyon siiresine
gereksinim vardir. Reaksiyon iiriinlerinin bilesiminin, uygun kolon ve kosullarin
uygulanabilecegi bir gaz kromatografi cihazi veya sivi kromatografi cihazi (HPLC)
ile belirlenmesi, reaksiyon siiresinin daha uzun tutulmasina ve daha saglikh

sonuclarin elde edilmesine olanak saglayacaktir.

5. Tepki Yiizey Metodolojisi kullanilarak 2. dereceden polinom olan bir model
denklem olusturulmustur. Bu model denkleme gore tahmin edilen degerler ile
gozlenen degerlerin, %97 oraninda uyum sagladig1 goriilmiistiir. Bir bagka deyisle
tahmin edilen degerler ile gézlenen degerler arasinda ¢izilen grafige ait korelasyon

katsayis1 0,97dir.

6. Soya yaginin enzimatik metanolizi bilinen kimyasal metanoliz reaksiyonlarina
alternatif bir yontemdir. Lipozyme IM, soya yagi ve benzer bitkisel yaglarin

metanolizini ekonomik olarak katalizleyebilecek uygun bir biyokatalizorlerdir.

7. Soya yagi-metanol enzimatik metanoliz reaksiyonu sonucu elde edilen yag asidi
metil ester karigiminin biyodizel yakiti olarak kullanilma potansiyelinin belirlenmesi
icin bu {riiniin yakit Ozelliklerinin belirlenmesi ve biyodizel standartlarina

uygunlugunun incelenmesi gereklidir.
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EKA.

Tablo A.l1. Adsorbansiz ortamda yiiriitiilen soya yagi-metanol enzimatik alkoliz
reaksiyonunda iiriin bilesiminin zamana gore degisimi (yag: 5 g ; yag/metanol mol
orant: 1/3 ; enzim/yag agirlik orant: 0,1 ; sicaklik: 40 °C ; n-hekzan: 25 mL)

Zaman Uriin Bilesimi (% Agirlik)
(dak.) ME TAG DAG MAG
0 -- 100 -- --
5 -- 100 -- --
10 -- 100 -- --
15 3,00 94,22 2,78 --
20 4,51 92,13 3,36 --
30 7,99 87,49 4,52 --
45 14,72 80,71 4,57 --
60 20,10 71,14 4,41 4,35
120 43,32 45,61 4,84 6,23
180 70,17 24,53 5,30 --

Tablo A.2. Soya Yagi-metanol enzimatik alkoliz reaksiyonunda 0,2 silika jel/yag
agirlik oraninda silika jel kullaniminin etkisi (yag: 5 g ; yag/metanol mol orani: 1/3 ;

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 2,59+0,16 95,29 £ 0,39 2,13+0,22 --
10 6,05+ 0,26 89,31+ 0,24 4,65 + 0,03 --
15 11,84+1,08 | 82,97 +0,93 5,20+£0,14 -
20 14,78 £ 0,49 | 78,32+ 2,52 5,57 £ 0,68 3,13+0,43
30 2761+125 | 62,67 +247 6,18 + 1,23 4,55+ 1,02
45 4781+£3,18 | 4411+0,63 5,30 £ 0,23 -
60 66,82 +2,63 | 28,48 +3,11 4,70+ 0,48 --
120 73,78+ 1,15 | 26,23+1,15 -- --
180 80,03+0,23 | 19,84+0,37 -- --
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Tablo A.3. Soya yagi-metanol enzimatik alkoliz reaksiyonunun 0,4 silika jel/yag
agirlik oraninda silika jel kullaniminin etkisi (yag: 5 g ; yag/metanol mol orani: 1/3 ;

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

Zaman Uriin Bilesimi (% Agirlik)
(dak.) ME TAG DAG MAG
0 -- 100 -- --
5 4,19 +0,14 95,81 +0,14 -- --
10 10,04 £ 0,85 | 85,19+0,85 4,78 +0,01 --
15 16,41+0,71 | 78,18 +0,26 5,26 £ 0,60 --
20 23,01+051 | 71,81+1,22 5,18+ 0,71 --
30 42,82+0,72 | 51,93+0,38 5,26 £ 0,34 --
45 65,61+0,68 | 29,85+1,53 4,55+ 0,85 --
60 78,14+ 102 | 20,32+0,52 3,08 --
120 100+ 0 -- -- -
180 100+ 0 -- -- --

