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. Aygigek asidik yaginin enzimatik esterlesme reaksiyonunda

iiriin bilesiminin zamana goére degisimi. (toplam yag asidi/alkol
mol orant: 1/1; enzim/yag agirlik orani: 0.15; sicaklik: 40°C; n-
hekzan: 25 mL; alkol: izo-amil alkol) ...........ccccoeeviiieiiicieee,

. Aycigek asidik yaginin enzimatik esterlesme reaksiyonunda

iriin bilesiminin zamana gére degisimi. (toplam yag asidi/alkol
mol orant: 1/1; enzim/yag agirlik orani: 0.15; sicaklik: 40°C; n-
hekzan: 25 mL; alkol: n-oktanol) ...........c.ccccoveviiii i,
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AYCICEK ASIiDIiK YAGININ ENZIMATIK ESTERLESMESi iLE YAG
ASIDI ESTERLERININ URETIMI

OZET

Yag asitleri ve esterleri kimya sanayiinde oldukg¢a biiylik 6neme sahiptir. Kisa
zincirli yag asidi esterleri gida sanayiinde tat ve aroma maddesi olarak
kullanilmaktadir. Uzun zincirli yag asitlerinin metil ve etil esterleri yag alkollerinin
iiretiminde hammaddde olarak kullanildiklar1 gibi dizel yakit1 alternatifi (biyodizel)
olarak da kullanim alanina sahiptirler. Yag asitlerinin uzun zincirli esterlesme ve
alkoliz reaksiyonlari ile tiretimleri endiistride sinirli sayida uygulanmaktadir. Ciinkii
coklu doymamis yag asitleri bu proseslerde polimerizasyon ve diger bazi
reaksiyonlarla degisime ugrayarak istenmeyen yan friinlerin olusumuna neden
olurlar.

Gilintimiizde, mikrobiyal lipazlarin katalizor olarak kullanildigi biyoteknolojik
uygulamalar, doymamis yag asitleri gibi yiikksek sicakliklarda bozunan
hammaddelerin ortam sicakliginda doniistiiriilmesine olanak sagladiklari i¢in 6nem
kazanmis, 6zellikle ester iiretimi konusunda yapilan arastirmalarda biiylik bir artig
olmustur.

Bu calismada, yemeklik aycicek yagi tiretimi sirasinda agiga ¢ikan aycicek asidik
yagimin Novozym 435 mikrobiyal lipazi varligindaki enzimatik esterlesme
reaksiyonu incelenmigtir. Farkli enzim/yag agirlik orani, sicaklik, toplam yag
asidi/alkol mol oranlarinda, n-hekzan ortaminda yiiriitiilen reaksiyonlarla esterlesme
reaksiyonu i¢in optimum kosullar belirlenmistir.

Aygigek asidik yagi ve metanoliin Novozym 435 mikrobiyal lipazi varliginda
gerceklestirilen enzimatik esterlesme reaksiyonu igin optimum sicakligin 40°C,
enzim/yag agirlik oranmin 0.15 ve toplam yag asidi/metanol mol oranmin ise 1/1
oldugu saptanmistir.

Enzimatik esterlesme reaksiyonlari, metanol i¢in belirlenen optimum kosullarda
farkli alkollerle (1-propanol, n-biitil alkol, izo-biitil alkol, n-amil alkol, izo-amil
alkol, n-oktanol) yiiriitilmiis ve en yiliksek ester verimi (%72.4) n-oktanol
kullanildiginda elde edilmistir.
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PRODUCTION OF FATTY ACID ESTERS BY ENZYMATIC
ESTERIFICATION OF SUNFLOWER ACID OIL

SUMMARY

Fatty acids and fatty acid esters have an enormous importance in chemical industry.
Short chain fatty acid esters are used in food industry as flavor and odour agents.
Methyl and ethyl esters of long chain fatty acids are used as raw materials for
production of fatty alcohols, they also utilized as alternative of diesel fuel (biodiesel).
Production of long chain fatty acid esters by esterification and alcoholysis reactions
have limited applications in the industry. This is partly because poly unsaturated fatty
acids are modified by polimerization and some other reactions consequently cause
the formation of undesirable side products.

Nowadays, biotechnological applications catalyzed by microbial lipases are gaining
importance because of their ability to convert raw materials, at medium temperature,
rather than breaking them at high temperatures like unsaturated fatty acids, this
reflects itself in increasing number of research projects on esters.

In this study, enzymatic esterification reaction of sunflower acid oil, which is
obtained during the production of edible sunflower oil, in the presence of Novozym
435 microbial lipase was examined. The optimum conditions of esterification
reaction was investigated, in reactions carried out at different enzyme/oil weight
ratios, temperatures, total fatty acid/methanol mol ratios and using n-hexane as
solvent.

The optimum temperature, optimum enzyme/oil weight ratio and optimum total fatty
acid/methanol mol ratio were observed to be 40°C, 0.15 and 1/1 respectively for the
enzymatic esterification reaction of sunflower acid oil and methanol in the presence
of Novozym 435 microbial lipase

Enzymatic esterification reactions were also carried out with various alcohols such as
1-propanol, n-buthanol, iso-butyl alcohol, n-amyl alcohol, iso-amyl alcohol, n-
octanol, at the optimum conditions obtained for the reactions carried out with
methanol. The highest ester yield (72.4%) was obtained with n-octanol.
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1. GIRIS VE AMAC

Asidik yaglar yag sanayiinde uygulanan alkali rafinasyonunda olusan 6nemli bir yan
tiriindiir. Ticari olarak elde edilen asidik yaglardan bazilar1 hindistan cevizi, soya,
hardal, aygicegi ve piring kepegi asidik yaglaridir. Asidik yaglar, genellikle koyu
renkli ve %40-80 oraninda serbest yag asidi, %20-50 oraninda nétral gliseridler,
sabunlasmayan maddeler ve diger safsizliklar1 igeren kompleks bilesikler olup
kimyasal kompozisyon itibariyle ecza sektoriinde, kozmetiklerde ve diger kimyasal
endiistrilerde  gereksinimi  karsilamada c¢ok biiyik ve Onemli potansiyel

hammaddelerdir [1].

Esterlesme ve icesterlesme reaksiyonlar1 yag asitleri tiirevleri iiretiminde en yaygin
olarak kullanilan reaksiyonlardir. Bu reaksiyonlar sonucu iiretilen ve baslangi¢
maddelerinin yapilarina baglh olarak farkli 6zelliklere sahip olan esterlerin kullanimi
genis sektorlere yayilmistir. Yaglara gore diisitk kaynama noktasiyla yakit olarak
kullanilabilen metil ve etil esterler ayn1 zamanda pek ¢ok kimyasal {iriin ig¢in de
hammaddedir. Ticari amagla kullanilan polimerik malzemelerin temeli esterlere
dayanir. Bunlara ek olarak; yag asidi esterleri kozmetik, sabun ve ila¢ endiistrisinde,
termoseting regine iiretiminde, lak tiirii ve poliiiretan kaplama sistemlerinde, kauguk,
plastik, tekstil, sentetik yag ve gida sanayii (lezzet ve hos koku vericiler) gibi daha

sayamadigimiz ¢esitli alanlarda kullanilirlar [2].

Yag asidi esterleri, yag asitlerinin uygun alkol veya poliollerle uygun asidik katalizér
kullanilarak esterlestirilmesi sonucunda {iretilirler. Esterlesme ve icesterlesme
reaksiyonlart ¢ogunlukla yiiksek sicakliklarda ve uzun siirelerde gergeklestirilirler ve
uriin saflig1 ve geri kazanilmasinda zorluklarla karsilasilir. Biiylik 6l¢iide ihtiyag
duyulan esterlerin bu kosullarda iiretilmesi hem ekonomik agidan hem de enerji

agisindan sakincalidir.

20. yiizyilin basindan itibaren esterlesme reaksiyonlarin1i daha ilimli kosullarda
gerceklestirmek i¢in katalizor olarak enzimlerin kullanilmasi giindeme gelmis ve bu

yonde caligmalar yapilmistir. BOylece reaksiyonlarda enerji tiiketiminin daha az



olmasi saglanarak reaksiyonlarin ekonomik olarak gergeklestirilmesinin miimkiin

oldugu goriilmiistiir.

Bu calismada, yemeklik aycigek yagi liretimi sirasinda agiga c¢ikan aygicek asidik
yaginin Novozym 435 mikrobiyal lipaz1 varligindaki enzimatik esterlesme
reaksiyonu incelenmistir. Once bu konuda literatiir arastirmas1 yapilmis daha sonra
esterlesme reaksiyonu deneysel olarak gerceklestirilerek optimum reaksiyon

kosullarinin belirlenmesine ¢alisiimistir.



