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NOTASYON LISTESI

TLC-FID : Ince Yiizey Kromatografisi-Alev Iyonizasyon Dedektorii

TG : Trigliserid

FA : Yag Asidi
1,3-DG : 1,3-Digliserid
1,2-DG : 1,2-Digliserid
1-MG : 1-Monogliserid
2-MG : 2-Monogliserid
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OZET

Giiniimiizde yag asitleri {iretiminin bilyiik bir kism yiiksek sicaklik ve basing
altinda gergeklestirilen stirekli ters akim hidroliz islemi ile yapilmaktadir. Ancak bu
proseslerden elde edilen iriinler olduk¢a koyu renkli ve yag asitlerinin safligint
bozan yan iiriinler icerdiginden {riinlerin distilasyon ile saflagtirilarak antilmalar
gerekir. Bu aritma islemleri ise oldukga fazla enerji gerektirir. Yag asitlerinin daha
saf ve ekonomik olarak iiretimi igin enzimatik yag hidrolizinin 6nemli bir potansiyel
teskil edebilecegi diginiilmiiy ve son yillarda bu konudaki caligmalara hiz
verilmigtir.

Bu cahigmada kullamlmig kizartma yagimin isirgan (Urtica pilulifera L)
tohumundan elde edilen aseton tozu (ham lipaz) kullamilarak enzimatik
hidrolizlenmesi incelenmis ve sicaklik, pH, enzim miktarinin bu reaksiyon {izerindeki
etkileri belirlenmeye ¢alisilmustir.

Elde edilen sonuglara goére, 1:1 yag-tampon ¢ozelti oraninda, 40°C ve
pH=8.0’de, yagin agirhik¢a %401 kadar enzim kullanildifinda hidrolizlenme
derecesinin en yiiksek degere ulastig1 gdzlenmistir. Ayrica yapilan kinetik galismada
bu enzimatik hidroliz reaksiyonunun ikinci derece hiz esitligine uydugu goriilmiistir.
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SUMMARY

THE HYDROLYSIS OF USED FRYING OIL BY NETTLE SEED LIPASE
(URTICA PILULIFERA LIPASE)

The present industrial process for fat and oil hydrolysis involves pressures
of ca. 50 atm and temperatures of 240-260°C or higher for a period of ca. 2 hr to
achieve 96-99% hydolysis. The resulting products are extremely dark fatty acids and
discolored dilute (10%) aqueous solution of glycerol. The fatty acids are unusable
as obtained and need to be redistilled to remove color and by-products. These
processes are energy intensive and give rise to a variety of undesirable side
reactions.

In order to conserve energy and obtain light-colored fatty acids, investigators
set out to study enzymatic hydrolysis of triglycerides. On the contrary, some
factories in Japan already use lipase for production of soap powder and production
of high purity unsaturated fatty acid. A variety of lipases of different origins have
been studied in the biochemical literatures. Pancreatic lipase was the first fat-splitting
enzyme to be thoroughly investigated. Each of the enzymes catalyze a different kind
of chemical reaction. All enzymes are proteins with enourmous catalytic activity
produced by living cells, the enzyme activity varying considerably to the source of
the enzyme. They have very complex and specific three-dimensional conformation
in which the chains are folded. This conformation is necessary for the activity of
the enzyme. The enzymes, like other proteins, can undergo denaturation. When
this occurs their activity is lost. The enzymes, known as lipases, function at the oil-
water interface to hydrolyze fats to fatty acids and glycerol.

The reaction catalyzed by enzyme proceeds as follows :

k,

E+S = ES & E+P
k

E : Enzyme

S : Substrate



ES : Enzyme Substrate complex
P : Product

This reaction is reversible and can be subsected to the law of mass action.

Many investigators have studied the enzymatic reactions. The hydrolysis of
triglycerides is consecutive and reversible reaction. The reaction can be driven to
completion by the addition of the reactants in excess, or by removal of one of the
products Figure 1 shows the mechanism for the hydrolysis reaction.

OH OH

OCOR" + Hzo = ~QCOR" + Hzo

OCOR! 7 Locor OH \ OH

OCOR'" 4+ H_O *+ R'COOH + R'''COOH P

OCOR™ \ OCOR! .OH / OH
CH + Hzo ———— 0OH + }120 + R''COOH
ocoﬁ-" OCOR'™ R'""COOH
+ R"COOH + R'COOH

Figure 1 The mechanism for the hydrolysis reaction.

The purpose of the present study is to investigate the enzymatic hydrolysis
of used frying oil by nettle seed lipase (Urtica Pilulifera L.), to elucidate the role of
process parameters on the reaction rate.

Nettle seeds of Turkish origin were used as a lipase source for the acetone
powder preparation. Enzymatic hydrolysis reactions were carried out in a three-
necked flask (250 ml) equipped with a stirrer, a temperature controller, and a
thermometer.

In all experiments, 80 g used frying oil and 80 ml phosphate buffer solution
were placed into the reaction flask and heated by stirring to desired temperature and

then lipase was added to the mixture as catalyst, kept at constant temperature for 9
h.



Samples were with drawn at predetermined time intervals and placed in a
90°C water bath for 15 min to inactive the enzyme. Then, they were centrifuged to
seperate the lipase, and the oil phase was dried using anhydrous Na,SO,.

At the same time, 0.1 g hydrolyzed oil was added to 10 ml chloroform and
analyzed by thin-layer chromatography-flame ionization detection (TLC-FID)
analyser (Iatron laboratories Inc. Tokyo, Japan). Complete seperation of the lipid
mixture was achieved into triglyceride (TG), fatty acid (FA), 1,3-diglyceride (1,3-
DG), 1,2-diglyceride (1,2-DG), 2-monoglyceride (2-MG) and 1-monoglyceride (1-
MG).

For the investigation of potential application of Nettle seed lipase "acetone
powder" in the enzyme-catalyzed hydrolysis, lipase "acetone powder" was prepared
by charging blender, equipped with a 1000 ml glass container, with 100 g Nettle
Seed, followed by 200 ml of acetone, then ground for 3-5 min. The resulting
mixture was transferred into a 1000 ml beaker, which was cooled by salt-ice mixture
and the glass container was rinsed with 150 ml of acetone. The acetone was added
to the original mixture, the stirred for | min. The suspension containing low density
material was carefully decanted into a Buchner funnel equipped for vacuum
filtration. The seed residue was washed with two 250 ml portions of acetone.
Acetone wash was added to the filter cake. The filter cake was transferred into a
1000 ml beaker which was cooled by salt-ice mixture, and then wash with two 150
ml portions of acetone, followed by another 100 ml portion. The combined acetone
wash was vacuum filtered. The powder was transferred and spread on to an
appropraitely sized filter paper, then air-dried under a hood. The powder was stored
at 4°C until required.

The acetone powder, prepared according to this method developed by Afolabi
and co-workers, was used in hydrolysis reactions as catalyst.

The degree of hydrolysis was calculated by the following equation:
Hydrolysis % = 100 (AV, - AV)) / (SV - AV))

where AV, and AV, are acid value of samples at the initial time and time t,
respectively and SV is the saponification value of used frying oil.

In order to determine the effect of lipase content on enzymatic hydrolysis of
used frying oil, four different amount of lipase have been tested. The results are
shown in Table 1. As can be seen increasing the lipase content increased the rate of
hydrolysis.
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Table 1. The effect of the lipase content on the hydrolysis degree
(pH=38.0, T=40°C).

Time (h) % 25 % 30 % 35 % 40
Initial 0 0 0 0
1 11.57 16.80 - 19.24
2 14.15 27.02 33.32 37.49
3 23.62 34.14 44.21 51.11
4 28.04 41.52 49.70 57.80
5 32.23 47.15 55.95 62.44
6 36.99 52.72 61.71 70.66
7 43.29 58.76 64.39 76.25
8 46.28 61.15 68.19 -
9 47.10 65.05 71.20 78.95

In order to determine the effect of temperature on the enzymatic hydrolysis
of used frying oil, the reactions were carried out at 30-50°C and the highest

hydrolysis degree was found at 40°C. The results are shown Table 2.

Table 2. The effect of temperature on the hydrolysis degree.
(pH=8.0, Lipase content = %40).

Time (h) 30°C 35°C 40°C 45°C 50°C
Initial 0 0 0 0 0
1 27.42 21.86 19.24 24.85 21.39
2 40.40 37.37 37.49 33.44 37.04
3 49.36 49.56 51.11 41.00 44.37
4 55.54 57.22 57.80 48.61 52.52
5 59.10 61.26 62.44 53.50 55.15
6 62.24 67.18 70.66 | 59.70 63.99
7 66.19 67.76 76.25 66.43 66.28
8 68.44 70.08 - 69.51 68.09
9 75.07 71.24 78.95 72.94 68.95

In addition, the effect of the pH value on the hydrolysis of used frying oil
was indicated. The results are presented in Table 3. As can be seen from Table 3,
the pH value appeared to have no significant beneficial effect on the reaction.
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Table 3. The effect of the pH value on the hydrolysis degree.
(T=40°C, Lipase content = %40).