Tablo A.4. Soya yagi-metanol enzimatik alkoliz reaksiyonunun 0,6 silika jel/yag
agirlik oraninda silika jel kullaniminin etkisi (yag: 5 g ; yag/metanol mol orani: 1/3 ;

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

Zaman Uriin Bilesimi (% Agirlik)
(dak.) ME TAG DAG MAG
0 -- 100 -- --
S 5,87 £ 0,58 93,10 +£ 1,62 2,08 --
10 13,64 +£0,21 | 83,02+0,54 3,35+ 0,32 --
15 2293+130 | 72,72+1,59 4,35+0,29 --
20 3564+1,75 | 61,61+1,01 5,51 --
30 53,14+0,11 | 43,10+ 0,02 3,77+0,12 --
45 7199+124 | 26,67 +258 2,70 --
60 100+ 0 -- -- --
120 100+ 0 - - -
180 100+ 0 -- -- --
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Tablo A.5. Soya yagi-metanol enzimatik alkoliz reaksiyonunun 0,8
agirlik oraninda silika jel kullaniminin etkisi (yag: 5 g ; yag/metanol mol orani: 1/3 ;

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

silika jel/yag

Zaman Uriin Bilesimi (% Agirlik)
(dak.) ME TAG DAG MAG
0 -- 100 -- --
5 6,70 £ 0,89 93,01 + 0,60 -- --
10 1546 £ 0,40 | 81,58 +0,46 2,97 £ 0,06 -
15 26,59+ 2,1 69,40 + 2,18 4,01 +£0,08 --
20 40,61+2,92 | 5542 +2288 3,97 £ 0,04 --
30 57,02+4,62 | 3947 +4,44 3,52+0,19 --
45 73,87 £3,70 | 26,14 +3,71 -- --
60 100+ 0 -- -- -
120 100+ 0 -- -- -
180 100+ 0 -- -- --

Tablo A.6. Soya yagi-metanol enzimatik alkoliz reaksiyonunda 0,05 enzim/yag
agirlik oraninda enzim kullaniminin etkisi (yag: 5 g ; yag/metanol mol orant: 1/3 ;
silika jel/yag agirlik orant: 0,6 ; sicaklik: 40 °C ; n-hekzan: 25 mL)

Zaman Uriin Bilesimi (% Agirlik)
(dak.) ME TAG DAG MAG
0 -- 100 -- --
5 2,47 + 0,06 97,71 + 0,06 - -
10 4,96 + 0,30 95,05 + 0,29 -- -
15 8,37+ 0,79 89,27 + 1,02 2,37+0,24 --
20 12,76 £0,26 | 83,83+0,19 3,42 +0,44 -
30 23,80+193 | 72,60+1,63 3,61 +0,29 -
45 41,46 + 3,11 55,61 + 3,42 3,25+0,31 --
60 61,40+0,52 | 38,61+0,52 - -
75 68,76 31,24 -- --
120 100+ 0 -- - -
180 100+ 0 -- -- -
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Tablo A.7. Soya yagi-metanol enzimatik alkoliz reaksiyonunda 0,125 enzim/yag
agirlik oraninda enzim kullaniminin etkisi (yag: 5 g ; yag/metanol mol orani: 1/3 ;
silika jel/yag agirlik orani: 0,6 ; sicaklik: 40 "C ; n-hekzan: 25 mL)

Zaman Uriin Bilesimi (% Agirlik)
(dak.) ME TAG DAG MAG
0 -- 100 -- --
5 7,54 £ 0,24 90,01 + 0,36 2,46 £0,12 --
10 17,74+ 0,25 | 78,51+0,34 3,76 £ 0,09 -
15 29,51+0,82 | 65,86+0,90 4,63 + 0,08 --
20 4267+152 | 53,03+142 4,30+ 0,10 --
30 63,26 £3,30 | 33,11+2,92 3,63 £ 0,38 --
35 69,14 £ 0,20 | 29,23+1,44 3,27 --
40 80,84 19,16 -- --
45 100+ 0 -- -- -
60 100+ 0 -- -- --
120 100+ 0 - - -
180 100+ 0 - - -