2. TEORIK KISIM

2.1. Aycicek Bitkisi

Compositae familyasindan Helianthus annuus L. adli fert “aycicek (giindondi,
cigdem) adi ile bilinmektedir. Bu c¢igekli bitkinin 67 degisik tiirii vardir. Aygicek
bitkisi genellikle tek mevsimlik yetistirilmektedir. Ancak ¢ok uzun omiirlii olanlari
da yetistirilebilmektedir. Yetismis bir aycicek bitkisi, uzun, dik, dalsiz bir
goriinimdedir ve yagli tohumlar1 iceren altin sarisi renkli bir bas kismi vardir.
Yogun bir koklesme gosteren bitkinin, ana kokii topraktan 3 m derinlige kadar
inebilmektedir. Kdkler toprak yiizeyinden asagiya dogru cap olarak daralir. Bu
durum bitkinin topraga giivenli bir sekilde tutunmasini azaltir. Koklerin biiyiik kismi1
yiizeye yakin durmaktadir. Aycicegi bitki govdesi 3-6 cm capinda ve saglam
yapidadir. Bazen gbvde, tiiylii ve ince uzun ¢izgili ve 10 cm ¢apinda olabilmektedir.
Bitki ¢ok cabuk biiyiir, govde 1-3 m’lik uzunluga erisir. Baz tiirlerde gévde boyu 5
m’ye kadar ¢ikmaktadir. Aycicegi dallari, genellikle ¢cok kiigliktiir ve gdvdenin iist
kismina dogru olusurlar. Yapraklari lamina genis-oval ve kenarlart disli olup, uzun
saplar1 vardir. Yapraklar genellikle karsilikli yerlesik degildir, renkleri ise genelde
koyu yesildir. Ancak, yapraklar hafif mavimsi ya da kirmizimsi olabilir. Bag kisim
(kapitulum) 20-30 cm ¢apindadir, daha biiyiikleri de olabilir. Ortada bulunan
cigekler kiiciik ve tiip seklindedir. Kenarlarda ¢ok sayida dil seklinde ¢igek bulunur.
Cigekler agildiktan sonra, kapitulum sarkik bir goriiniim alir. Ay¢icek meyvasi (yagl
tohum) baslikta bulunur [3].

Aycicegi tohumu, yass1 seklinde olup, dibi sivri tist kismi ise toparlak bigimindedir;
siyahtan beyaza c¢esitli renklerdedir, kahverengi, c¢izgili veya beneklileri de
olugmaktadir. Tohumun dis kismi kabuktan olusur. Koyu renkli kabuk ile yiiksek
yag icerigi arasinda bir iligki oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte, bircok melez
cinsin agik renkli tohumlar1 da yiiksek yag icerir. Kabuk yaklasik olarak esit
oranlarda pentozan, lignin ve seliiloz icerir. Kabugun hemen altinda beyaz kagit gibi

ince bir tabaka mevcuttur. Genelde ¢ekirdek olarak adlandirilan embriyo, bir koke



bagli iki kotiledondan olusmustur. Ay¢icegi tohumu 10-25 mm uzunlugunda, 7.5-15
mm genigliginde ve 3-75 mm kalinliginda bir akendir. 1000 tohumlu olaninin
agirligr 50-150 g arasinda degisir. Aycicegi tohumu %25-48 oraninda yag igerir ve
bu degerler bazen deneysel yollarla (1slah c¢alismalar1 ile) %065°e kadar

c¢ikarilabilmektedir. Tohumun kabuk miktar1 yaklasik olarak %25’tir.

Aycicek tarimi ilk 6nce Trakya’da 1. Diinya Savasi’ndan sonra baglamistir ve biiyiik
oranda tarim bu boélgede yapilmaktadir. Ayrica, Marmara Bolgesinin Trakya
disindaki kisimlarinda da, Ege ve Karadeniz Bolgelerinde de yaygin aygicek bitkisi
ekimi yapilmaktadir. Ulkemizin en énemli yag bitkilerinden biridir; ziraati gelismis

durumdadir [3].

2.1.1. Aycicek Yag

Aycicek yagi, aycicek tohumlarindan, presleme ve ekstraksiyon yontemleri ile elde
edilir. Ham aygigek yagi agik kehribar renklidir, rafinasyon ile rengi acik sariya
donmektedir. Yag yiiksek miktarda linoleik asit, daha az miktarda da oleik asit
igerigi ile tanimlanir; yag %15°den az oranda doymus yag asitlerini igerir. Bu

nedenle yag miikemmel bir yemeklik yag 6zelligine sahiptir.

Aycicegi tiirleri ve yetistigi bolgeler, tohumun genel bilesimini ve ozellikle yag asidi

bilesimini etkilemektedir.

Ham aycicek yagi triagilgliserolleri igerir. Bunun yaninda minimum miktarlarda
fosfolipid, tokoferol, sterol ve vaks da igerir. Aycigek yagindaki esas tokoferol a-
seklindedir. Yiksek sicakliklarda, aycicek yagindaki a-tokoferol, digerlerine gore
daha az antioksidan aktivite gosterir. Ote yandan, aycicek yagi, daha yiiksek E
vitamini aktivitesine (a-tokoferol 1.49 1U/mg ve y-tokoferol0.14 TU/mg’dir) sahiptir.
Tokoferol igerikleri, yetistirme kosullart ve tohumlarin olgunluk derecelerine bagl
olarak farkliliklar gosterir. Rafinasyon sirasinda %10-33’liik bir kayip olmaktadir.
Aycicek yagmin fosfolipid icerigi %0.5-1 arasinda degisir. Siire¢ sirasinda, yagla
beraber yaklasik yarisi ekstrakte edilmektedir.

Aycicek yagmin sterol igerigi %0.275-0.436 dir, vaks igerigi toplam lipidlerin
%1’inden daha azdir. Vakslarin yaklasik %83’1i kabukta, %17’si tohumu 0Orten ince
tabakada ve eser miktarda tohumda bulunmaktadir. Bu nedenle, yagin vaks igerigi

kabuk giderme isleminin etkinligine baghdir.



Aygigek yagi, diinyadaki en lezzetli bitkisel yaglardan birisidir. Isil deger agisindan
diger bitkisel yaglarla rekabet edebilecek Olciidedir. Yiiksek iyot degerinden dolay1
“yar1 kuruyan yag” olarak tanimlanir. Aygicek yagi doymamis yag asit igeriginin
doymus yag asit igerigine gore yiiksek olmasindan dolay1r miikemmel bir diyet yagi
ozelligi tasir. Aycicek yagi linoleik asit¢e zengin olup, yiiksek miktarda E vitamini,
ayrica, A,D ve K vitaminlerini de igerir, rafinasyondan sonra, yag ozelligini 1 yil
siireyle korur. Soguk olarak kullanimlarda salata, sos (sirke, yag ve baharat karisimi)
ve mayonezlerde degerlendirilmektedir. Aycicek yagir bakimindan zengin birgok
margarin iretilmektedir. Aygicek yagi, sabun ve boya sanayiinde de uygulama alani

bulmustur [3].

2.2. Yag Asitleri Hakkinda Genel Bilgiler

Yag asitleri, yiiksek karbon sayili doymus veya doymamis alifatik mono karboksilik
asitlerdir. Dogada bitkisel ve hayvansal kaynaklarda en fazla rastlanan yag asitleri,
8-18 karbon atomlu (¢ift karbon sayill)) doymus ve doymamig yag asitleri
karisimlaridir. Doymus yag asitlerinin en c¢ok rastlanan drnekleri kaprilik, kaprik,
laurik, miristik, palmitik ve stearik asitler iken en ¢ok rastlanan doymamis asitlere

ornek olarak ise oleik, linoleik, linolenik, risinoleik ve erusik asitler verilebilir.

Saf yag asitlerinin kaynama noktasi, erime noktasi, yogunluk, kirilma indisleri gibi
fiziksel ozellikleri molekiil agirligina, yapiya, doymamislik derecesine, i¢erdigi diger

fonksiyonel gruplara bagli olarak degisir [4].

Doymus yag asitlerinin erime noktalar1 karbon sayisimin artmasiyla artar.
Doymamislik derecesinin ise erime noktasini dnemli 6l¢lide diisliren bir etkisi vardir.
Yag asitlerinin metil ve etil esterlerinin erime noktalar1 her zaman serbest yag

asitlerininkinden daha diistiktiir.

Yag asitlerinin kaynama noktalar1 molekiil agirliginin artmasiyla artar. 300°C’nin
istlindeki sicakliklarda yag asitleri hizla bozundugundan laurik asitten biiyiik asitleri
atmosfer basincinda distile etmek miimkiin degildir. Metil esterlerinin kaynama

noktalar1 ise karsilik geldikleri yag asitlerinden yaklagik 30°C daha dusiiktiir.

Genel olarak yag asitlerinin viskozitesi molekiil agirliginin artmasiyla artar. Metil

esterleri karsilik geldikleri yag asitlerinden daha az viskoziteye sahiptirler.



Doymamis yag asitlerinin viskoziteleri ise ayni karbon sayili doymus yag asitlerine

gore biraz daha diisiiktiir.