Time (h) | pH=5.0 | pH=6.0 | pH=7.0 | pH=8.0

Initial 0 0 0 0
1 20.07 - 22.16 19.24
2 32.88 - 39.14 37.49
3 45.14 41.53 52.76 51.11
4 52.32 52.34 54.59 57.80
5 60.37 58.44 58.74 62.44
6 57.39 61.20 70.96 70.66
7 68.31 67.26 73.41 76.25
8 69.24 69.25 67.18 -
9 69.92 70.15 69.51 78.95

In conclusion, the optimum reaction conditions are found 40% lipase content
based on oil weight, 40°C and pH=8.0. Data fitted the second-order rate equation.
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BOLUM 1. GIRIS VE AMAC

Giiniimiizde geni§ kullamm alanina sahip olan yag asitleri, kat1 ve sivi
yaglann yiiksek sicaklik ve basing altinda uygulanan siirekli ters akim hidrolizi ile
iretilmektedir. Ancak bu proseslerden elde edilen iiriinlerin distilasyon ile
saflagtirilarak antilmalari gerekir. Bu antma iglemleri ise oldukg¢a fazla enerji
gerektirir. Ayrica bu proseslerde yiiksek sicaklifa karsi hassas olan maddelerin
kullanilmas1 durumunda termal bozunmalar meydana gelir ve iiriiniin saflig1 bozulur
[1,2]. Bu nedenle hem enerji tasarrufu saglamak hem de agik renkli, termal
bozunmaya maruz kalmamug iriinler elde etmek igin yaglarin enzimatik hidrolizi
iizerine galigmalara hiz verilmistir. Literatiirde, bu konuda yapilan ¢aligmalarda daha
¢ok miﬁobiyal enzimlerin kullanildig1 gériilmektedir. Hayvansal lipaz olan pankreas
lipaz1 bu hidroliz reaksiyonlar i¢in kullanilan ilk enzim olmakla beraber mikrobiyal
lipaz olan Candida cylindracea ve Candida rugosa da bu amagcla en ¢ok kullanilan
enzimlerden bazilaridir. Enzimlerin bitkisel kdkenli de olabilecegi bilinmektedir.
Omnegin yagh tohumlar énemli bir lipaz enzimi kaynagidir. Hem bilimsel, hem de
endiistriyel uygulamaya katki saglamak amaciyla, gesitli yagli tohumlardan elde
edilen lipaz enzimleri kullamlarak, bu enzimlerin hidroliz reaksiyonlarindaki katalitik
etkileri ve secicilikleri arastinimaktadir. Ozellikle bu yéntem icin kullanilan yagh
tohumlar, ¢érekotu tohumu ve isirgan tohumlandir. Ancak bu tohumlardan elde

edilen enzimlerin ozellikleri ile bilgiler ¢ok simirhdrr [1,2,3].

Bu caligmada, 1sirgan (Untica pilulifera L.) tohumu lipazinin yaglarn
hidrolizindeki etkisi incelenmistir. Bu konuda literatiir ¢aligmasi yapildiktan sonra
hidroliz reaksiyonu deneysel olarak gerceklestirilmis ve 1sirgan tohumu lipazinin
katalizOr olarak kullamldify enzimatik yag hidrolizi reaksiyonunun optimum

kosullarinin belirlenmesine galisiimistir.



BOLUM 2. TEORIK BOLUM

2.1. Enzimler Hakkinda Genel Bilgi

Organizmada metabolik olaylar1 hizlandiran protein yapisindaki biyolojik
katalizérler enzim olarak adlandirilir. Enzim proteinleri 20 ¢esit dogal aminoasitten
olusan polipeptidlerdir. Enzimlerin molekiil agirliklan 13.000 ile 1.000.000 arasinda
degisir [3,4].

Biyokimyasal reaksiyonlarda, reaksiyon hizini normale gore 10" kat
artirabilen enzimleri anorganik katalizrlerden ayiran fark; anorganik katalizérlerin
cok gesitli reaksiyonlar: katalizleyebilmeleri, enzimlerin ise ancak belirli maddeleri
veya kansimlan {izerinde 6zel etki gostermeleridir. Enzimlerin etki ettikleri madde
veya karigimlara o enzimin substrati1 denir. Ayrica anorganik katalizorler reaksiyon
sonunda Kkantitatif olarak yeniden elde edilebilirken, enzimler etkili olduklan
reaksiyonlarda az veya ¢ok tahrip olurlar [4].

Enzimler, hiicrelerde ya serbest halde ya da hiicre zarinda bulunurlar. Enzim
yapilarinda genel olarak bilesimce ve ddevce farkli olan iki kisim vardir. Bunlardan
biri protein yapisindaki apoenzim digeri ise protein olmayan kisimdir. Her ikisine
birden haloenzim denilir. Bazi enzimlerin katalitik etki gosterebilmeleri igin
proteinden baska metal iyonuna ya da protein olmayan vitamin gibi organik bir
bilesige veya her ikisine de ihtiyac1 vardir. Bu iyon ve bilesige kofaktoér denilir.
Bunlar enzimin Kkatalitik etkisinden, yani etki edecegi reaksiyondan sorumludur.
Organik bilegik enzimin protein kismi ile oldukga siki birlesmis ve dissosiye
olmuyorsa ‘"prostetik grup", pek siki birlesmemis ve dissosiye olabiliyorsa
"koenzim" admm alir. Enzimin protein kismi olan apoenzim biiyiik protein
molekiillerinden olugmus olup yapisi protein igindeki aminoasit tiirlerine, sayilarina
ve dizilis siralarina gore degisir. Apoenzim 1s1 ile kolayca denatiire olur [1,5].

-Bir enzimin kullamm alamim aktivitesi, spesifikligi (segiciligi), kararlilig1 ve fiat1
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kisitlar. Enzimin ekonomik olarak kullanilabilmesi igin, aktivitesinin yiiksek olmast
ve reaksiyon kosullarindan az etkilenmesi istenir. Enzim aktivitesi belli baslangig
kosullarinda ve verilen bir zamanda enzimin bilinen miktarinin etkisi altinda

degigime ugrayan madde miktariyla dlgilir [4].

Enzim ektivitesine etki eden faktorler; sicaklik, pH, enzim konsantrasyonu,

substrat konsantrasyonu, aktivatdrler ve inhibitrlerdir [4].

Sicaklik artmasiyla enzimatik reaksiyon hizi belirli bir sicaklifa kadar artar,
daha sonra bir duraklama hatta gerileme gosterebilir. Her enzimin en iyi etki ettigi
belirli bir sicaklik derecesi vardir. Bu derecenin iizerinde enzimler 3 boyutlu

yapilarim: kaybederek denatiire olurlar ve reaksiyon hiz1 diser [1,3].

Her enzimin maksimum aktivite gdsterdigi belirli bir pH derecesi vardir. Bu
pH derecesi; tampon ¢Ozeltinin cinsine, sicaklifa ve substrat konsantrasyonuna
baghdir [3].

Enzim konsantrasyonu sabit tutularak substrat konsantrasyonu artirildiginda
reaksiyon hizi belirli bir noktaya kadar artar. Hiz maksimuma ulasinca substrat
konsantrasyonunun artmasiyla reaksiyon hizi artik defigsmez. Sabit substrat
konsantrasyonunda ise enzimatik reaksiyonun hizi enzim konsantrasyonu ile artar [3].

Enzim reaksiyonlarinda hizi artirici rol oynayan bazi metallerle, metal
iyonlara aktivatdr, azaltanlara ise inhibitdr denilir. Inhibitdrler ya aktif merkeze
dogrudan baglanarak veya enzim molekiilliniin konformasyonunu bozarak enzim
aktivitesini bozarlar [3].

Enzimelerin isimlendirilmesinde g&zoniine alinan temel ilkeler ise sunlardir

[21:

1) Biitlin enzimeler -az ekini alirlar.

2) Kendilerince Katalizlenen reaksiyona uygun olarak adlandinlir ve
stmiflandirilirlar.

3) Birden ¢ok reaksiyonu katalizliyorsa katalizledikleri ilk reaksiyona gore
adlandirilirlar.
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Enzimlerin sistematik olarak isimlendirilmesinde; substratin ismi <+

katalizlenen reaksiyon tipi + az eki siras: takip edilir.

Enzimlerin katalizledikleri reaksiyon tipine gére 6 grupta toplamak
mimkiindiir [1,2,3]:

1) Oksidorediiktazlar : Redoks reaksiyonu olarak isimlendirilen ylikseltgenme
ve indirgenme islemlerini katalizlerler. Bunlar dehidrogenazlar, sitokramlar,

oksidazlar ve oksijenazlardir.