Tablo A.8. Soya yagi-metanol enzimatik alkoliz reaksiyonunda 0,15 enzim/yag
agirlik oraninda enzim kullaniminin etkisi (yag: 5 g ; yag/metanol mol orani: 1/3 ;
silika jel/yag agirlik orani: 0,6 ; sicaklik: 40 "C ; n-hekzan: 25 mL)

Zaman Uriin Bilesimi (% Agirlik)
(dak.) ME TAG DAG MAG
0 -- 100 -- --
5 10,96 £ 0,32 | 85,42+0,42 3,63+ 0,09 --
10 25,85+0,59 | 69,43+0,92 4,73 +0,32 --
15 40,52+ 0,24 | 53,79+0,01 5,70 £ 0,26 --
20 56,48+ 1,61 | 38,43+2,00 5,10 + 0,38 --
30 77,09+0,25 | 20,78+1,98 4,27 --
35 79,17 20,83 -- --
45 100+ 0 - - -
60 100+ 0 -- -- --
120 100+ 0 -- -- --
180 100+ 0 -- -- --
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Tablo A.9. Soya yagi-metanol enzimatik alkoliz reaksiyonunda 0,2 enzim/yag agirlik
oraninda enzim kullanimimin etkisi (yag: 5 g ; yag/metanol mol orani: 1/3 ; silika

jel/yag agirlik orant: 0,6 ; sicaklik: 40 °C ; n-hekzan: 25 mL)

Zaman Uriin Bilesimi (% Agirlik)

(dak.) ME TAG DAG MAG
0 -- 100 -- --
5 18,28 77,10 4,62 --
10 40,93 54,02 5,05 --
15 61,26 34,23 4,51 --
20 75,32 20,47 4,21 --
30 100+ 0 - - -
35 100+ 0 -- -- -
45 100+ 0 -- -- --
60 100+ 0 -- -- -

Tablo A.10. Soya yagi-metanol enzimatik alkoliz reaksiyonunda 1/2 yag/metanol
mol oraninda metanol kullaniminin etkisi (yag: 5 g ; enzim/yag mol orant: 0,15 ;
silika jel/yag agirlik orani: 0,6; sicaklik: 40 °C ; n-hekzan: 25 mL)

Zaman Uriin Bilesimi (% Agirlik)

(dak.) ME TAG DAG MAG
0 -- 100 -- --
5 15,77 80,85 3,38 --
10 35,60 59,33 5,07 --
15 52,57 41,87 5,56 --
20 56,52 36,32 7,16 --
30 69,61 24,70 5,69 --
35 72,92 22,58 4,50 --
40 76,19 19,52 4,29 --
45 76,17 23,83 -- --
60 77,29 22,71 -- --
75 79,96 20,04 -- --
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Tablo A.11. Soya yagi-metanol enzimatik alkoliz reaksiyonunda 1/2,5 yag/metanol
mol oraninda metanol kullaniminin etkisi (yag: 5 g ; enzim/yag mol orant: 0,15 ;
silika jel/yag agirlik orant: 0,6; sicaklik: 40 °C ; n-hekzan: 25 mL)

Zaman Uriin Bilesimi (% Agirlik)

(dak.) ME TAG DAG MAG
0 -- 100 -- --
5 14,23 82,77 3,00 --
10 31,02 64,67 4,31 --
15 47,96 47,40 4,64 --
20 62,36 32,74 4,90 --
30 84,16 15,84 -- --

Tablo A.12. Soya yagi-metanol enzimatik alkoliz reaksiyonunda 1/2,5 yag/metanol
mol oraninda metanol kullaniminin etkisi (yag: 5 g ; enzim/yag mol orant: 0,15 ;
silika jel/yag agirlik orant: 0,6; sicaklik: 40 °C : n-hekzan: 25 mL)

Zaman Uriin Bilesimi (% Agirlik)

(dak.) ME TAG DAG MAG
0 -- 100 -- --
5 14,58 82,24 3,18 --
10 32,37 62,25 5,38 --
15 56,05 38,50 5,45 --
20 67,61 27,33 5,06 --
25 76,46 18,70 4,84
30 80,00 16,05 3,95 --