Kirilma indisi yag asitlerinin safliginin bir 6l¢iisii olarak kullanilir ve doymus yag
asitlerinde molekiil agirliginin artmasiyla artar. Doymamislik derecesinin artig1 da
kirilma indisinde bir artisa neden olur. Ozellikle konjuge doymamishigmn kirilma

indisinin artmasinda 6nemli bir rolii vardir [4,5].

S1v1 haldeki yag asitlerinin yogunluklari sicakligin artmasiyla diiser. Diisiik molekiil
agirlikli yag asitleri en yogun olanlaridir. Doymamis yag asitlerinin yogunluklari
ayni karbon sayili doymus yag asitlerine gore biraz daha fazladir. Metil esterlerin

yogunluklari karsilik geldikleri yag asitlerinin yogunluklarindan daha diisiiktiir [5].

Suyun yag asitlerindeki ¢oziiniirliigli yag asidinin sudaki ¢oziiniirliigiinden daha
biiyiik olup, bu ¢oziiniirliik sicakligin artmasiyla artar. Yag asitlerinin sahip olduklari
doymamiglik dereceleri bu asitlerin ¢oziiciilerdeki ¢oziiniirlilk oranlarinin artmasina
neden olur. Doymus ve doymamis yag asitleri arasindaki ¢oziiniirliikk farklari bu

asitlerin birbirlerinden ayrilmasinda kullanilir [4].

2.3. Esterlesme Reaksiyonlari

Yag asitlerinin kimya endiistrisindeki en 6nemli uygulama alanlarindan biri yag asidi
esterlerinin {iiretimidir. Esterlesme, bir asit ile bir alkoliin katalizér varliginda
reaksiyona girerek ester olusturmasidir. Esterler monohidrik ve polihidrik alkollerle,
etilen veya propilen oksitlerle, asetilen veya vinil asetatlarla yiiriitiilen reaksiyonlarla

elde edilirler.

Genellikle monohidrik alkoller olarak metanol, 1-propanol, 2-propanol ve 1-biitanol

kullanilir. Esterlesme bir denge reaksiyonudur ve esterin yaninda su da olusur.

RCOOH +R’OH T RCOOR’ + H,0
Asit Alkol Ester Su

Reaksiyon bir asit tarafindan katalizlenir. Katalizér olarak genellikle %1-3’liik
stilfiirik asit veya hidroklorik asit kullanilir. Denge, cesitli yollarla tamamlanma
yoniine kaydirilir. Kisa zincir uzunluguna sahip alkoller kullanildiginda alkol/yag
asidi agirhik orani 2-4/1 olarak kullanilabilir. Bu agirlik oran1 10-20/1 molar orana

denktir. Yiiksek mol oranlarinda c¢alisildiginda, kiitlelerin etkisi kanununa uygun



olarak denge iiriinler lehinedir ve %95’in iizerinde verim elde edilir. Orta uzunlukta
zincir yapisina sahip olan ve suyla karismayan alkoller kullanildiginda asit ve alkol
stokiometrik oranda kullanilabilir. Su, toluen veya ksilen kullanilarak azeotropik
distilasyonla ortamdan uzaklastirilir. Uzun zincirli alkoller kullanildiginda suyun
uzaklagtirilmasi, azeotropik distilasyonla, inert bir gazla dagitilarak ya da reaksiyon

azaltilmis basing altinda gergeklestirilerek yapilabilir.

Monohidrik alkoller kullanilarak {iretilen esterler plastiklestirici olarak ve

kozmetikte kullanilirlar.

Polihidrik alkoller olarak ise genellikle etilen, propilen, dietilen ve polietilen
glikoller, gliserin, pentaeritritol ve bazi karbohidratlar kullanilirlar. Poliollerle
yapilan esterlesme reaksiyonlar1 basit alkollerle yapilanlara gore daha karmasiktir.
Ciinkii polioller yag asitleriyle ya da esterlerle karismazlar. lyi bir reaksiyon igin
230-235°C sicaklik ve siddetli karistirma gereklidir. Buna karsin basit alkoller
kullanildiginda daha hafif kosullarda caligilir. 235°C’nin tizerindeki sicakliklar
poliollerin eterlere kondense olmasina ve bozunmasina neden olur. Monoesterleri ve
diesterleri iiretmek icin bile yaklasik olarak stokiometrik oranlarda glikole ve yag
asidine ihtiya¢ duyulur. Uriin olarak olusan su azaltilmis basingla, azeotropik
distilasyonla veya gaz dagitimiyla uzaklastirilabilir. Ucucu glikollerle ¢alisildiginda
glikol kaybin1 6nlemek icin uygun sicakliklarda ve basinglarda ¢alisiimalidir [6].

2.4. Esterlesme Prosesi

Esterlesme icin kullanilan iki yontem vardir. Bunlar kesikli ve siirekli proseslerdir.
Kesikli  prosesle esterlesme, basin¢g altinda  200-250°C  sicakliklarda
gergeklestirilebilir. Bu reaksiyon denge reaksiyonu oldugundan yiiksek ester verimi

elde etmek i¢in olusan su siirekli olarak uzaklastirilir.

Henkel, c¢ift-rafli reaksiyon kolonu kullanarak stirekli zit akimli esterlesme
reaksiyonunu gelistirmistir. Bu teknoloji asirt 1sinmig  metanol buharinin
absorpsiyonunun ve metanol-su karigiminin desorpsiyonunun ayni anda olusmasiyla
gerceklesen esterlesme reaksiyonu prensibine dayanir. Henkel’in siirekli yag asidi
esterlesme prosesi, yaklasik 1000 kPa basingta ve 240°C sicaklikta gergeklesir. Bu
prosesin bir avantaji metanol fazlasinin daha diislik tutulmasidir. Bu proseste 1.5/1

metanol/yag asidi mol oraninda calisilirken kesikli sistemde 3-4/1 mol oraninda



calisilir. Distilasyondan gecirilmis metil ester i¢in ayrica aritmaya ihtiya¢ duyulmaz.

Bu esterlesme reaksiyonunun akim semasi Sekil 2.1°de goriilmektedir.

Stirekli esterlesme prosesi kesikli prosesten daha {iistiindiir. Stirekli proseste daha
kisa zamanda ve daha az metanol fazlasi kullanilarak ayni miktarda yliksek ester
verimine ulagilabilmektedir. Bu proses, spesifik yag asitlerinden ester iiretiminde

tercih edilen bir yontemdir [7].
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Sekil 2.1. Esterlesme ile metil esterlerinin tiretimi.

2.5. Yaglarda Interesterifikasyon (i¢ Esterlesme) Reaksiyonlar:

Interesterifikasyon (i¢ esterlesme) reaksiyonlar1 bir ester ile baska bir bilesen
arasinda gerceklesen, alkoksi ve acil gruplarimin yer degistirmesiyle karakterize
edilen ve farkli bir ester olusumuyla sonuglanan reaksiyonlar olarak tanimlanabilir.
En 6nemli interesterefikasyon reaksiyonlari, esterin bir alkolle, bir asitle veya baska
bir esterle reaksiyonlaridir. Ester-alkol arasindaki i¢ esterlesme reaksiyonlarina
alkoliz, ester-asit arasindaki i¢ esterlesme reaksiyonlarina asidoliz, ester-ester

arasindaki i¢ esterlesme reaksiyonlarina ise transesterifikasyon denir.



RCOOR’ + R”OH —— RCOOR” + R’OH
RCOOR’ + R”COOH —2RCOOH + R”’COOR’
RCOOR’ + R”COOR” ——— RCOOR” + R”COOR’

Bu reaksiyonlar tersinirdir ve biiyiik enerji degisikliklerini igermezler [6].

2.5.1. Alkoliz

Alkoliz en 6nemli i¢ esterlesme reaksiyonudur. Yaglarin alkolizi ticari agidan ¢ok
onemlidir. Yaglarin metil esterlere alkolizi ve yaglarin karistk mono ve
diacilgliserollere gliserolizi endiistride biiyilk 6neme sahiptir [8]. Cogunlukla sivi
fazda gerceklesen ve genel ifadesi asagida goriilen alkoliz reaksiyonlari dort ana

grupta toplanir.

1. Monoester ve monohidrik alkoller arasindaki reaksiyonlar
2. Monoester ve polihidrik alkoller arasindaki reaksiyonlar
3. Poliester ve monohidrik alkoller arasindaki reaksiyonlar
4. Poliester ve polihidrik alkoller arasindaki reaksiyonlar

Alkoliz reaksiyonlarinda farkli alkol oranlarmmin kullanilmasiyla degisik bilesimde

tirlinler elde edilebilir [2].

?HzOCOR’ ?HzOH
’9 —_—) 29 s
CHOCOR +  ROH CHOCOR”’ + R’COOR
CH>OCOR’”’ CH2,OCOR’”’
Triagilgliserol Alkol Diagilgliserol  AlKkil esteri
CH.OCOR’ CH.OH R’COOR

CHOCOR”’ + 3ROH «——* CHOH + R’COOR
CH20COR’”’ CH2.0OH R>”’COOR

Triagilgliserol Alkol Gliserin Alkil esterleri

Reaksiyon 06zel bir alkolle gergeklestirildiginde o alkoliin adi ile tanimlanir.