2) Transferazlar: Aldehit, keton, acil, azot, fosfat ve kiikiirt iceren gruplarin
bir bilesikten digerine aktarilmasini katalizlerler. Transaminazlar, transketolazlar,

transfosfonazlar bu gruba girer.

3) Hidrolazlar: Hidroliz reaksiyonunu katalizlerler. Bunlara 6rnek olarak.

esterazlar, lipazlar, peptidazlar, fosfatazlar, proteazlar ve glikosidazlar verilebilir.

4) Liyazlar: Bir organik molekiildeki gruplann hidrolitik olmayanlardan
ayrilmasim Kkatalizlerler. Omegin dekarboksilazlar, dehidrotazlar, karboksilaziar bu

gruba girerler.

5) Izomerazlar: Aminoasit-rabemaz, glukofosfat-izomeraz gibi enzimler olup

izomerlesme reaksiyonunu katalizlerler.

6) Ligazlar: Sentez reaksiyonunu katalizleyen piruvet-karboksilazlar ve agil-

co-A-sentetazlarin 6rnek olabilecegi enzimlerdir.

Lipazlar gercek yaglar disinda suda ¢Oziinen esterleri de hidrolizlerler.
Lipazlar hayvansal, bitkisel ve mikrobiyal olarak 3 sinifta toplanir. Hayvansal

lipazlarin en Onemlisi pankreas lipazidir [2].

Corekotu, soya, musir ve hint tohumu gibi bir¢ok yagli tohum yag

hidrolizinde onemli rol oynayan bitkisel lipazlar icerirler.
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Enzimin katalitik etki gosterebilmesi igin 6nce; gegici olarak enzim-substrat
(ES) kompleksi olugur ve bu gegici kompleks daha sonra iiriinlere (P) doniisiirken

enzimler serbest hale geger [3].

ki
E+S = ES + E+P
ky

Enzim molekiiliiniin substrati bagladigi bolge aktif merkez olarak

isimlendirilir ve bu merkez her enzim i¢in farklidir.

Enzimler olaganiistii bir katalitik giice sahiplerdir ve substratlarina karsi
secicilik gosterirler. Enzimler reaksiyon baglamasi igin gerekli olan aktivasyon
enerjisini diisiiriirler, yani substrattan iiriine gegiste reaksiyonu hiziandirip, dengenin
cabuk yerlesmesini saglarlar fakat dengeyi degistirmezler. Enzim ile substrat temas

ylizeyinin artmas: reaksiyonu kolaylastirmakta ve hizlandirmaktadir [3].

Ozel enzimler nisbeten az miktarda iiretilirler ve bunlar biyokimyasal ve tibbi
arastirmalarda kullanilirlar. Bu enzimler birim maliyetleri yiiksek oldugundan
pahalidiriar [3].

2.2. Enzimatik Hidroliz

Canli hayvan ve bitkilerde bulunan yaglarin ana bilesenleri trigliseridlerdir
ve organik katalizorler olarak etki eden enzimler yardimiyla bir seri karmagik
reaksiyon sonucu olugurlar. Bu enzimler trigliseridlerin pargalanma reaksiyonlarinda

da etki gosterebilirler [1].

Bitkisel ve hayvansal dokularda bulunan, trigliserid yaglan hidrolizleme
kabiliyetine sahip olan enzimlerin bu yaglar ve diger trigliseridler {izerindeki yaptig
etkiye enzimatik hidroliz ad: verilir. Diger grup olan hidrolitik enzimler ise sadece

belli lipit yapilan iizerinde etki ederler [6].
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Deuel, esteraz ile lipaz arasindaki farki belirlemek ve bunu belirli temeller
lizerine oturtmak amaciyla, trigliseridlerdeki ester baglarinin parcalanmasi ile
monohidrik alkollerin esterlerindeki baglarin pargalanmasinin mekanizmalarini
incelemistir. Bu c¢alismada; lipazlarin, trigliseridlerin parcalanmasinda 6nemli rol
oynadig1 gibi basit yapili esterlerin hidrolizinde de etkili olduklari saptanmis, ancak
esterazlarn trigliserid yapidaki ester baglan iizerinde herhangi bir etkileri olmadig1

belirlenmistir [6].

Yaglarin enzimatik hidrolizinde, trigliserid su ile reaksiyona girerek, gliserin
ve {i¢ mol yag asidi olusturur. Bu proseste di- ve monogliseridler de olugmaktadir.

Hidroliz reaksiyonu ii¢ asamda olusmaktadir [7]:

a) Iki izomerik digliserid olusumu
b) a ve 8 monogliserid olusumu

¢) Gliserin olugumu
Bu reaksiyon asagidaki sekilde gosterilebilir:

on OH

OCOR™ + H,0 == LOCOR" + H,0

OCoR! 7" Locorm OH \ OH

OCOR' + H,0 + R'COOQOH + R'"'COOH ON

OCOR'™ \ OCOR' .OH /* OH
CH * Hy0 —===" OoH + 1,0 + R"'COOH
OCOR " OCOR™ R''"COOH

+ R'""COOH + R'COOH

Hidroliz reaksiyonu, yag suda ¢oziinmedigi igin su-yag arafazinda gergeklesir
ve alblimin, inorganik tuzlar, organik maddeler, sentetik emiilgatorler gibi cesitli

katki maddelerinin dispersiyonu etkilemesi ile reaksiyon hiz1 degisir. Suyun yagdaki
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reaksiyonu yag fazinda ¢dziinmils suyun etkisi ile olugan homojen reaksiyonlar olarak
bilinmektedir [1].

Enzimatik hidroliz reaksiyonu, 37°C gibi diisik sicakliklarda
gerceklestifinden yag yapisal olarak bozunmaya ugramaz ve bdylece reaksiyon
sonunda oldukca kaliteli bir {iriin elde edilir. Reaksiyon atmosferik basing ve oda
sicakliginda dikkate defer bir hiz gOsterir ve enerji agisindan da oldukca
ekonomiktir. Bu reaksiyonda kullamilan lipazlarin hidrolitik etkileri, trigliserid
yapisindaki yag asitlerinin zincir uzunluklarina ve doymamighigina bagli olarak
degisir. Ayrica reaksiyonun kompleks bir yapida ve heterojen bir ortamda
olmasindan dolay1, farkli caliyma kosullarinda ulagilan sonuglar da farklidir. Bu
durum enzimatik reaksiyonlarin dezavantajidir. Bununla beraber yiiksek sicaklik ve
yliksek basing proseslerine oranla enerji tasarrufu saglamasi ve daha kaliteli iiriinler
elde edilmesi enzimatik hidroliz reaksiyonlan iizerine pek ¢ok arastirma yapilmasina

sebep olmustur [7].

2.3. Cabsmamn Onemi ve Literatiirde Yapilan Arastirmalar

Temel yag kimyasallarinin en dnemlisi ve en ¢ok {iretileni olan yag asitleri
giiniimiizde kullamim agisindan onemli bir yere sahiptir. Yag asitlerinin en dnemli
kullanim alanlarina 6rnek olarak; deterjan, sabun, kozmetik, boya, amin, metal
sabunlari ve tekstil diriinlerinin iretimi verilebilir. Dolayisiyla giinliik yasantimizin
onemli bir kisminda gesitli Griinler ve tiirevleri halinde karsimiza ¢ikan yiizlerce yag
asidinin tiiketimi de hizhi olarak artmaktadir.

Giiniimiizde yag asitleri iiretiminde, yiiksek sicaklik (240-260°C) ve basing
(50 atm) altinda gergeklestirilen siirekli ters akim hidroliz iglemi kullanilmaktadir.
Ancak bu yontem oldukga yliksek sicaklikta uygulanir ve proses sirasinda yiiksek
sicaklik sonucu meydana gelen termal bozunmadan dolay: istenilen kalitede {iriin elde

edilemez. Bu nedenle yag asitlerinin iiretimi i¢in yeni arayislar icerisine girilmistir.
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Yag asitlerinin ¢ok daha i1limhi kosullarda iiretimine olanak veren enzimatik yag
hidrolizi, uzun zaman endiistriyel yonden cazip bir proses olarak ele alinmamasina
ragmen, biyoteknoloji alanindaki son gelismelerin yag teknolojisini dnemli yonde
etkilemesi ile tekrar giindeme getirilmistir. Ozellikle 1980°1i yillarda bu galigmalara
hiz verilmigtir [6,7]. Literatiirden segilen bu konudaki baz1 ¢alismalar asagida Ozet

halinde sunulmustur.