Tablo A.13. Soya yagi-metanol enzimatik alkoliz reaksiyonunda 1/2,5 yag/metanol
mol oraninda metanol kullanimimin etkisi (yag: 5 g ; enzim/yag mol orani: 0,15 ;
silika jel/yag agirlik orant: 0,6; sicaklik: 40 °C ; n-hekzan: 25 mL)

Zaman Uriin Bilesimi (% Agirlik)

(dak.) ME TAG DAG MAG
0 -- 100 -- --
5 18,35 77,18 4,47 --
10 35,54 59,30 5,16 --
15 56,02 38,49 5,49 --
20 67,52 27,62 4,86 --
25 74,97 19,56 5,47
30 81,68 14,15 4,17 --
35 83,63 13,45 2,92 --
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Tablo A.14. Soya yagi-metanol enzimatik alkoliz reaksiyonunda 1/4 yag/metanol
mol oraninda metanol kullaniminin etkisi (yag: 5 g ; enzim/yag mol orant: 0,15 ;
silika jel/yag agirlik orant: 0,6; sicaklik: 40 °C ; n-hekzan: 25 mL)

Zaman Uriin Bilesimi (% Agirlik)

(dak.) ME TAG DAG MAG
0 -- 100 -- --
5 6,07 93,93 4,16 --
10 15,18 +192 | 80,81+ 1,46 4,02 +0,15 --
15 26,28+ 368 | 70,47 +217 475+ 0,01 --
20 33,69+2,00 | 60,63+2,16 5,68 + 0,16 --
30 54,48+ 1,03 | 41,12+0,84 441 +0,21 --
35 61,18+ 0 35,00 £ 0,03 3,82 +£0,70 --
40 71,48+2,32 | 26,96 +0,76 3,12 --
45 74,87 +£3,31 | 2514+331 -- --

Tablo A.15. Soya yagi-metanol enzimatik alkoliz reaksiyonunun 30 °C’de
yiiriitiilmesinde iiriin bilesiminin zamana gore degisimi (yag: 5 g ; enzim/yag mol
orant: 0,15 ; silika jel/yag agirlik orani: 0,6; yag/metanol mol orant: 1/3 ; n-hekzan:
25 mL)

Zaman Uriin Bilesimi (% Agirlik)

(dak.) ME TAG DAG MAG
0 -- 100 -- --
5 7,50 90,34 2,16 --
10 19,85 76,68 3,47 --
15 30,32 65,59 4,09 --
20 40,83 54,67 4,50 --
25 53,18 43,21 3,61 --
30 59,58 37,26 3,16 --
35 74,94 25,06 -- --
40 76,40 23,60 -- --
45 100 -- -- --
60 100 -- -- --
75 100 -- -- --
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Tablo A.16. Soya yagi-metanol enzimatik alkoliz reaksiyonunun 50 °C’de
yiiriitiilmesinde iiriin bilesiminin zamana gore degisimi (yag: 5 g ; enzim/yag mol
orant: 0,15 ; silika jel/yag agirlik orani: 0,6; yag/metanol mol orani: 1/3 ; n-hekzan:

25 mL)

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

0 -- 100 -- --

5 13,81 82,27 3,92 --
10 31,85 62,48 5,67 --
15 52,08 42,86 5,06 --
20 63,98 30,99 5,03 --
30 100 - -- --
35 100 - -- --
40 100 -- -- --
45 100 - -- --
60 100 - -- --
75 100 - -- --
90 100 - -- --

Tablo A.17. Soya yagi-metanol enzimatik alkoliz reaksiyonunun 60 °C’de
yiiriitiilmesinde iiriin bilesiminin zamana gore degisimi (yag: 5 g ; enzim/yag mol

orant: 0,15 ; silika jel/’yag agirlik orani: 0,6; yag/metanol mol orani: 1/2,5 ; n-

hekzan: 25 mL)

Zaman Uriin Bilesimi (% Agirlik)