Metanoliz, etanoliz; metil ve etil alkollerle yiiriitiilen reaksiyonlari ifade eder.



Alkoliz reaksiyonlari, genellikle katalizor varliginda, alkol fazlasiyla genis bir
sicaklik araliginda gerceklestirilir.  Alkali  katalizorler kullanildiginda oda
sicakliginda veya altindaki sicakliklarda, asit katalizorler kullanildiginda yaklagik
100°C civarinda, katalizor kullanilmadiginda ise 250°C civarinda veya daha ytiksek
sicakliklarda ¢alisilir [2,6].

Alkolizin 6zel bir c¢esidi olan gliseroliz reaksiyonlar1 yaglar ile gliserin arasinda
gerceklesir. Markley’e gore gliserin ve triagilgliserol molekiilleri arasinda ¢ok ¢esitli
reaksiyonlari olusumu miimkiindiir. Asagidaki reaksiyonlara gore triagilgliseroliin 1
moli 0.5, 1 veya 2 mol gliserin ile, hem monoagilgliserollerin hem de
diacilgliserollerin ya da her ikisinin de farkli oranlarda {iretimi i¢in reaksiyona

girebilir [2].

CH20COR CH20H CH20H CH20H
CHOCOR + CHOH 7—————* CHOCOR + CHOH
CH20COR CH20H CH20COR CH20COR

Triagilgliserol Gliserin Diagilgliserol ~ Monoagilgliserol
CH20COR CH20OH CH20H

e —
CHOCOR +2 CHOH «—3 CHOH

CH20COR CH20H CH20COR

Triagilgliserol Gliserin Monoagilgliserol
CH20COR CH20H CH20H

2 CHOCOR + CHOH «——* 3 CHOCOR
CH20COR CH0H CH20COR
Triacilgliserol Gliserin Diagilgliserol

2.5.2. Asidoliz

Asidoliz, alkolize benzer degisim gosteren bir reaksiyon ¢esididir. Ester bir yag asidi
fazlasiyla reaksiyona sokuldugunda bu yag asidi ile esterin orjinal alkol grubu

birleserek yeni ester olusturur.
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CH20COR’ CH20COR

CHOCOR”’ + RCOOH > CHOCOR” + R’ COOH

CH2OCOR’”’ CH20COR’”’
Triagilgliserol Yag asidi Triagilgliserol Yag asidi
Bu reaksiyonlar i¢in ylikseltilmis sicaklik veya asit katalizor ya da her ikisi birden
gereklidir. Alkoliz gibi bu reaksiyonlar da tersinirdir. Diisiik molekiil agirligina sahip
asitler, esterlerdeki daha yiiksek molekiil agirlikli asitlerle yer degistirme egilimine
sahiptir [8].
2.5.3. Transesterifikasyon (Ester Degisimi)

Transesterifikasyon reaksiyonlari, iki ester arasinda gergeklesen ve farkli iki ester
olusumuyla sonuclanan reaksiyonlardir. Ancak alkoliz kadar ¢ok kullanilmazlar ve

genellikle alkoliz reaksiyonlarindan daha yavastirlar [2,6].

CH20COR’ CH20COR”’ CH20COR”’ CH20COR’

CHOCOR™  + CHOCOR’”> +——2 CHOCOR” +CHOCOR’”’

CH20COR’”’ CH20COR CH20COR’>>  CH20COR
Triagilgliserol 1 Triagilgliserol 2 Triagilgliserol 3 Triagilgliserol 4
CH20COR’ CH20COR”’

CHOCOR” «—=  CHOCOR’

CH.OCOR’”’ H20COR’”’
Triagilgliserol Triagilgliserol 2
Dogal yaglarin ve ester karisimlarimin 6zelliklerinin gelistirilmesi, yaglarin erime
noktalarinin degistirilmesi bu reaksiyonla miimkiindiir. Dogal yaglardan veya suni

karisimlardan yiiksek oranda triagilgliserol igeren {iriin elde etmek i¢in kullanilabilen

prosesin temeli, reaksiyon boyunca triinlerden birinin ortamdan alinmasina dayanir

[2].
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2.6. Esterlerin Genel Kullanim

Coziiciiler ve Plastiklestiriciler: Esterlerin en biiylik kullanim alanlar1 ¢oziicli ve
plastiklestiricilerdir. Diisiik esterler lake, boya ve vernik alanlarinda; yiiksek esterler

ise plastiklestiricilerde kullanilir [6].

Recineler, Plastikler ve Kaplamalar: Ticari olarak kullanilan pek ¢ok polimerin
ana bileseni esterlerdir. Bunlar; akrilatlar, metakrilatlar, vinil asetat ve benzerleri gibi
vinil polimerleri; polihidrik alkollerden ve dibazik asitlerden hazirlanan gapraz bagh
poliesterler olan alkid regineleri; poliester regineleri ve plastikleri igerirler. Bu
polimerler termoplastik malzemelerdir ve film, elyaf ve kaliplanmig plastik olarak

kullanilirlar [6].

Yaglayicilar: Dogal kat1 yaglar, sivi yaglar ve vakslar seklinde bulunan esterler eski
zamanlardan beri yaglayici olarak kullanilirlar. Hayvansal ve bitkisel kat1 ve sivi
yaglarin yerini ¢ogunlukla petrol kokenli hidrokarbonlar almistir. Petrol kokenli
yaglayicilar, ugak pervaneleri ve turbo jet ugak motorlart i¢in uygun degildirler.
Bunun nedeni, ucak pervanelerinin ve turbo jet ugak motorlarinin genis iklimsel
kosullar altinda kullanilmasi ve i¢ motor sicakliklarinin yiiksek olmasidir. Alifatik
esterler turbo jet motor yaglayicilari icin ana bilesen olarak kullanilirlar. Ciinki
bunlarin sicakliga baglh viskozite degisim hizlar1 goreceli olarak diisliktiir ve sivi

araliklar genistir [6].

Parfiimler, Tatlandiricilar, Kozmetik Uriinleri ve Sabun: Coziici ve
plastiklestirici olarak kullanilan ester miktariyla karsilastirildiginda, tat ve kokuyu
gelistirmek i¢in kullanilan ester miktar1 azdir. Fakat ekonomik ve estetik acidan
onemlidir. izopropil, benzil, oktil, geranil, linalil parfiimlerde 6nemli katki iken, etil,
izobiitil, amil ve izoamil asetatlar sik sik tatlandirma bilesenleri olarak kullanilirlar.
Biitirat, izobiitirat, izovalerat ile kaprilatlar tatlandirici olarak kullanilirlar. Ayrica
etil, amil ve geranil biitirat parfiimeride kullanilir. Izoamil ve metil valeratlar ve

sitearatlar, p-amino benzoatlar ve salisilatlar kozmetikte genis olarak kullanilirlar
[6].

Tedavi Ediciler: Goriintiste fiziksel olarak inert olmasimna ragmen esterler ilag
endiistrisinde genis olarak kullanilirlar. izoamil ve metil valeratlar ve sitearatlar, p-

amino benzoatlar ve salisilatlar eczacilikta genis bir sekilde kullanilirlar [6].
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2.7. Metil Esterler

Yag asidi metil esterleri yag kimyas1 endiistrisinde biiylik rol oynamaktadirlar. Metil
esterler bir¢ok yag kimyasali i¢in baslangic materyali olarak yag asitlerinin yerini
almaktadirlar. Yag alkolleri, alkanolamidler, a-siilfolanmis metil esterler ve daha
bircogu gibi yag kimyasallarinin ara tiriinleri olarak kullanilirlar. Japonlar metil
esterlerini kaliteli tuvalet sabunu tliretiminde kullanmaktadirlar. Metil esterlerin diger
potansiyel kullanimi ise dizel yakit1 alternatifi olarak kullanilmalaridir. Metil esterler
SOz emisyonu olmadan temiz yanarlar. Yanma 1sis1 biraz diisiik olmasina ragmen

motor ayari gerekli degildir ve verimde diisme yoktur [7].

2.7.1. Metil Esterlerin Avantajlari

Pek ¢ok yag kimyasallari i¢in baslangi¢ materyali olarak yag asitleri yerine metil

esterlerin kullanimi1 agagida verilen avantajlar nedeniyle hizla artmaktadir [7].

Daha Diisiik Enerji Tiiketimi: Metil esterlerin iiretimi, yag asidi elde etmek i¢in
kat1 ve siv1 yaglarin pargalanmasi prosesinden cok daha az reaktdr sicakligi ve

basinci gerektirir.

Daha Ucuz Cihaz Donanimi: Metil esterler korozif degildirler ve daha diisiik
isletme basincinda ve sicakliginda iretilirler. Bu yiizden karbon ¢eliginden yapilmis
cihazlar kullanilabilir. Yag asitleri koroziftirler ve dayanikli paslanmaz ¢elik cihazlar

gereklidir.