Linfield ve arkadaslari; Candida rugosa, Aspergillus niger ve Rhizopus
arrhizus’dan {retilen kuru ticari lipazlarnin donyagi, hindistan cevizi yagi ve
zeytinyag1 hidroliz reaksiyonlarindaki etkilerini incelemislerdif. Arastirmacilar
Candida rugosa ve Aspergillus niger lipazinin trigliseridlerdeki hem «, hem de
mevkiindeki agil gruplarina etki ettiklerini dolayisiyla spesifik olmadiklarini, buna
karsiik Rhizopus arrhizus lipazinin ise aksine o pozisyonundaki baglara spesifik
olarak etki gosterdigini, dolayisiyla hidrolizlenme hizinin diger iki lipazla yapilan
hidrolizlenmeden daha diisiik oldugunu belirtmislerdir. Arastirmacilar, Candida
rugosa lipazs kullamilarak gerceklestirilen donyagi, hindistan cevizi yag1 ve
zeytinyag: hidroliz reaksiyon hizlannin 26° ile 46°C’ler arasinda sicakliktan
etkilenmediklerini, her {i¢ yagin da 72 saatte %95-98 oraninda hidrolizlenebi-
leceklerini fakat zeytinyaginin diger iki yaga oranla daha hizli hidrolizlendigini
belirtmiglerdir. Ayrica diisiik kaynama noktasina sahip c¢oziiciiler kullanilarak
donyag hidrolizinin oda sicaklifinda gerceklestirilebilecegini de agiklamislardir.
Hidroliz reaksiyonlarina sicaklik, pH ve enzim konsantrasyonunun etki ettifi de
belirtilen ¢aliymada, hidroliz reaksiyonlarinda olusan serbest yag asidi miktan ile
hem reaksiyon siiresinin, hem de enzim konsantrasyonunun logaritmas! arasinda
lineer bir iligki oldugu da saptanmustir. Incelenen sartlar altinda Candida rugosa
lipaziyla hidroliz i¢in en iyi substratin zeytinyagi oldugu belirtilmistir. Aym
arastirmacilar diger caligmalarinda yine aym yaglarin Candida rugosa lipaz:
kullanilarak gergeklestirilen hidrolizlerinde, gesitli katki maddelerinin ve pH’in
etkilerini incelemislerdir. Yapilan galiymada hidroliz reaksiyonu {izerinde Ca**
iyonunun inhibitor olarak etki ettigi, hidrokarbon ¢oziiciilerin ve iyonik olmayan
sorfaktanlarin kayda deger bir etki gosterdigi, Na* iyonunun ve albiiminin ise 6nemli

bir etkisinin olmadig: belirlenmistir [8,9].
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A. Svendsen ve arkadaglannin yaptifi caligmda ise farkli lipazlarin
kullanildig: ester sentezi ve hidrolizi incelenmigtir. Arastnimacilar Candida antartica
lipazinin spesifik aktivitesinin Aspergillus lipazindan doért kat daha fazla oldugunu
fakat bu enzimin kullanilmast durumunda hidroliz ve sentez reaksiyonlarinin
aligilagelenin tersine diisiik pH degerinde ve yiiksek sicaklikta yapilmas: gerektigini
belirtmislerdir [10].

B;1 konuda yapilan bir diger ¢aligma ise M. Mozammel ve Yamane tarafindan
mikrog6zenekli hidrofobik zarh biyoreaktdrde, Candida cylindracea lipaz: ile siirekli
yontemle yiiriitiilen zeytinyag: hidrolizidir. Bu hidroliz, 6zel bir konfigiirasyona
sahip mikrog6zenekli hidrofobik zarli bir biyoreaktér iginde yapilmistir. Zeytinyagi
ve tampon ¢ozelti siirekli olarak, ters yonde ve lipazin daha fazla absorbe oldugu bir
zarla ikiye ayrilan kompartmanin iginde beslenmistir. Bu ¢aligmada reaksiyonun lipaz
iceren bir zar ile tampon ¢dzeltinin ara ylizeyinde gerceklestirildigi ileri siiriilmiistiir

[11].

M. Biihler ve C. Wondrey’in ise yaptiklan g¢aliimada enzimatik yag
hidrolizinde; reaksiyon sistemini, lipaz etkinlifini ve reaksiyon kinetigini
incelemislerdir. Burada reaksiyonun yag-su ara faz yiizeyindeki lipazlar tarafindan
katalizlendigi ve sulu faz miktarinin artmasiyla hidrolizlenmenin arttigi, lipaz
etkilerinin yag yapisina gore degistifi, bazi lipazlarin yiiksek sicakhkta termal
inaktivasyona ugradiklari, karistirma hiziyla reaksiyon hizinin belirli bir limite kadar
arttif1, hem kesikli hem de siirekli operasyonlarda hidroliz derecesinin artmasiyla
hidroliz reaksiyonu hizlarinin diistiigli ve hidroliz iriinlerinin substrattan ziyade
enzime daha bagli oldugu sonuglar ¢ikariimistir. Ayrica aragtirmacilar 1 atm ve 30-
50°C arasinda soyafasiilyesi yag1 ve zeytinyagimin enzimatik hidrolizinde en az
%95°1lik bir hidrolizlenme derecesine ulasilabilecegini ileri siirerek, denenen ok
sayida mikrobiyal lipaz arasindan Ozellikle Candida cylindracea lipazinin hidroliz
reaksiyonlarinda en etkin lipaz oldugunu belirtmiglerdir. Bununla birlikte yapilan
caligmalar sonucunda enzimatik yag hidrolizinde ¢bziilmeyi bekleyen cok sayida

temel problem oldugunu da agiklamiglardir [12].



10

Tiirkay ve arkadaglani ise hint tohumunu lipaz kaynagi olarak
degerlendirdikleri ¢aligmalarinda; zeytinyafinin hidrolizinde hint tohumunun
dogrudan kullanilabilecegi gibi tohum sulu ekstratinin, pres ve ekstraksiyon
artiklarinin da degerlendirilebilecegini gézlemislerdir. Arastirmada tohumdan 6nce
soguk presleme sonra diigiik sicaklikta gerceklestirilen ¢oziicii ekstraksiyonu ile yag
cikanldiktan sonra, geri kalan kiispenin zeytinyag: hidrolizinde lipaz kaynag olarak
kullanilmasinda daha saf bir iirlin elde edilebilecegini saptamiglardir [13].

Bu konuda yapilan bir diger ¢aligma ise Y. Kasugi ve H. Tanaka tarafindan
Pseudomonas fluoresces lipazi ile siirekli yontemle yiiriitiilen donyagi ve zeytinyag1
hidroliz ¢aligmasidir. Degisik tipte ters akimli reaktorler kullanilarak yapilan bu
caligmada imobilize lipazlarin, emilsiyon halinde olmayan substratlar
kullanildiginda, emiilsiyon halindeki substratlarin kullamldig: ¢aligmalara gore gok
daha yiiksek lipaz aktivitesi gOsterdigi belirtiimistir. Ayrica dimetilsiilfoksit gibi
polar ¢oziiciilerin imobilize lipazla yiiriitiilen donyag: hidrolizinde bir miktar artis
sagladigi, hidroliz ortaminda ¢oziinen lipazla 60°C’de uygulanan hidrolizi

reaksiyonlarinda ise hidrolizi yavaslattif1 gézlenmistir [14].

Bilyk ve arkadaslar1 yaptiklan bir caliymada; Candida rugosa, Parcine
pancreas ve Rhizomucar miehei lipazlarim kullanarak degisik kosullarda ve cesitli
organik ¢Oziiciillerin varlifinda balikyagi, donyagi, soyayagi ve misiryaginin
hidrolizlenmelerini incelemigler ve dietilamin, n-metil biitilamin gibi sekonder
aminlerle trietilamin gibi tersiyer aminlerin hidrolizlenme derecesinde 6nemli bir
oranda artig sagladifim belirlemislerdir. Bu arastirmada donyag: hidrolizinin oda
sicaklifis ve 1limh kangtirma kosullarinda 20 saatte, 45°C’de ise 6 saatte
tamamlandig1 belirlenmistir. Rhizomucar lipazi kullamlarak n-metil biitilamin
ortaminda ve 20°C’de gerceklestirilen balikyag1 ve bitkisel yaglarnin hidrolizlerinin
ise 20 saatte tamamland:i§1 gozlenmistir. Ayrica incelenen lipazlar arasinda 6zellikie
Rhizomucar miehei lipazinin hidroliz reaksiyonlarinda etkin oldugu da belirlenmistir
[15].
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M.W. Baillergeon ve P.E. Sonnet’in yaptig1 calismada cis-9 doymamig yag
asitlerine karg: spesifiklik gosteren Geotrichum candidum NRRLY-553 mantarindan
elde edilen ham lipaz kullanilarak donyagi, kolzayagi ve soyayaginin hidroliz
reaksiyonlar1 incelenmistir. Serbest asit ve/veya mono ve diagilgliseridlerin
{iretilmesi amaglanan bu aragtirmada lipaz aktivitesi lizerinde pH’1n etkisinin oldugu
ve pH=8.2’de aktivitenin maksimum oldugu daha sonra da diistiigii belirtilmistir.
Ayrica reaksiyonun birinci dereceden reaksiyon oldugu goriillmiistiir. Yapilan
galigmada her {i¢ yag hidrolizi sonucunda da cis-9 doymamis yag asidinin diger

asitlere gore daha hizli serbest hale gectigi de belirtilmistir [16].