(dak.) ME TAG FFA DAG MAG
0 -- 100 -- -- --
5 16,94 77,75 -- 5,31 --
10 19,42 73,09 -- 7,49 --
15 20,37 72,51 -- 7,12 --
20 24,32 69,97 -- 5,71 --
25 24,17 70,18 -- 5,65 --
30 25,42 69,96 -- 4,62 --
35 24,61 67,67 3,24 4,48 --
40 25,39 66,90 3,92 3,79 --
45 23,77 67,99 4,22 4,02 --
60 24,99 66,94 5,04 3,03 -
75 24,53 63,99 8,74 2,74 --
90 25,04 66,53 5,42 3,01 -~
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Tablo A.18. Soya yagi-metanol enzimatik alkoliz reaksiyonu (yag: 5 g ; enzim/yag
mol orant: 0,1 ; silika jel/'yag agirlik orant: 0,6; yag/metanol mol orant: 1/2 ; n-

hekzan: 25 mL ; sicaklik: 30 °C)

Zaman Uriin Bilesimi (% Agirlik)

(dak.) ME TAG DAG MAG
0 -- 100 -- --
5 5,55 94,45 -- --
10 13,27 83,78 2,95 --
15 23,65 72,06 4,29 --
20 34,77 60,89 4,34 --
25 46,15 48,84 5,04 --
30 50,65 44,19 5,16 --
40 65,61 30,06 4,33 --
45 68,98 26,80 4,22 --
60 70,88 25,60 3,52 --
75 72,69 27,31 -- --
90 78,47 21,53 -- --

Tablo A.19. Soya yagi-metanol enzimatik alkoliz reaksiyonu (yag: 5 g ; enzim/yag
mol orant: 0,15 ; silika jel/yag agirlik orani: 0,6; yag/metanol mol orant: 1/2 ; n-
hekzan: 25 mL ; sicaklik: 30 OC)

Zaman Uriin Bilesimi (% Agirlik)

(dak.) ME TAG DAG MAG
0 -- 100 -- --
5 9,13 88,57 2,30 --
10 23,45 73,07 3,48 --
15 36,19 59,60 4,21 --
20 49,70 45,65 4,65 --
25 58,18 35,71 6,11 --
30 61,80 33,76 4,44 --
35 65,46 31,26 3,28 --
45 73,18 26,82 -- --
60 74,21 25,79 -- --
75 75,52 24,48 -- --
90 81,94 18,06 -- --
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Tablo A.20. Soya yagi-metanol enzimatik alkoliz reaksiyonu (yag: 5 g ; enzim/yag
mol orant: 0,2 ; silika jel/'yag agirlik orant: 0,6; yag/metanol mol orant: 1/2 ; n-

hekzan: 25 mL ; sicaklik: 30 °C)

Zaman Uriin Bilesimi (% Agirlik)

(dak.) ME TAG DAG MAG
0 -- 100 -- --
5 11,63 85,60 2,77 --
10 27,59 68,02 4,39 --
15 44,75 50,20 5,05 --
20 52,99 41,41 5,60 --
25 61,48 32,74 5,78 --
30 70,00 25,46 4,54 --
35 72,70 22,85 4,45 --
40 80,68 19,32 -- --
45 80,46 19,54 -- --
60 79,51 20,49 -- --
75 78,31 21,69 -- --
90 83,16 16,84 -- --

Tablo A.21. Soya yagi-metanol enzimatik alkoliz reaksiyonu (yag: 5 g ; enzim/yag
mol orani: 0,1 ; silika jel/yag agirlik orani: 0,6; yag/metanol mol orani: 1/2,5 ; n-
hekzan: 25 mL ; sicaklik: 30 °C)

Zaman Uriin Bilesimi (% Agirlik)

(dak.) ME TAG DAG MAG
0 -- 100 -- --
5 4,78 95,22 -- --
10 11,29 88,71 -- --
15 20,10 76,80 3,10 --
20 31,91 64,44 3,65 --
25 41,43 54,46 4,11 --
30 51,24 45,39 3,37 --
35 60,00 36,63 3,37 --
40 63,20 36,80 -- --
45 69,75 30,25 -- -
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Tablo A.22. Soya yagi-metanol enzimatik alkoliz reaksiyonu (yag: 5 g ; enzim/yag
mol orant: 0,15 ; silika jel/yag agirlik orani: 0,6; yag/metanol mol orani: 1/2,5 ; n-
hekzan: 25 mL ; sicaklik: 30 °C)

Zaman Uriin Bilesimi (% Agirlik)