Uriin Olarak Daha Konsantre Gliserin: Transesterifikasyon sonucunda iiriin
olarak konsantre gliserin olusur. Kati1 yaglarin ayrilmasi prosesinde elde edilen

gliserinin %80’1 sudur, dolayisiyla daha ¢ok enerji harcanir.

Daha Kolay Distilasyon: Esterler diisiik kaynama noktalarindan dolay1 daha kolay

distile edilirler ve yag asitlerine gore daha kararli 1sidadirlar.

Kimyasal Ara Uriinler Olarak Bazi Uygulamalarda Yag Asitlerinden Ustiin
Olmalari: Alkanolamid iiretiminde esterler %90 safliktaki siiper amidleri

iiretebilirler. Yag asitleri ise ancak %65-70 safliktaki amidleri iiretebilirler.

Tasinmasinin Kolay Olusu: Kimyasal kararliliklarindan ve korozif olmama

ozelliklerinden dolay1 esterler, yag asitlerinden ¢ok daha kolay taginirlar.
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Go6z Oniine alinmasi gereken 6nemli bir konu da metanoliin geri kazanilmasi ve geri
doniistimiidiir. Metanol zehirli ve patlayict oldugundan patlamaya dayanikli

cihazlarin kullanilmasi ve ekstra giivenlik 6nlemlerinin alinmas1 gereklidir.

2.8. Enzimatik Esterlesme Reaksiyonlari

Gliniimiizde lipazlarin biyoteknolojik proseslerde kullanimi &zellikle kimyasal
sentezlerle liretilemeyen ticari degeri yiiksek tiriinlerin hazirlanmasinda ekonomik ve

uygun bir yontem olarak goriilmektedir [9].

Esterlesme ve i¢ esterlesme reaksiyonlar1 yiiksek sicaklik ve katalizor etkisiyle
gerceklesen ve katalitik etkinin asit veya alkali hidroksitlerle saglandigi
reaksiyonlardir. Ancak bu kimyasal katalizor varliginda reaksiyon c¢ok yiiksek
sicaklikta (250-300°C) uzun siirelerde gerceklesmekte, iiriiniin rengi koyulagsmakta,
katalizoriin ester lriiniinden ayrilmasi biiyilkk sorun yaratirken korozif etki de
yapmaktadir. Bu ylizden enerji sarfiyatinin da fazla olmasi gbz oniine alindiginda
kimyasal katalizor kullanimi hem elde edilen iiriin agisindan hem de ekonomik
acidan uygun degildir. Son zamanlarda bu proseslerin daha diisiik sicaklik ve

basingta, daha ekonomik olmasi hedef alinarak enzimatik ¢aligmalara hiz verilmistir
[2].

20. ylizyilin basindan beri, yaglarin ve lipidlerin biyoteknolojik prosesleri igin
lipazlarla katalizlenen reaksiyonlar incelenmektedir. Bu proseslere 6rnek olarak; yag
asitlerinin tretimi i¢in hint tohumu lipaziyla yaglarin hidrolizi ve yag asitleriyle

gliserinin  esterlesmesi  sonucu  agcilgliserollerin  sentezlenmesi  verilebilir

[2,4,9,10,11].

Lipaz katalizorlii reaksiyonlarin en oOnemli avantaji, kullanilan lipazin substrat
seciciligine bagli olarak farkli bilesim ve 6zelliklere sahip pek c¢ok {iriiniin elde
edilebilmesidir. Daha 6nemli bir avantaji1 ise lipaz katalizorlii reaksiyonlarin ilimh
reaksiyon kosullarinda gerceklesmesinden dolay1 enerji tiikketiminin diisiik olmasi ve

reaktanlarin ve iirlinlerin daha az termal bozunmaya ugramasidir.

Lipaz katalizorlii esterlesme ve transesterifikasyon reaksiyonlari kisa ve orta zincirli
esterlerin hazirlanmasinda kullanilirlar. Lipaz katalizorlii esterlesme reaksiyonlart
sonunda, emiilsiyonlastirict olarak kullanilan monoagilgliseroller ve kozmetikte

kullanilan vaks esterleri gibi pek ¢ok iiriin elde edilir [9].
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2.9. Literatiir Arastirmasi

Yapilan literatiir arastirmasi sonucu asidik yaglarin esterlesmesi iizerine ¢ok fazla
calisma bulunamamustir. Asagida enzimatik esterlesme konusu ile ilgili yapilmis

literatiir ¢alismalarindan 6rnekler sunulmustur.

S. Ghosh ve D.K. Bhattacharyya yaptiklar1 ¢alismada hardal, aygigek ve piring
kepegi gibi ¢esitli ticari asidik yaglarin Mucor miehei lipazi varliginda esterlesme
reaksiyonunu gercgeklestirerek yag asidi esterlerini elde etmislerdir. 60°C’de, 1/1
yag/alkol mol oraninda 1 g yag ve asidik yagin %10’u kadar enzim kullanilarak
gerceklestirilen reaksiyonlar 4 saat siireyle devam ettirilmistir. Calismada, asidik
yaglar ayn1 anda gerceklesen esterlesme ve alkoliz reaksiyonlariyla yag asidi
esterlerine donistiirilmiistiir; bunun i¢in 4, 8, 10, 12, 16, 18 karbonlu alkoller

kullanilmis ve yiiksek ester verimi elde edilmistir [1].

A. Ducret ve arkadaslar1 biyosurfaktanlar hazirlamak i¢in sekerlerin ve seker
alkollerinin susuz ortamdaki enzimatik esterlesme reaksiyonlarini incelemislerdir.
Saf erimis substratlar icerisinde sorbitol monooleat iiretilmis ve olusan su diisiik
basing kullanimi ile uzaklastirilmistir. Calismada pek ¢ok lipaz denenmis ve en iyi
sonu¢ Candida antarctica lipazi kullanildiginda elde edilmistir. Hidroksil verici,
disakkarit oldugunda iiriin elde edilemedigi, monosakkarit oldugunda ise esterlesme
reaksiyonunun her durumda olustugu goriilmiistir. Uygulanan reaksiyon
kosullarinda Candida antarctica lipazinin primer alkoller ftizerinde segicilik

gosterdigi belirlenmistir [12].

P. Pepin ve R. Lortie tarafindan yapilan caligmada ¢oziiclisiiz ortamda Candida
antarctica lipazi kullanilarak ibuprofenin esterlesme reaksiyonu ve su aktivitesinin
ibuprofenin enantiomerlerinin ( (R)- ve (S)- ibuprofenin ) esterlesme hizini nasil
etkiledigi incelenmistir.  (R)-ibuprofenin  esterlesme hizinin  her zaman
konsantrasyonuna bagli oldugu, (S)-ibuprofenin esterlesme hizinin ise diisiik su

aktivitesinde yiiksek konsantrasyonlarda doygunluk gosterdigi goriilmiistiir [13].

Y. Shimada ve arkadaslar1 yaptiklar1 caligmada bitkisel yag1 biyodizele doniistiirmek
istemisler ve bu amagla bitkisel yagin siirekli metanoliz reaksiyonunu
incelemislerdir. Yapilan g¢alismalarda immobilize Candida antarctica lipazinin
metanoliz reaksiyonu ig¢in en etkili enzim oldugu gorilmiis ve bu enzimle

calisilmistir. 1.5/1 alkol/yag mol oranindan fazla metanol kullanildi§inda enzimin
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inaktive olmasi ve yagin tam olarak metil esterlerine donligsmesi i¢in 3 mol alkole
ihtiya¢ duyulmasi nedeniyle 3 kademeli metanoliz reaksiyonu gerceklestirilmistir.
Reaksiyonun birinci kademesi, 30°C’de 1/1 yag/alkol mol oraninda metanol ve
yagin %4’ kadar enzim kullanilarak ve 130 devir/dakika karigtirma hiziyla
gergeklestirilmis ve 10 saat devam ettirilmistir. Metanoliin %951 tiikendiginde 1/1
yag/alkol mol oraninda metanol tekrar ilave edilerek reaksiyon 14 saat daha devam
ettirilmistir. Bu siire sonunda son olarak ayni1 oranda metanol eklenmis ve reaksiyon
24 saat daha siirdiiriilmiistiir. Toplam reaksiyon siiresi 48 saat olarak belirlenmis ve
bu siire sonunda yagin %98.4’ii metil esterine doniigmiistiir. Lipazin kararliligini
bulabilmek i¢in ayni enzim taze karisima alinarak 3 kademeli metanoliz reaksiyonu
tekrar gerceklestirilmis ve 50 tekrardan sonra bile %95’den fazla doniisiim elde

edildigi gozlemlenmistir [14].