Yapilan bir diger ¢aligmda ise F. Ergan ve arkadaslar1 reaksiyon kosullar ve
substrat konsantrasyonunun enzimatik trigliserid sentezi ve trigliserid hidroliz
reaksiyonlarindaki etkilerini incelemislerdir. Arastirmacilar triolein iiretiminin oleik
asit ile reaksiyona girecek 1,2-digliserid mevcudiyetine bagli oldugunu ve % 100’liik
bir sentez icin esterlesme sirasinda olusan suyun ortamdan uzaklastirilmasi
gerektigini, hidroliz reaksiyonunda ise trioleinin diolein, monoolein ve serbest aside
doniisiimiinde en yiiksek verimin suyun reaksiyon substrat: olarak kullanilmasi ile
elde edildigini belirtmislerdir. Yapilan ¢aligmada, 1,3 segiciligi oldugu bilinen Mucar
miehei’den hazirlanan Lipozim IM-20 lipazi kullanildiginda, spesifik olmayan SP-
382 lipazinin kullanimina gdre daha yavas bir hizla triolein sentezi gerceklestigi

gorilmistir [17].

M.A. Virto ve arkadaglan da Candida rugosa varliginda donyagi ve
domuzyaglarinin organik bir ¢oziici ortaminda ve yaglarin erime noktalarinin
altindaki sicakliklardaki hidrolizlenmelerini incelemislerdir. Reaksiyonlar %50
substrat ve 1 g yag icin 180 lipaz U kullanilarak 2 [’lik reaktdrde gerceklestirilmistir.
%5-10 izooktan varhifinda yiritilen domuzyag: hidrolizinde 24 saat sonunda,
25°C’nin altinda %97, ayn1 kosullarda yiiriitiilen donyag: hidrolizinde ise 31°C ve
37°C’lerde %94’lik bir hidrolizlenme derecesine ulagtigi gozlenmistir. Farkli
¢Oziiciilerin kullanilmas: durumunda, sadece izooktan ve n-heptan varlifinda
yiritiilen donyag1 hidroliz reaksiyonlarinda hidrolizlenme derecesinin %90’in

lizerinde oldugu, ¢dziicliniin polaritesinin artmasi ile hidrolizlenme reaksiyonunun
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yavagladig1 da gozlenmistir. Bu sonuglar Mukata ve arkadaglarinin, dallanmis
hidrokarbonlarin kullanilmasi durumunda diiz zincirli hidrokarbonlara gore daha
yliksek aktivite goézlendigini belirten g¢alismalan ile uyum gostermektedir. Bu
caliymda, yiiksek erime noktasina sahip yaglarn hidrolizinde lipazin termal
bozunmasim minimuma indirmek igin yaglann erime noktalarinin altinda ve yiiksek
substrat konsantrasyonunda hidrolizlenmesi gerektigi, ayrica Candida lipazinin yag
asitlerinin triagilgliseroldeki pozisyonlan igin segicilik gostermedigi, fakat cis-9
pozisyonda gifte bag bulunan cis-9 yag asitlerine kars1 biraz segicilik gosterdigi de

aciklanmigtir [18].

G.J. Piazza ve arkadaslan yulaf tohumu (Avena sativa L.) lipazinin pozisyon
ve yag asidi segiciligini inceledikleri ¢aligmalarinda; sar ve simetrik triagilgliserolleri
substrat olarak kullanmiglar ve hidroliz reaksiyonlarint sulu emiilsiyon ortaminda
ylriitmiislerdir. Bu ¢aligmada yulaf tohumu lipazinin, hem primer, hem de sekonder
esterlerin hidroliz reaksiyonlarini Kkatalizledigi ve segiciligin sicaklifa bagimli
olmadig: gozlenmigtir. Bu ¢aligmada agiklanan bir diger sonug ise yulaf tohumu
lipazinin trans gifte bag iceren yag asitlerine karsi segiciligi disinda Geotrichum

candidum lipaz1 ile benzer segicilik gosterdigidir [19].

Yapilan bir difer calismada ise Y. Tanaka ve arkadaglan balikyaginin
enzimatik hidroliz reaksiyonunda lipaz etkinligini incelemislerdir. Bu arastirmacilar,
dokosohekzonoik asit (DHA) konsantrasyonu yiiksek bir gliserid karisimi elde etmek
amaci ile alt1 gesit mikrobiyal lipaz kullanmuglar ve Candida cylindracea lipazinin
kullanildign ve %70 hidrolizlenme derecesinin oldugu reaksiyonlarda elde edilen
gliserid kansimindaki DHA konsantrasyonunun orijinal balik yagindakinin 3 kati
oldugunu belirtmiglerdir. Ayrica Candida cylindracea lipazi kullanilarak yapilan
reaksiyonun iki kademede gergeklestifini, birinci kademede DHA igermeyen
trigliseridlerin hidrolizlendigi, ikinci kademede ise DHA igeren trigliseridlerin

hidrolizlendigi belirtilmistir [20].

D. Yang ve J.S. Rhee yaptiklan bir arastirma ile DEAE-Sephadex A50,
Sephadex G50, Sephadex LH-20, Amberlite IRA 94 ve XAD-7 iizerinde imobilize
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edilmis Candida rugosé lipazi kullailarak zeytinyaginin organik ¢6ziicii ortaminda
hidrolizlenmesini incelemiglerdir. Bilindigi gibi iyonik veya fiziksel adsorpsiyonla
imobilizasyon en ucuz lipaz imobilizasyon yontemidir. Bu galigmada iyon degistirici
regineler (DEAE-Sephadex A-50 ve Amberlite IRA 94) lizerinde imobilize
(tutuklanmi§) edilmis enzimlerin, zeytinya§: hidrolizinde kullanilan bagka destek
maddeleri (support) iizerinde tutuklanmig enzimlere gore daha aktif olduklar
gorlilmistiir. Ayrica enzim igerisindeki su miktar1 arttikca stabilitenin diistigii
belirtilmigtir. %20 zeytinyag1 iceren izooktan ve 25 MM trietanolamin tamponu
(pH=7.0) ile yiiriitiilen hidroliz reaksiyonunda 30°C’de yarilanma siiresinin 220 saat
oldugu da belirlenmistir [21].

J. Chen ve B. Yeng’in yaptig1 ¢aligmada ise polimer jellerle imobilize edilmig
Rhizopus arrhizus ve Candida cylindracea mikrobiyal enzimleri kullamilarak siit
yagimn hidrolizi incelenmistir. Bu enzimlerin serbest enzimlere gore kisa zincirli yag
asitlerinin serbest hale gegmesinde daha etkili oldugu gézlenmistir [22].

D.G. Hayes ve R. Kleiman'in yaptify calismada Rhizopus arrhizus ve
Candida cylindracea lipazlan kullanilarak izooktan varliginda Lequerella fendleri
tohumu yagimn hidrolizi incelenmis ve Rhizopus arrhizus lipazinin hidroksi yag
asitlerinin serbest hale gegmesinde segicilik gdsterdigi ve bu lipazla yapilan
reaksiyonun Candida cylindracea lipaziyla yapilan reaksiyondan daha hizli oldugu
acgiklanmgtir [23].

L. Dandik ve H.A. Aksoy’un yaptig1 ¢caliymada ise ¢orekotu tohumu yaginin
yerinde enzimatik hidrolizinin reaksiyon kinetigi incelenmistir. Caligmada
parcalanmig tohumlar 20° ile 90°C arasindaki sicakliklarda tutularak belirli zaman
araliklarinda alinan yag Omneklerin trigliserid igerikleri olglilmiistiir. 20°, 30° ve
40°C’de elde edilen kinetik degerlerin yalanci 1. derece (pseudo first order); 50°,
60° ve 70°C’de elde edilen degerlerin yalanci 2. derece esitligine uydugu, 90°C’de
yapillan deney degerlerinin ise iki esitlife de uymadigi gézlenmistir. Yapilan
calismada, proses sicaklifindaki artisin yag asidi miktarinda artis sagladig: fakat
yiiksek sicakliklarda lipaz aktivitesi ve su miktarindaki azaligtan dolay: yag asidi
miktarinda da digiis gorildigi belirtilmistir [24].
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T.N.B. Kaimal ve arkadaslan da ham hardal yaginin, tersiyer biitanoliin
¢oziici olarak kullanildig1 ortamda, Candida cylindracea lipazinin katalitik etkisi
altinda hidrolizlenmesini incelemiglerdir. Bu ¢aligymada reaksiyon igin gerekli suyun
miktari ile etkisi aragtirilmig, artan su miktariyla hem hidrolizlenme derecesinin, hem
de serbest hale gecen erusik asit miktarinin arttif1 gozlenmistir. Ayrica reaksiyon
sonucunda ele gegen ana Urtniin diagilgliserol oldugu ve karbon sayisi1 20 ve daha
yliksek olan doymus ve doymamus yag asitlerinin lipolize kars1 bir direng gosterdigi,
serbest hale gegen asitlerinin 16-18 karbonlu oldugu belirtilmistir [25].