(dak.) ME TAG DAG MAG
0 -- 100 -- --
5 7,29 90,64 2,07 --
10 20,30 76,63 3,07 --
15 30,34 66,05 3,61 --
20 38,96 56,99 4,05 --
25 53,37 42,74 3,89 --
30 61,48 34,38 3,69 --
35 71,43 25,55 3,02 --
40 80,06 19,94 -- --
45 84,49 15,51 -- --

Tablo A.23. Soya yagi-metanol enzimatik alkoliz reaksiyonu (yag: 5 g ; enzim/yag
mol orani: 0,2 ; silika jel/yag agirlik orani: 0,6; yag/metanol mol orani: 1/2,5 ; n-
hekzan: 25 mL ; sicaklik: 30 °C)

Zaman Uriin Bilesimi (% Agirlik)

(dak.) ME TAG DAG MAG
0 -- 100 -- --
5 12,61 84,32 3,07 --
10 31,79 63,28 4,93 --
15 49,82 44,89 5,29 --
20 59,03 35,99 4,97 --
25 70,89 24,50 4,61 --
30 79,09 20,91 -- --
35 83,73 16,27 -- -
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Tablo A.24. Soya yagi-metanol enzimatik alkoliz reaksiyonu (yag: 5 g ; enzim/yag
mol orant: 0,1 ; silika jel/'yag agirlik orani: 0,6; yag/metanol mol orant: 1/3 ; n-
hekzan: 25 mL ; sicaklik: 30 °C)

Zaman Uriin Bilesimi (% Agirlik)

(dak.) ME TAG DAG MAG
0 -- 100 -- --
5 4,07 95,93 -- --
10 9,48 90,52 -- --
15 15,46 81,12 3,42 --
20 23,99 72,50 3,51 --
25 29,05 66,44 4,51 --
30 36,06 56,63 4,31 --
35 49,72 46,14 4,14 --
40 60,47 39,53 -- --
45 62,77 37,23 -- --
60 74,14 25,86 -- --
75 100 -- -- --
90 100 -- -- --

Tablo A.25. Soya yagi-metanol enzimatik alkoliz reaksiyonu (yag: 5 g ; enzim/yag
mol orani: 0,2 ; silika jel/yag agirlik orani: 0,6; yag/metanol mol orani: 1/3 ; n-
hekzan: 25 mL ; sicaklik: 30 °C)

Zaman Uriin Bilesimi (% Agirlik)

(dak.) ME TAG DAG MAG
0 -- 100 -- --
5 12,55 84,31 3,14 --
10 30,10 65,63 4,27 --
15 45,28 51,20 3,52 --
20 55,98 40,46 3,56 --
25 76,20 23,80 -- --
30 82,73 17,27 -- --
35 100 -- -- --
40 100 -- -- --
45 100 -- -- --
60 100 -- -- --
75 100 -- -- --
90 100 -- -- --
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Tablo A.26. Soya yagi-metanol enzimatik alkoliz reaksiyonu (yag: 5 g ; enzim/yag
mol orant: 0,1 ; silika jel/'yag agirlik orant: 0,6; yag/metanol mol orant: 1/2 ; n-

hekzan: 25 mL ; sicaklik: 40 °C)

Zaman Uriin Bilesimi (% Agirlik)

(dak.) ME TAG DAG MAG
0 -- 100 -- --
5 8,33 91,67 -- --
10 20,75 74,60 4,65 --
15 31,63 61,67 6,70 --
20 52,59 40,91 6,50 --
25 61,09 31,90 7,01 --
30 64,35 29,40 6,25 --
35 70,41 23,76 5,83 --
40 73,13 21,91 4,96 --
45 73,26 22,22 4,52 --
60 79,21 20,79 -- --
75 79,47 20,53 -- --

Tablo A.27. Soya yagi-metanol enzimatik alkoliz reaksiyonu (yag: 5 g ; enzim/yag
mol orant: 0,2 ; silika jel/'yag agirlik orant: 0,6; yag/metanol mol orant: 1/2 ; n-
hekzan: 25 mL ; sicaklik: 40 OC)

Zaman Uriin Bilesimi (% Agirlik)