Y. Watanabe ve arkadaglari, Candida antarctica lipazin1 kullanarak bitkisel yagdan
stirekli sistemle biyodizel tretmislerdir. Candida antarctica lipazinin, bitkisel yag
karistmi ve 1/2 metanol/toplam yag asidi mol oranindan fazla metanol icinde
inaktive oldugu bilinmektedir. Bu ¢alismada ise lipazin agilgliseroller (AG) ve %33
metil ester (ME) karisimi i¢inde 2/3 mol oraninda metanolle inaktive olmadigi
goriilmiistiir. Bu nedenle iki kademeli metanoliz reaksiyonu gerceklestirilmistir.
30°C’de, %4 enzim kullanilarak gerceklestirilen reaksiyonda, birinci kademede 1/3
oraninda metanol kullanilmigtir. 24 saat sonra 2/3 mol oraninda metanol ilave
edilmis ve reaksiyon 12 saat daha devam ettirilmistir. iki kademeli metanoliz
reaksiyonu sonunda %95 doéniisiim elde edilmistir. Reaksiyon, immobilize lipaz yeni
substrat karistmina alinarak tekrarlandiginda, enzimin doniisiimde diisme olmadan
70 kere kullanilabildigi goriilmiistiir. Calismada ayrica immobilize Candida
antarctica lipazi ile doldurulmus kolonda akislh reaksiyon gerceklestirilmistir. AG ve
%33 ME karisimi ve 2/3 mol oraninda metanol kolona beslendiginde kolonun i¢inde
lipazin inaktive oldugu goriilmistiir. Bu yiizden reaksiyon 3 g immobilize lipazla
doldurulmus ii¢ kolon kullanilarak gergeklestirilmistir. Birinci kolona 6 mL/h sabit
debiyle bitkisel yag ve 1/3 mol oraninda metanol beslenmistir. Alinan iiriin ve 1/3
mol oraninda metanol karigtirilmis ve ayni debiyle ikinci kolona beslenmistir. Son
olarak ikinci kolondan alinan {iriin ve 1/3 metanol karisimi ayni debiyle ii¢iincii
kolona beslenmistir. Reaksiyon sonunda %93 oraninda ME elde edilmistir ve lipazin

doniisiimde diisme olmadan 100 giin kullanilabildigi gérilmistiir [15].
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R. Awang ve arkadaslari tarafindan yapilan calismada dihidroksi stearik asit
esterinin enzimatik sentezi yapilmistir. Calismada baslangictaki su igeriginin,
organik c¢oOziiciiniin, substrat konsantrasyonunun ve alkol zincir uzunlugunun
reaksiyona etkisi incelenmistir. Reaksiyonlarda Rhizomucor miehei ve Candida
antarctica immobilize lipazlar1 ve karbon sayisi 8’den 18’¢ kadar degisen doymus
yag alkolleri kullanilmistir. Alkol olarak oktanol kullanildiginda en yiiksek verim bu
iki enzimle elde edilmistir. Her iki enziminde dimetil formamit hari¢ denenen tim
organik ¢oziiclilerde aktif oldugu goriilmiistir. Alkol =zincir uzunlugunun
reaksiyonun baglangic hizina etkisi oldugu fakat reaksiyonlarin son hizinin 1-
oktadekanol (C1s-OH) hari¢ hemen hemen ayni oldugu goriilmiistiir. Bunun nedeni
ise Ci13-OH’in reaksiyon sicakliginda c¢oziinememesinden kaynaklanabilecegi

seklinde agiklanmistir [16].

L. Gubicza ve arkadaslar1 yaptiklart calismada diisiik molekiil agirlikli lezzet verici
esterlerin organik ¢oziicii ortaminda enzimatik olarak iiretimi icin, yeni ve biiyiik
Olcekte bir proses gelistirmislerdir. Caligmada asit/alkol mol oranmin 1/3,
baslangictaki asit konsantrasyonunun ise miimkiin oldugu kadar diisiik olmasi
gerektigi belirtilmistir. Reaksiyon sirasinda olusan suyun fazlasi hetero-azeotropik
distilasyonla sistemden uzaklastirllmistir. n-hekzan-su azeotropik karisiminin
kaynama noktasi reaksiyonda kullanilan Candida antarctica lipazinin optimum
sicakligindan fazla oldugundan ¢oziicli olarak n-pentan kullanilmigtir. Reaksiyon

sonunda %90’1n lizerinde ester verimi elde edilmistir [17].

Y. Watanabe ve arkadaglan tarafindan yapilan ¢alismada kullanilabilir atik yagin
biyodizele enzimatik olarak doniisiimii incelenmistir. Reaksiyonlarda Candida
antarctica lipazi kullanilmigtir. Caligmada, atik yagin kesikli ve siirekli metanoliz
reaksiyonlar1 incelenmistir. U¢ kademeli kesikli metanoliz reaksiyonuna 1/3
metanol/toplam yag asidi mol oraninda metanol ile baslanmis, ikinci ve {igiincii
kademede metanol tiikendikten sonra 1/3 mol oraninda metanol ilave edilmistir.
Birinci kademede %34, ikinci kademede %66, iigiincii kademede %90 doniisiim elde
edilmigtir. Kesikli reaksiyonlar lipaz taze reaksiyon karigtmina alinarak devam
ettirilmistir. Atik yagin lic kademeli siirekli metanoliz reaksiyonu 3 g immobilize
Candida antarctica lipazi ile doldurulmus {i¢ kolonda gergeklestirilmistir. Birinci
kademede atik yag ve 1/3 metanol/toplam yag asidi mol oraninda metanol substrat

olarak kullanilmistir. Ikinci ve iiglincii kademelerde ise birinci ve ikinci
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kademelerden alinan iirlinler ve 1/3 mol oraninda metanol kullanilmistir. Karigimlar
birinci kolona 6mL/h, ikinci kolona 6 mL/h, {iglinci kolona 4 mL/h debiyle
beslendiginde %90’lik bir verim elde edilmistir. Calismada ayrica atik yagin tek
kademeli siirekli reaksiyonu da incelenmistir. Atik yag ve %90 ME iceren {iriin
karigimi ve esit mol oraninda metanol 3 g immobilize lipazla doldurulmus kolona 4
mL/h debiyle beslenmistir. Reaksiyon sonunda %90 ester verimine ulasilmistir. Her
iki stirekli sistemde de lipazin doniisiimde diisme olmadan 100 giin kullanilabilecegi

gorilmistir [18].

T. H. Yang ve calisma arkadaslar1 yaptiklar1 calismada diisiik kalorili yaglarin
¢Oziiclisiz ortamda enzimatik sentezini incelemislerdir. Triasetin ve stearik asit
arasinda transesterifikasyon reaksiyonunu gergeklestirerek diisiik kalorili yaglar elde
etmislerdir. Acik, kapali ve vakumlu olmak iizere 3 tip reaktdrde reaksiyonlar
gergeklestirilmistir. Bu reaksiyonlarda pek ¢ok immobilize lipaz denenmis ve en
yiiksek verim Candida antarctica lipazi kullanildiginda elde edilmistir. Calismada
substratlarin molar orani, karistirma hizi ve reaksiyon sicakligi gibi reaksiyon
degiskenlerinin etkisi arastirilmis ve substratlarin mol orani 1/1.4, karistirma hizi

400 rpm ve sicaklik 80°C olarak belirlenmistir [19].

N. N. Gandhi ve K. D. Mukherjee yaptiklar1 ¢alismada diiz zincirli, 4 karbonludan
18 karbonluya kadar doymus alkollerin, 18 karbonlu doymamis alkollerin, Carica
papaya, Candida antarctica ve Rhizomucor miehei lipazlarimi kullanarak kaprilik
asitle esterlesmesini incelemislerdir. Carica papaya bitkisel lipazi kullanildiginda en
yiiksek aktivite oktil ve desil kaprilat sentezi i¢in bulunmustur. Calismada ayrica
Candida antarctica ve Rhizomucor miehei lipazlarinin alkol substratlara kars1 genel

zincir uzunlugu segiciligi gosterdikleri belirtilmistir [20].

G. Steinke ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢alismada crambe ve camelina tohumu
yaglarindan elde edilen yag asitlerinin, yine crambe ve camelina yaglarindan elde
edilen alkollerle  Candida antarctica ve Carica papaya lipazlar1 varliginda
esterlesme reaksiyonu incelenmistir. Ortamdaki su, vakum uygulanarak
uzaklagtirnllmigtir. Reaksiyon sonunda uzun zincirli vaks esterleri elde edilmistir.
Candida antarctica lipaz1 kullanildiginda 4-6 saatlik reaksiyon sonunda en yiiksek
vaks esteri doniisimii (>%95) elde edilmistir. Buna karsin Carica papaya lipazi

kullanildiginda yiiksek ester doniisiimiine ancak 24 saat sonunda ulagilmigtir [21].
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R. Irimescu ve arkadaslari yaptiklart ¢alismada 1,3-dikaprilol-2-dokosa-hekzanol
gliseroliin 2 kademeli enzimatik sentezini gerceklestirmislerdir. Birinci kademede
Candida antarctica lipazi, ikinci kademede Rhizomucor miehei lipazi kullanilmistir.
Calismada Candida antarctica lipazinin bolgesel segiciliginin reaksiyon ¢esidine ve
reaksiyon ortaminin baslangic kompozisyonuna bagli oldugu goriilmistiir. Bu
lipazin esterlesme ve transesterifikasyon reaksiyonlarinda bolgesel segicilik
gostermezken etanoliz reaksiyonunda, reaksiyon karisiminda etanol fazlasi

bulundugunda 1,3-bolgesel seciciligi gosterdigi calismada belirtilmektedir [22].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Bu c¢alismada; bitkisel yag sanayinin bir yan iriinii olan aygicek asidik yaginin
Novozym 435 lipaz1 varliginda enzimatik esterlesme reaksiyonu incelenmis ve

reaksiyon lizerinde etkili olabilecek parametreler belirlenmeye ¢alisiimistir.
Deneysel calisma dort asamada gerceklestirilmistir:
1. Aygigek asidik yaginin karakterizasyonunun belirlenmesi