Z. Saito ve arkadaglan tarafindan yapilan galiymada ise inek siitii i¢indeki yag
miktan1 ve hidroliz arasindaki iliski incelenmis, ¢aligmada sabah ve aksam toplanan
inek siitil icerisindeki yag igerigi ve hidroliz reaksiyonu arasinda herhangi bir
iliskinin olmadig1 gériilmiistiir. Aksam toplanan siitteki yag iceriginin sabah toplanan
slite oranla daha fazla oldugu gdzlenmistir. Bu nedenle hidroliz igleminin genellikle

aksam toplanan siit ile yapilmasinin iyi olacag: belirtilmistir [26].

G.J. Piazza ve M.J. Haas 2,2 4-trimetil pentanin ¢oziicii olarak kullanildig
soyayaginin hidrolizinde yag1 giderilmis ve parcalanmig yulaf tohumunu enzim
kaynag: olarak kullanmiglar ve bu yontemin soya yagindan oleik asit {iretimi igin

kullanilabilecegini ve enzimin tekrar geri kazanmilabilecegini belirtmislerdir [27].

S. Hara ve arkadasglan da yaptiklan bir aragtirma ile Candida Cylindracea’den
elde edilen lipaz OF kullanarak soyayag: ve ketenyaginin hidrolizlenmesini
incelemislerdir. Yapilan hidroliz sonucunda lipazin yag asitleri olusumunda segicilik
gosterdigi, segicilifin doymamis yag asitleri igin linolenik > linoleik > oleik,
doymus yag asitleri i¢in palmitik > laurik > miristik > stearik, ve doymus ve
doymamis asitler birlikte incelendiginde ise linolenik > palmitik ve palmitoleik >
oleik > eykosopentaenoik > dokosohekzoenoik sirasina gore degistigi agiklanmastir.
Aynica eykosopentacnoik ve dokosohekzoenoik asit gibi poli doymamis yag
asitlerinin ketenyagi, soyayagi, zeytinyagi, ve kokoyag gibi tipik bitkisel yaglardaki
yag asitleri ile kargilastirildiginda gok daha az hidrolizlendikleri de belirtilmistir [28].

Yapilan bir diger galigmada ise T. Taniguchi tarafindan yiiksek segicilik

gosteren bir lipaz ile zeytinyaginin hidrolizi incelenmistir [29].



BOLUM 3. DENEYSEL CALISMALAR

Bu caligmada; lipaz kaynag: olarak 1sirgan tohumu aseton tozu kullanilarak
kullanllmig kizartma yaginin gesitli reaksiyon kosullarindaki hidroliz reaksiyonu

incelenmis ve reaksiyon lizerinde etkili olabilecek faktorler belirlenmeye galigilmstir.

Bu amagla yaga farkl1 oranlarda aseton tozu ilave edilerek degisik sicaklik ve

pH degerlerinde hidroliz reaksiyonlan yiiriitilmistiir.

3.1. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Calismada kullamlan aseton tozu (ham enzim) Tirkiye kokenli 1sirgan
tohumundan laboratuvar kosullarinda izole edilmis, kullanilmis kizartma yag1 ise ITU
Yemek Kurulu Ayazafa Kampisi mutfafindan temin edilmistir. Kullaniimis
kizartma yagimn Ozellikleri Tablo 3.1°de, Kapiler Gaz Kromatografisi (CGC)

yontemi ile belirlenen yapisal 6zellikler ise Tablo 3.2’de gériilmektedir.

Tablo 3.1. Kullanilmi§ kizartma yaginin Gzellikleri [3].

Asit degeri (mg KOH/g) 2.32
Iyot degeri (mg 1/100 g) 117.82
Sabunlagma degeri (mg KOH/g) 193.90
Kinlma indisi (n;) 1.4758
Yogunluk (g/cm?) 0.9208
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Tablo 3.2. Kullamilmis§ kizartma yaginin Kapiler gaz kromatografi
yontemiyle belirlenen yag asidi bilesimi (% agirlik) [3].

Yag Asidi Bilesim
Palmitik asit (Cy4.0) 9.49
Stearik asit (C,s.0) 5.62
Oleik asit (Cyz.1) 31.14
Linoleik asit (C,4.,) - 53.75

Tampon ¢ozeltiler potasyum dihidrojen fosfat (1/15 mol/l) ve di-sodyum
hidrojen fosfat (1/15 mol/l) ¢dzeltileri kullanilarak hazirlanmugtir.

Deneylerde kullanilan tiim kimyasal maddeler Merck iriiniidiir.

3.2. Deney Diizenegi ve Kullanilan Cihazlar

Enzimatik hidroliz reaksiyonu, 1sitic1 iizerine konulmus bir su banyosuna
daldirilmis, kontakt termometre, termometre ve mekanik kanigtirici ile teghiz edilmis
ic boyunlu, 250 ml hacimli cam bir balonda gerceklestirilmigtir. Isitic1 olarak
Framo-Geratetechnik D 7821 Reisenbach/Hochschwarzwald 1 seri numaral: sicaklik
kontrollii manyetik karistiricili 1sitic1, karigtirma islemi icin ise IKA labortechnik
RW20 D2M seri numarali mekanik karistirici kullamiimigtir. Sicaklik +1°C
hassasiyet ile kontrol edilmistir.  Kangtirma hz tim reaksiyonlarda 500
devir/dak’da sabit tutulmustur.

Tohumlarin parcalanmasi ve aseton tozu hazirlanmasinda, 1 litre hacimli cam

hazneli Braun marka parcalayici kullanilmigtir.

3.3. Hidroliz Reaksiyonunun Yiiriitiilmesi

Hidroliz reaksiyonu i¢in 80 gram yag ve 80 ml tampon ¢Gzelti reaksiyon

balonuna alinarak isitilmig ve karisim istenilen sicaklifa ulastiginda enzim kaynag
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ilave edilmistir. Bu kosullar altinda reaksiyon gerceklestirilirken belirli zaman
araliklarinda alinan numuneler 90°C sicakliktaki su banyosunda 15 dakika 1sitilarak
enzimin inaktif hale gegmesi saglanmistir. Daha sonra bu numuneler santrifujlenerek
yag fazi ile lipaz kaynaginin birbirinden ayrilmas: saglanmistir. Ayrilan yag fazim
kurutmak icin susuz Na,SO, ilave edilerek, kangim son kez santrifiijlenmistir.
Berrak yag fazindan alinan &rneklerin 0.1 g/10 ml kloroform olacak sekilde ¢ozeltisi
hazirlanarak, bilesimleri TLC-FID kombine sistemi olan latroscan TH10 cihaz ile
saptanmugtir. Analiz isleminde yiiriitiicl sistem olarak Petrol eteri: Dietil eter: Asetik
asit (70:30:2) kullanmilmigtir. Orneklerin TLC-FID sistemindeki analizi igin hidrojen
gaz1 debisi 160 ml/dak, hava debisi 2200 ml/dak ve tarama hizi 30 sn/tarama olarak
secilmistir. Uriinlerin serbest yag asidi igeriklerinden asit degerleri, elde edilen asit

degerlerinden de asagidaki formiile gére hidrolizlenme dereceleri hesaplanmistir.

Hidrolizlenme derecesi = 100 (AV, - AV,) / (SV - AV))

Burada AV, ve AV, sirasiyle baslangictaki ve belirli t anindaki asit

degerlerini, SV ise kullanilmis kizartma yaginin sabunlagsma degerini gostermektedir.

3.4. Aseton Tozu Hazirlanmasi

Deneylerde, O.A. Afolabi ve arkadaslarinin Vernonia galamensis tohumu ile
gelistirdikleri yontem kullamlarak isirgan tohumundan aseton tozu (ham enzim)

hazirlanmastir [30].