(dak.) ME TAG FFA DAG MAG
0 -- 100 -- -- --
5 23,80 71,69 -- 4,51 --
10 47,07 46,96 -- 5,97 --
15 58,36 34,64 -- 7,00 --
20 64,09 29,76 -- 6,15 --
25 70,83 24,50 -- 4,67 --
30 70,31 25,16 -- 4,53 --
35 71,55 24,50 -- 3,95 --
40 69,16 27,16 -- 3,68 --
45 71,31 25,87 -- 2,82 --
60 73,52 26,48 -- -- --
75 73,50 26,50 -- -- --
90 73,23 23,73 3,04 - -
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Tablo A.28. Soya yagi-metanol enzimatik alkoliz reaksiyonu (yag: 5 g ; enzim/yag
mol orani: 0,1 ; silika jel/yag agirlik orani: 0,6; yag/metanol mol orani: 1/2,5 ; n-
hekzan: 25 mL ; sicaklik: 40 °C)

Zaman Uriin Bilesimi (% Agirlik)

(dak.) ME TAG DAG MAG
0 -- 100 -- --
5 7,24 92,76 -- --
10 20,31 76,28 3,41 --
15 34,49 60,95 4,56 --
20 48,72 47,58 3,70 --
25 64,69 30,86 4,45 --
30 74,97 25,03 -- --
35 76,84 18,59 4,57 --
40 82,62 17,38 -- --

Tablo A.29. Soya yagi-metanol enzimatik alkoliz reaksiyonu (yag: 5 g ; enzim/yag
mol orani: 0,2 ; silika jel/yag agirlik orani: 0,6; yag/metanol mol orani: 1/2,5 ; n-
hekzan: 25 mL ; sicaklik: 40 °C)

Zaman Uriin Bilesimi (% Agirlik)

(dak.) ME TAG DAG MAG
0 -- 100 -- --
5 19,35 76,86 3,79 --
10 50,59 43,87 5,54 --
15 66,73 29,07 4,20 --
20 73,21 24,03 2,76 --
25 80,09 16,99 2,92 --
30 83,33 14,17 2,50 --
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Tablo A.30. Soya yagi-metanol enzimatik alkoliz reaksiyonu (yag: 5 g ; enzim/yag

mol orant: 0,1 ; silika jel/yag agirlik orani: 0,6; yag/metanol mol orani: 1/2 ; n-
hekzan: 25 mL ; sicaklik: 50 °C)

Zaman Uriin Bilesimi (% Agirlik)

(dak.) ME TAG FFA DAG MAG
0 -- 100 -- - -
5 14,31 85,09 -- - -
10 31,37 68,63 -- - -
15 51,57 43,63 -- - -
20 61,10 38,90 -- - -
25 72,07 27,93 - - -
30 70,05 29,95 -- - -
35 70,21 29,79 -- - -
40 68,49 31,51 - - -
45 69,49 27,61 2,96 - -
60 73,60 26,40 - - -
75 73,16 23,62 3,22 -- -
90 73,38 26,62 -- - -

Tablo A.31. Soya yagi-metanol enzimatik alkoliz reaksiyonu (yag: 5 g ; enzim/yag
mol orani: 0,15 ; silika jel/yag agirlik orani: 0,6; yag/metanol mol orani: 1/2 ; n-
hekzan: 25 mL ; sicaklik: 40 0C)

Zaman Uriin Bilesimi (% Agirlik)

(dak.) ME TAG DAG MAG
0 -- 100 -- --
5 24,13 75,87 - -
10 50,93 49,07 -- --
15 68,58 31,42 -- --
20 76,24 23,76 -- --
25 76,12 23,88 -- --
30 74,75 22,25 -- --
35 75,42 24,58 -- --
40 71,77 28,23 -- --
45 74,02 25,98 -- --
60 69,66 30,34 -- --
75 70,87 29,13 -- --
90 70,25 29,75 -- --
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Tablo A.32. Soya yagi-metanol enzimatik alkoliz reaksiyonu (yag: 5 g ; enzim/yag
mol orant: 0,2 ; silika jel/'yag agirlik orant: 0,6; yag/metanol mol orant: 1/2 ; n-

hekzan: 25 mL ; sicaklik: 50 °C)