2. Aycicek asidik yaginin metanol ile enzimatik esterlesme reaksiyonu igin optimum

kosullarin belirlenmesi

3. Aycicek asidik yaginin farkli alkollerle enzimatik esterlesme reaksiyonlarinin

incelenmesi

4. Aygcicek asidik yagimin metanol ile kademeli enzimatik esterlesme

reaksiyonlarinin incelenmesi

3.1 Kullamilan Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan aygicek asidik yagi Kirlangic Yag Fabrikasindan temin
edilmistir. Ay¢igek asidik yaginin esterlesme reaksiyonlarinda, Candida antarctica
orijinli Novozyme 435 mikrobiyal lipazi kullanilmis olup bu lipaz Novo Nordisk
A/S (Danimarka) firmasindan hediye edilmistir. Pozisyon seciciligi substratlara
bagli olan immobilize enzimin bazi reaksiyonlarda 1,3 pozisyon segiciligi
gosterirken, bazi reaksiyonlarda da pozisyon se¢iciligi gostermedigi belirtilmektedir.
Lipazin, 1-propanoliin lorik asitle esterlesmesi iizerinden firma tarafindan tayin
edilmis aktivite degeri Propil Laurat birimi olarak 7000 PLU/g’dir. Kullanilan
immobilize enzim %1-2 oraninda su igerigine sahiptir [23]. Kullanilan diger

kimyasal maddeler saf ve Merck {irliniidiir.
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3.2 Aycicek Asidik Yagimin Karakterizasyonu

Aycicek asidik yagmin yogunlugu, asit degeri, sabunlasma degeri ve sabunlasmayan
madde miktar1 standart yag analiz yontemleri ile belirlenmistir [24]. Bu o6zellikler
Tablo 3.1°de verilmistir. Asidik yagin, Ince Yiizey Kromatografisi-Alev Iyonizasyon
Dedektor (TLC-FID) kombine sistemi olan latroscan TH10 cihazi ile yapilan analizi
sonucunda agirlik %si olarak % 24.27 triagilgliserol (TAG), % 14.28 diagilgliserol
(DAG), % 5.88 monoagilgliserol (MAG), % 55.57 serbest yag asidi (FFA) icerdigi

belirlenmistir.

Tablo 3.1. Aygicek asidik yaginin ozellikleri.

Ozellikler Deger
Yogunluk (kg/m?) 323
Sabunlagsma Degeri (mg KOH/g ) 200.4
Asit Degeri (mg KOH/g) 109.5
Sabunlasmayan Madde Miktar1 (%oAgirlik) |2.25

Aygcigek asidik yagmin yag asidi bilesiminin kapiler gaz kromatografisi (CGC)
yontemi ile belirlenmesinde Hewlett-Packard 5890 Il (Hewlett Packard, Waldron,
Almanya) cihazi kullanilmistir [25]. Uygulanan kromatografik analiz kosullar1 Tablo
3.2’de, aycicek yaginin yag asitleri bilesimi ise Tablo 3.3’de verilmistir.

Tablo 3.2. Gaz kromatografisi analiz kosullari.

Dedektér tipi FIDW

Dedektor sicakligr (°C) 280

Enjektor tipi Dagitmali

Enjektor sicakligr (°C) 250

Gaz hizlar (mL/dk)

Tastyic1 gaz (N2) 4.5

Hidrojen 30

Hava 400

Dagitma orani 88:1

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

Kolon tipi Kapiler kolon
Ultra 1@

(1) Alev iyonizasyon dedektorii

(2) 25m*0.32mm, 0.52p kalinliginda %100 dimetil polisiloksan
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Tablo 3.3. Aycicek asidik yaginin toplam yag asidi bilesimi.

Yag asitleri % Agirhigt
14:0 0.1
16:0 8.0
18:0 4.6
18:1 13.0
18:2 71.6
20:1 0.2
20:0 0.5
Diger 2.0
>Doymuslar 13.2
Ydoymamuslar 84.8
3.3 Deney Diizenegi

Enzimatik esterlesme reaksiyonlari, su banyosu igine yerlestirilmis, 50 mL hacimli
dibi yuvarlak cam bir balonda gergeklestirilmistir. Su banyosunun sicakligi 6zel bir
isiticil manyetik  karistirict  (Frame-Geratetechnik M22/1 5655, Franz Morad
Eisenbach, Almanya) ile + 1°C hassasiyetle kontrol edilmistir. Deneysel ¢aligmalarda

karistirma hizi 800 dev/dak olarak sabit tutulmustur.

3.4 Aycicek Asidik Yaginin Enzimatik Esterlesme Reaksiyonu

Enzimatik esterlesme reaksiyonu i¢in 5 gram yag, belirli miktarda metanol (veya
farkli alkoller) ve 25 mL n-hekzan reaksiyon balonuna alinarak isitilmig ve karigim
istenilen sicakliga ulastiginda belirli miktarda enzim ilave edilerek reaksiyon
baslatilmistir. Bu kosullar altinda reaksiyon gerceklestirilirken belirli zaman
araliklarinda numuneler alinmistir (yaklasik 1 mL). Alinan numuneler 90°C
sicakliktaki su banyosunda 15 dakika bekletilerek enzimin inaktif hale gelmesi
saglanmigtir. Daha sonra iizerine 5 mL n-hekzan ve 2 mL distile su konulan
numuneler santrifiijlenerek yag ve su fazina ayrilmistir. Ayrilan n-hekzan i¢indeki
yag fazim1 kurutmak igin {lizerine susuz Na»SOs ilave edilmistir. Bu sekilde
hazirlanan numuneler lizerine 3 mL daha n-hekzan ilave edildikten sonra bilesimleri,
TLC-FID kombine sistemi ile belirlenmistir. Analiz isleminde yiiriitiicli sistem olarak
benzen:kloroform:asetik asit (hacmen 50:20:0.7) ve benzen:n-hekzan (hacmen
35:35) ikili sistemi kullanilmistir. Uriin bilesenlerinin yiiriimesi i¢in rodlar 23 dakika

birinci sistemde bekletildikten sonra 60°C’lik etiive (Rod Dryer TK 5 Iatron Lab.
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Inc., Tokyo, Japonya) konulmustur. Coziiciilerin u¢mast i¢in 2 dakika etiivde
bekletilen rodlar daha sonra ikinci sisteme alinarak bu sistemde 30 dakika
bekletilmistir. Tekrar 60°C’lik etiivde 2 dakika tutularak c¢oziiciilerin ug¢masi
saglanmistir. Orneklerin TLC-FID sistemindeki analizi i¢in hidrojen gaz1 debisi 160
ml/dak, hava debisi 2200 mL/dak ve tarama hiz1 30 s/tarama olarak secilmistir. Bu
kosullar altinda ¢alisilarak reaksiyon triinlerinin icerdigi metil esteri (ME) veya yag
asidi esteri (FAE), TAG, DAG, MAG ve FFA miktarlar1 agirlik yiizdesi olarak

belirlenmistir.

3.5 Aycicek Asidik Yaginin Esterlesme Reaksiyonunun Coziiciilii ve Coziiciisiiz

Ortamlarda Yiiritiillmesi

Aygigek asidik yaginin ¢oziiciisliz ve ¢oziiciilii ortamlarda esterlesme reaksiyonlari
gerceklestirilmistir. 50°C’de, 1/1 toplam yag asidi/metanol mol oraninda ve 0.10
enzim/yag agirlik oraninda, 5 g yag kullanilarak yiiriitiilen reaksiyonlarda ¢oziicii
ortami1 olarak 25 mL n-hekzan kullanilmistir. Elde edilen iiriinlerin metil ester
iceriginin zamana goére degisimi Tablo 3.4’de, iirlin bilesimlerinin zamana goére

degisimi ise Sekil 3.1-3.2 ve Ekler boliimiinde Tablo A.1-A.2°de verilmistir.