Aseton tozu hazirlanmasi igin, 1 litre hacimli, cam haznesi +4°C’de
sogutulmug pargalayiciya her defasinda 100 gram tohum konulmus ve igine +4°C’de
sogutulmus 200 ml aseton ilave edilmistir. Bu karigim tuz-buz kangimi iginde
sogutulan 1000 ml’lik bir behere alinmistir. Pargalayici icersinde kalan kalint1, 150
ml aseton ile calkalanarak bu karigima ilave edilmis ve karisim 1 dakika
kanstinlmigtir. Daha sonra diigik yogunluklu maddeler dekante edilerek vakum
filtresinde siiziilmiistiir. Beherde kalan tohum artiklar1 2 kez 250 ml aseton ile

yikanip diisitk yogunluklu maddeler filtre kekine ilave edilmistir. Filtre keki tuz-buz
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karigimi igersinde sogutulan 1000 mli’lik bir behere alinip, 2 kere her defasinda 150
ml aseton ile daha sonra 2 kere 100 ml aseton ile yikanmugtir. Disiik yogunluklu
maddeler dekante edilerek vakum filtresinde siiziilmiistir. Elde edilen toz filtre
kagidina iyice yayilarak ceker ocak icinde kurutulmus ve kullanilincaya kadar
buzdolabinda saklanmigtir.  Aseton tozu olarak isimlendirilen bu toz 1sirgan
tohumundan elde edilen ham enzimdir ve herhangi bir saflagtirma yapilmadan

deneylerde lipaz kaynag: olarak kullaniimistir.

Aseton ile ¢oktiirme yonteminde 100 gram 1sirgan tohumundan ortalama 19.2

g aseton tozu elde edilmistir,

3.5. Isirgan Tohumu Lipazinin Hidroliz Reaksiyonunda Kullanumi

Enzimatik hidroliz reaksiyonlari, yukarida agikianan yontem ile {iretilen ham
lipaz kullanilarak optimum sartlar belirlenecek sekilde yiiriitiilmiistiir. Bu amagla,
reaksiyonlar Oncelikle sicaklik 40°C’de pH=8.0’de sabit tutularak ham enzim
miktar1 yagin agirlikca %25’i, %30°u, %35’i ve %40’i olacak sekilde
gerceklestirilmistir. Reaksiyonlar daha sonra en yiiksek doniisiimiin elde edildigi;
yagin %40’1 kadar ham enzim kullanilarak; 30°C,35°C,40°C,45°C ve 50°C’de ve
pH=8.0 olan tampon c¢ozelti ile gergeklestirilmis ve bu enzimin kullanilabilecegi
optimum sicaklik belirlenmistir. Calijmanin bundan sonraki boliimlerinde ise
reaksiyonlar pH’in enzim aktivitesi, dolayisiyla hidrolizlenme derecesi tizerindeki
etkisini gorebilmek amaciyla pH=35.0, pH=6.0, pH=7.0 ve pH=8.0 degerlerindeki
tampon ¢ozeltiler ile yiirlitilmistiir. Tim hidroliz reaksiyonlarinda reaksiyon siiresi

9 saat olarak secilmistir.

3.5.1. Ham Enzim Miktarimin Hidroliz Reaksiyonuna Etkisi

Fosfat tampon ¢o6zeltisi (pH=8.0) varliginda 40°C’de yagin %25, %30, %35

ve %40’1 kadar aseton tozu kullamilarak yiiriitiilen hidroliz reaksiyonlarinda elde

edilen hidrolizienme dereceleri Tablo 3.3’de, iiriin bilesimleri ve serbest asit
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miktarlarinin zamana gore degisimi ise Sekil 3.1-3.5'de sunulmustur. Tablo ve
sekillerden goOriildigli gibi incelenen kosullarda ham enzim miktarn arttik¢a
hidrolizlenme derecesi ve {irliniin serbest asit miktan artmaktadir. %25 enzim
kullaniminda iiriiniin asit igerigi 3. saatte yaklasik %24, 9. saatte %46 iken bu
degerler %40 enzim kullamminda siras1 ile %50 ve %76’ya yiikselmistir. %40
enzim kullamiminda yaklasik 7 saatte dengeye ulasilmigtir.

Farkli miktarlarda aseton tozu ile yiiriitiilen bu reaksiyonlarda elde edilen tiim
firlinlerdeki 2-MG/1-MG oranlann yaklasik olarak 1:1’dir. Digliseridler igin ise
1,3-DG/1,2-DG oran yaklasik olarak 2’dir.

Tablo 3.3. Farkh enzim oranlaninda gergeklestirilen hidroliz reaksiyonlarinda
hidrolizlenme derecesinin zamana goére degisimi
(Sicaklik=40°C, pH=38.0).

Zaman (saat) % 25 % 30 % 35 % 40
Baslangig 0 0 0 0

1 11.57 16.80 - 19.24

2 14.15 27.02 33.32 37.49

3 23.62 34.14 44 .21 51.11

4 28.04 41.52 49.70 57.80

5 32.23 47.15 55.95 62.44

6 36.99 52.72 61.71 70.66

7 43.29 58.76 64.39 76.25
8 46.28 61.15 68.19 --

9 47.10 65.05 71.20 78.95

Tablo ve sekillerdeki degerlerden goriilebilecegi {izere incelenen kosullarda

en uygun aseton tozu miktarinin yagin agirlikga %40°1 kadar oldugu belirlenmistir.
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Sekil 3.1. Kullamimis kizartma yaginin enzimatik hidrolizinde {iriin
bilesiminin zamanla degisimi (Enzim miktart = %25,
pH=28.0, T=40°C).
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Sekil 3.2. Kullanilmig kizartma yaginin enzimatik hidrolizinde iiriin

bilesiminin zamanla degisimi (Enzim miktar1 = %30,
pH=8.0, T=40°C).
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Sekil 3.3. Kullanilmis kizartma yaginin enzimatik hidrolizinde Grtin
bilesiminin zamanla degisimi (Enzim miktan = %33,
pH=8.0, T=40°C).
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Sekil 3.4. Kullanilmig kizartma yaginin enzimatik hidrolizinde iiriin
bilesiminin zamanla degisimi (Enzim miktan1 = %40,

pH=8.0, T=40°C).
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Sekil 3.5. Aseton tozu mikiarinin iiriin asit miktarire. etkisi
(pH=8.0, T=40°C).
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3.5.2. Enzimatik Hidroliz Reaksiyonunda Sicakligin Etkisi

Hidroliz reaksiyonlari, sicakligin etkisini belirlemek amaci ile pH=8.0 ve
yagin agirhikca %40°1 kadar aseton tozu kullamilarak 30°C, 35°C, 40°C, 45°C ve
50°C’de gergeklestirilmistir. Bu reaksiyonlarda elde edilen hidrolizlenme dereceleri
Tablo 3.4’de, {iriin bilesimlerinin ve asit degerlerinin zamana gore degisimi ise Sekil

3.1 ve Sekil 3.6-3.10’da goriilmektedir.

Tablo 3.4. Kullamilmug kizartma yaginin 1sirgan tohumu aseton tozu ile
hidrolizinde sicakligin etkisi ve hidrolizlenme derecelerinin
zamana gore degisimi (Enzim miktar1= %40, pH=8.0).

Zaman (saat) 30°C 35°C 40°C 45°C 50°C
Baslangic 0 0 0 0 0
1 27.42 21.86 19.24 24.85 21.39
2 40.40 37.37 37.49 33.44 37.04
3 49.36 49.56 51.11 41.00 44.37
4 55.54 57.22 57.80 48.61 52.52
5 59.10 61.26 62.44 53.50 55.15
6 62.24 67.18 70.66 59.70 63.99
7 66.19 67.76 76.25 66.43 66.28
8 68.44 70.08 - 69.51 68.09
9 75.07 71.24 78.95 72.94 68.95

Elde edilen sonuglara gore, yagin isirgan tohumu lipazinin katalitik etkisi
altinda ilk 5 saatte 30°C-40°C’ler arasindaki hidrolizlenme hizlari yaklasik olarak
esittir. Ancak 40°C’de 5. saatten sonra hidrolizlenme hizi artmig ve 9 saatlik bir
reaksiyon sonunda yaklasik olarak %79°luk bir hidrolizlenme derecesine ulasilmistir.
45°C ve 50°C’lerde baglangigta diisiik olan hidrolizlenme dereceleri 6. saatten sonra
30°C ve 35°C’deki degerlere yaklasmistir. 9 saatlik bir reaksiyon sonunda en
yiiksek serbest asit icerigi 40°C’de ve %79 olarak gozlenmistir.
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Sekil 3.6. Kullaniimis kizartma yaginin enzimatik hidroliz {iriinii

bilesiminin zamana gore degisimi (Enzim miktar1 = %40,

pH=8.0, T=30°C).
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Sekil 3.7. Kullamlmis kizartma yagun enzimatik hidroliz {irlind
bilesiminin zamana gore degisimi (Enzim miktan = %40,

pH=8.0, T=35°C).
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Sekil 3.8. Kullanilmis kizartma yaginin enzimatik hidroliz {riini

bilesiminin zamana gore degisimi (Enzim miktan = %40,

pH=8.0, T=45°C).
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Sekil 3.9. Kullamilmis kizartma yaginin enzimatik hidroliz {riind
bilesiminin zamana gore degisimi (Enzim miktar1 = %40,

pH=8.0, T=50°C).
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Sekil 3.10. Farkli sicakliklarda gergeklestirilen reaksiyonlarda iirtin

asit miktarlarinin zamanla degisimi (Enzim miktan = %40,

pH=8.0).