Zaman Uriin Bilesimi (% Agirlik)
(dak.) ME TAG FFA DAG

0 -- 100 -- --

5 33,80 66,20 -- --
10 58,71 41,29 -- --
15 72,57 24,43 -- --
20 74,62 25,38 -- --
25 77,03 22,97 -- --
30 77,93 22,07 -- --
35 79,02 20,98 -- --
40 79,97 23,03 -- --
45 76,97 20,03 -- --
60 80,11 19,89 -- --
75 79,65 20,35 4,04 --
90 78,67 17,29 -- --

Tablo A.33. Soya yagi-metanol enzimatik alkoliz reaksiyonu (yag: 5 g ; enzim/yag
mol orani: 0,1 ; silika jel/yag agirlik orani: 0,6; yag/metanol mol orani: 1/2,5 ; n-
hekzan: 25 mL ; sicaklik: 50 °C)

Zaman Uriin Bilesimi (% Agirlik)

(dak.) ME TAG DAG MAG
0 -- 100 -- --
5 9,72 90,28 -- --
10 25,14 74,86 -- --
15 43,81 52,02 4,17 --
20 61,57 38,43 -- --
25 71,97 28,03 -- --
30 77,67 22,33 -- --
35 84,50 15,50 -- --
40 81,28 15,12 3,60 --
45 80,39 16,48 3,13 -
60 82,12 17,88 -- --
75 87,48 12,52 -- --
90 87,31 12,69 -~ -
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Tablo A.34. Soya yagi-metanol enzimatik alkoliz reaksiyonu (yag: 5 g ; enzim/yag
mol orant: 0,15 ; silika jel/yag agirlik orani: 0,6; yag/metanol mol orani: 1/2,5 ; n-
hekzan: 25 mL ; sicaklik: 50 °C)

Zaman Uriin Bilesimi (% Agirlik)

(dak.) ME TAG DAG MAG
0 -- 100 -- --
5 15,26 81,31 3,43 --
10 42,42 52,68 4,90 --
15 61,44 33,63 4,93 --
20 69,50 25,50 5,00 --
25 76,16 19,62 4,22 --
30 80,11 19,89 -- --

Tablo A.35. Soya yagi-metanol enzimatik alkoliz reaksiyonu (yag: 5 g ; enzim/yag
silika jel/yag agirlik orani: 0,6; yag/metanol mol orani: 1/2,5 ; n-
hekzan: 25 mL ; sicaklik: 50 OC)

mol orani: 0,2 ;

Zaman Uriin Bilesimi (% Agirlik)

(dak.) ME TAG DAG MAG
0 -- 100 -- --
5 25,38 74,62 -- --
10 53,32 42,01 4,67 --
15 72,04 23,94 4,02 --
20 80,57 19,43 -- --

Tablo A.36. Soya yagi-metanol enzimatik alkoliz reaksiyonu (yag: 5 g ; enzim/yag

mol orant: 0,1 ; silika jel/yag agirlik orani: 0,6; yag/metanol mol orani: 1/3 ; n-
hekzan: 25 mL ; sicaklik: 50 °C)

Zaman Uriin Bilesimi (% Agirlik)
(dak.) ME TAG DAG MAG
0 -- 100 -- --
5 7,22 92,78 -- --
10 19,51 80,49 -- --
15 36,35 59,77 3,88 --
20 56,00 44,00 -- --
25 67,19 32,81 -- --
30 70,87 25,53 3,60 --
35 84,11 15,89 -- --
40 91,86 8,14 -- --
45 100 -- -- --
60 100 -- -- --
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Tablo A.37. Soya yagi-metanol enzimatik alkoliz reaksiyonu (yag: 5 g ; enzim/yag
silika jel/yag agirlik orani: 0,6; yag/metanol mol orani: 1/3 ; n-

mol orani: 0,2

b

hekzan: 25 mL ; sicaklik: 50 °C)

Zaman Uriin Bilesimi (% Agirlik)

(dak.) ME TAG FFA DAG MAG
0 -- 100 -- -- --
5 17,31 79,08 -- 3,61 --
10 42,92 52,48 -- 4,60 --
15 64,33 31,75 -- 3,92 --
20 100 -- -- -- --
25 100 -- -- -- --
30 100 -- -- -- --
35 100 -- -- -- --
40 100 -- -- -- --
45 100 -- -- -- --
60 100 -- -- -- --
75 100 -- -- -- --
90 98,03 -- 1,97 -- --
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