31
3.5.3. Enzimatik Hidroliz Reaksiyonunda pH’in Etkisi

Isirgan tohumu aseton tozu miktan %40 (yaga gore) ve sicaklik 40°C’de sabit
tutularak pH’in hidroliz reaksiyonundaki etkisini arastirmak igin, pH’lar1 5.0-8.0
arasinda degisen fosfat tampon c¢oOzeltileri kullamlarak yiiriitilen hidroliz
reaksiyonlarinda elde edilen hidrolizlenme dereceleri Tablo 3.5°de, iriin
bilesimlerinin ve serbest asit miktarlarinin zamana gore degisimleri ise Sekil 3.1 ve
Sekil 3.11-3.14°de goriilmektedir. pH=6.0’da yapilan incelemelerde (iriiniin
ayrilmasinda kargilagilan zorluklar nedeni ile ilk 2 saatteki Orneklerin bilesimleri
tekrarli sonu¢ vermemistir. Bu nedenle grafik ve tablolarda bu degerler

verilmemistir.

Tablo 3.5. Kullanilmis kizartma yaginin enzimatik hidrolizinde pH’1n
hidrolizlenme derecesine etkisi (Enzim miktan = %40,
sicaklik=40°C).

Zaman (saat) | pH=5.0 | pH=6.0 | pH=7.0 | pH=8.0

Baglangic 0 0 0 0
1 20.07 -- 22.16 19.24
2 32.88 -- 39.14 37.49
3 45.14 41.53 52.76 51.11
4 52.32 52.34 54.59 57.80
5 60.37 58.44 58.74 62.44
6 57.39 61.20 70.96 70.66
7 68.31 67.26 73.41 76.25
8 69.24 69.25 67.18 -~
9 69.92 70.15 69.51 78.95

Elde edilen sonuglara gore; incelenen kosullard;d pH’1n 6nemli bir etkisinin
olmadig1 goérilmiigtir. Dengenin yaklasik 8 saatte olustugu bu reaksiyonlarda
gozlenen en yiiksek serbest asit icerigi %76’dir ve pH=8.0’de 9 saatlik bir

reaksiyon sonunda belirlenmistir.
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Sekil 3.11. Kullamlmug kizartma yaginin enzimatik hidroliz {iriini

bilegiminin zamana gore degisimi (Enzim miktan = %40,

pH=5.0, T=40°C).
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Sekil 3.12. Kullanilmig kizartma yaginin enzimatik hidroliz Griini
bilesiminin zamana gore degisimi (Enzim miktar1 = %40,

pH=6.0, T=40°C).
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Sekil 3.13. Kullaniimis kizartma yagimin enzimatik hidroliz Griini

bilesiminin zamana gore degisimi (Enzim miktan = %40,

pH=7.0, T=40°C).
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Sekil 3.14. Farkh pH de;gerlerindeki fosfat tampon cozeltiler ile gerceklestirilen

reaksiyonlarda elde edilen iriinlerin asit miktarinin zamana gore

degisimi (Enzim miktari= %40, T=40°C).
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3.5.4. Reaksiyon Kinetigi

Calismanin bu boliimiinde, 1sirgan tohumu ham lipaz1 ile gergeklestirilen,
kullamlmig kizartma yaginin optimum enzim miktann ve pH’da uygulanan,
hidrolizlenme reaksiyonunun kinetigi incelenmistir. Bu amagla farkli sicakliklarda
gerceklestirilen reaksiyonlardan elde edilen iiriinlerin trigliserid igeriklerinden
faydalanilarak reaksiyon hiz sabitlerinin, reaksiyon mertebesinin ve aktivasyon
enerjisinin belirlenmesine caligilmigtir.  Bu amagla hidroliz reaksiyonlarinin
mertebesinin 1. ve 2. dereceden oldugu kabul edilip InC-InC,=k.t ve 1/C-1/C,=k.t
diferansiyel esitlikleri kullanilarak InC ve 1/C’nin zamana gore degisimleri grafik
tizerinde gosterilmistir. Denklemlerde goriilen k reaksiyon hiz sabiti, t zaman, C,
baglangictaki TG konsantrasyonunu, C ise t amindaki TG konsantrasyonunu ifade
etmektedir. Deneysel degerlerin tiiretilen bu esitliklere uygulanmasinda en kiigiik
kareler yonteminden yararlanilmig ve korelasyon katsayisi (r), determinasyon
katsayisi () ve standart sapma belirlenmistir. Bu degerlendirmelere gore enzimatik
hidroliz reaksiyonunun mertebesinin 2. derece esitligine uydugu belirlenmistir.

Incelenen hidrolizlenme reaksiyonunda sicakligin reaksiyon hizi {izerindeki etkisi

Tablo 3.6’da goriilmektedir.

Tablo 3.6. Kullamlmis kizartma yaginin enzimatik hidrolizinde reaksiyon hiz
sabitlerinin sicaklifa gére degisimi (Enzim miktan= %40, pH=3.0).

Sicaklik | Reaks. Hiz r r’ Standart Sapma
Sabiti*, k
30°C 0.0162326 | 0.997702 | 0.9954092 0.0386139
35°C 0.0151725 | 0.9994957 | 0.9989916 0.0386193
40°C 0.0181175 | 0.9967811 | 0.9935726 0.0469302
45°C 0.0173571 | 0.9987068 | 0.9974152 0.0257048
50°C 0.01893 0.9974531 | 0.994927 0.0374258

* : Reaksiyon hiz sabitinin birimi (k)=(% agirlik)" (saat)"
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Ink’nin 1/T’ye gore degisimi Sekil 3.15’de verilmigtir.

0
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2
x
[ as
-l
3
41 > \
-5
3.096 3.1446 3.1949 3.2468 3.3003

1/T*10~ 3
Sekil 3.15. Sicakligin hidroliz reaksiyonu hiz sabitine etkisi.

Goriildiigii gibi, 30°-50°C’ler arasinda ve incelenen kosullarda aktivasyon

enerjisi ¢ok diigliktiir.

Bu kinetik calismada ardigitk reaksiyonlardan meydana gelen hidroliz
reaksiyonu tek kademeli bir reaksiyon gibi kabul edilmis ve incelemelerde su fazlasi
ile calisildigr igin suyun etkisi dikkate alinmamustir.

Bu nedenle kinetik c¢aligmalarin daha derinlemesine incelenmesi
gerekmektedir.



BOLUM 4. SONUCLAR VE ONERILER

Yaptigimiz bu ¢aligma ile lipaz kaynag1 olarak 1sirgan tohumundan elde edilen
aseton tozunun kullanildif enzimatik yag hidrolizi reaksiyonunda optimum kogullarin
belirlenmesi amaglanmigtir.  Gergeklestirilen reaksiyonlar sonucunda enzim
miktarinin hidrolizlenme derecesinde 6nemli bir etkisinin oldugu gézlenmistir.

Enzim miktan arttik¢a hidrolizlenme derecesi ve liriiniin serbest asit miktar
artmgtir. Incelenen kosullarda en uygun aseton tozu miktarinin yagin agirlikca %40"
kadar oldugu belirlenmistir. Farkhi miktarlarda aseton tozu ile yiiriitiilen bu
reaksiyonlarda elde edilen tiim iiriinlerdeki 2-MG/1-MG oranlan yaklasik olarak
1:1°dir. Digliseridler i¢in ise 1,3-DG/1,2-DG oram yaklagik olarak 2’dir.

Isirgan tohumu lipazinin katalitik etkisi altinda, 30°-40°C’ler arasindaki
hidrolizlenme hizlarinin yaklagik olarak esit oldugu belirlenmistir. Ancak en yiiksek
miktarda serbest asit igeren iriin 40°C’de elde edilmistir. 45°-50°C’lerde baslangig
hizlarinin daha diigiik oldugu 6. saatten sonra 30°-35°C’deki degerlere yaklastif1 da
gozlenmistir.

Bu ¢alismada, hidrolizlenme reaksiyonuna incelenen kosullarda pH’1n 6nemli
bir etkisinin olmadi§i gézlenmistir. 7 saat sonunda gézlenen en yiiksek serbest asit
olusumu (~ %74) pH=8.0"de goriilmiistiir.

Caligmamin diger bir bolimiinde, 1sirgan tohumu lipazi varhginda
gerceklestirilen kullamlmug kizartma yaginin hidrolizlenme reaksiyonunun kinetigi
incelenmis ve elde edilen sonuglara gore deneysel degerlerin ikinci mertebe hiz
ifadesine uydugu gériillmiistir.

Bu konuda daha sonra yapilacak galiymada karnigtirma hizi, tampon ¢ozelti
miktar1 ve gesitli katki maddelerinin etkisinin incelenmesi faydali olacaktir.
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