Tablo 3.4. Aygicek asidik yagimin ¢oziiciilii ve ¢oziiciisiiz ortamlarda gergeklestirilen
enzimatik esterlesme reaksiyonlarindan elde edilen {irlinlerin metil ester iceriginin
zamana gore degisimi (yag:5 g; toplam yag asidi/metanol mol orani:1/1; enzim/yag
agirlik oran1:0.10; sicaklik:50°C)

Zaman %ME (%Agirhik)
(saat) |Coziiciisiiz Ortam | Coziiciilii Ortam
0 10.18 2.02
1 47.00 62.99
2 48.71 60.45
3 46.06 61.69
4 47.17 59.37
7 41.66 53.79
24 40.46 54.98

Tablo 3.4’den goriildiigii gibi ¢oziiclilii ortamda c¢alisildiginda daha yiiksek ester
igerigi elde edilmistir. Coziiclisiiz ortamda ¢alisildiginda reaksiyon karisimi bir siire

sonra bulamag haline gelmis ve bu da numune almay1 zorlagtirmistir. Daha yiiksek
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ester igerigi elde edilmesi ve ¢alisma kolaylig1 saglamasi nedeniyle bundan sonraki

reaksiyonlar 25 mL n-hekzan igeren ¢oziicii ortaminda gergeklestirilmistir.
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Zaman(saat)
Sekil 3.1. Aycicek asidik yaginin enzimatik esterlesme reaksiyonunda iiriin
bilesiminin zamana goére degisimi. (toplam yag asidi/metanol mol orani: 1/1;
enzim/yag agirlik orani: 0.10; sicaklik: 50°C).

70
60 -

'\ > +
= 50 —e—ME
5 —8—TAG
< 40| —A—FFA
< —6— DAG
g —¥%— MAG
=2 30
m
520

10 —& A
AQ

0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 3 6 9 12 15 18 21 24

Zaman(saat)

Sekil 3.2. Aygicek asidik yagmin enzimatik esterlesme reaksiyonunda {iriin
bilesiminin zamana gore degisimi. (toplam yag asidi/metanol mol orani: 1/1;
enzim/yag agirlik orani: 0.10; sicaklik: 50°C; n-hekzan: 25 mL).
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3.6 Aycicek Asidik Yagimin Esterlesme Reaksiyonuna Siirenin Etkisi

Calismanin baglangicinda, esterlesme reaksiyonunu takip etmek igin, reaksiyon
karisimina enzim ilave edildikten sonra, 30 saniye karistirilan karigimdan 6rnek
alinmis ve bu an baglangi¢ zamani (sifirinci saat) olarak belirlenmistir. Daha sonra
her saat bast numune alinmis ve reaksiyon 24 saat devam ettirilmistir. Ancak
sonuglar incelendiginde reaksiyonun 1 saat icerisinde hizla ilerledigi daha sonra
hemen hemen sabit kaldigi, 24 saat sonunda ise distigi gozlenmistir. Bu
sonuglardan yola cikilarak, reaksiyonun vyiiriiylisiinii daha iyi takip edebilmek
amaciyla reaksiyon devam ederken, daha sik araliklarla 6rnekler alinmis ve analiz
edilmistir. Elde edilen iirlinlerin metil ester icerikleri Tablo 3.5’de, iiriin bilesiminin

zamana gore degisimi ise Sekil 3.3 ve Tablo A.3’de verilmistir.

Tablo 3.5. Aygicek asidik yaginin enzimatik esterlesme reaksiyonu sonucu elde
edilen iirlinlin metil ester iceriginin zamana goére degisimi (toplam yag asidi/metanol
mol orani:1/1; enzim/yag agirlik oran1:0.10; sicaklik:50°C; n-hekzan:25 mL)

Zaman | %ME (% Agirhk)
(dakika)
0 6.82
5 24.19
10 33.05
15 39.80
20 45.73
30 53.67
45 52.28
60 55.25
90 54.45
120 54.13
150 53.42
180 53.40
210 55.16
240 53.17
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Sekil 3.3. Aycicek asidik yaginin enzimatik esterlesme reaksiyonunda iirlin
bilesiminin zamana goére degisimi. (toplam yag asidi/metanol mol orani: 1/1;
enzim/yag agirlik orani: 0.10; sicaklik: 50°C; n-hekzan: 25 mL).

Tablo 3.5’den goriildiigli gibi 90 dakikaya kadar iirlinlin metil ester icerigi artmis

daha sonra hemen hemen sabit kalmistir. Bu nedenle, zaman ve enerji a¢isindan daha

ekonomik olacagindan optimum reaksiyon siiresi 90 dakika olarak secilmistir.

3.7 Aycicek Asidik Yagimin Esterlesme Reaksiyonuna Molekiiler Elek

Kullaniminin Etkisi

Bilindigi gibi esterlesme reaksiyonu sonucunda ana lriin olarak ester olusurken
yaninda su da olusmaktadir ve verimi artirmak i¢in suyun ortamdan uzaklastirilmasi
gerekmektedir. Ancak enzimatik reaksiyonlarda ortamda bir miktar suyun bulunmasi
enzimin aktivite gdstermesi i¢in gereklidir. Bu bdliimde fazla suyun molekiiler elek
tarafindan tutulmasinin enzimatik esterlesme reaksiyonuna etkisinin olup olmadigim
gormek amaciyla reaksiyonlar gergeklestirilmistir. Reaksiyon 50°C’de, 1/1 toplam
yag asidi/metanol mol oraninda, 0.10 enzim/yag agirlik oraninda, 25 mL n-hekzan
ortaminda 30 dakika yiiriitiilmiis ve bu siire sonunda reaksiyon karigimina 110°C’lik
etlivde 24 saat kurutularak hazirlanan 0.1 g molekiiler elek ilave edilmistir. Elde
edilen sonuclar Tablo 3.6°da, iirlin bilesiminin zamana gore degisimi Sekil 3.4-3.5°de

ve Tablo A.4-A.5’de verilmistir.
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Tablo 3.6. Aycicek asidik yagmin molekiiler elek kullanilarak ve kullanilmadan
gerceklestirilen enzimatik esterlesme reaksiyonlarindan elde edilen iiriinlerin metil
ester igeriklerinin zamana gore degisimi (toplam yag asidi/metanol mol orani:1/1;
enzim/yag agirlik orani:0.10, sicaklik:50°C; n-hekzan:25 mL; molekiiler elek
miktari: 0.1 g)

Zaman %ME (%Agirlik)
(dakika) | Molekiiler Molekiiler
Elek yok Elek var

0 4.13 3.45
5 16.76 14.65
10 29.11 26.39
15 38.27 34.43
20 43.33 43.05
30 52.12 53.29
45 51.72 55.91
60 57.83 54.98
90 58.36 57.29

Elde edilen sonuglar incelendiginde molekiiler elek kullanmanin iiriinlerin metil ester
icerigini etkilemedigi goriilmiistiir. Buna neden olarak olusan suyun hidroliz
reaksiyonuna neden olacak kadar fazla olmamasi ve verimi etkilememesi
gosterilebilir. Bu nedenle daha sonraki calismalara molekiiler elek kullanilmadan

devam edilmistir.
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Sekil 3.4. Aygicek asidik yagmin enzimatik esterlesme reaksiyonunda {iriin
bilesiminin zamana gore degisimi. (toplam yag asidi/metanol mol orani: 1/1;
enzim/yag agirlik orani: 0.10; sicaklik: 50°C; n-hekzan: 25 mL; molekiiler elek
miktar1:0.1 g).
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Sekil 3.5. Aycicek asidik yaginin enzimatik esterlesme reaksiyonunda iirlin
bilesiminin zamana goére degisimi. (toplam yag asidi/metanol mol orani: 1/1;
enzim/yag agirlik orani: 0.10; sicaklik: 50°C; n-hekzan: 25 mL).

3.8 Aycicek Asidik Yaginin Esterlesme Reaksiyonuna Toplam yag asidi/Metanol
Mol Oranimin Etkisi

Aycicek asidik yaginin enzimatik esterlesme reaksiyonuna toplam yag asidi/metanol
mol oranmin etkisini incelemek amaciyla reaksiyonlar gerceklestirilmistir. 50°C’de,
0.10 enzim/yag agirhk oraninda ve 5 g asidik yag kullanmilarak yiiriitiilen
reaksiyonlarda toplam yag asidi/metanol mol oranlar1 1/0.5, 1/1, 1/2 ve 1/3 olarak
degistirilmistir. Bu reaksiyonlar sonucunda elde edilen tiriinlerin metil ester icerikleri
Tablo 3.7’de, iirlin bilesimlerinin zamana gére degisimi ise Sekil 3.5-3.8 ve Tablo
A.5-A.8’de verilmistir.
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Tablo 3.7. Farkli toplam yag asidi/metanol mol oranlarinda gergeklestirilen
enzimatik esterlesme reaksiyonlarindan elde edilen liriinlerin metil ester igeriklerinin
agirlik %’si olarak zamana gore degisimi (yag miktari:5 g; enzim/yag agirhik
orani:0.10; sicaklik:50°C; n-hekzan:25 mL)

Zaman Toplam yag asidi/Metanol Mol
(dakika) Orani
1/0.5 1/1 1/2 1/3
0 4.19 4.13 4.56 1.92
5 25.04 16.76 10.40 6.68
10 32.07 29.11 15.00 8.97
15 33.75 38.27 16.44 10.70
20 34.22 43.33 18.70 10.62
30 33.34 52.12 19.40 10.37
45 32.38 51.72 21.44 10.94
60 34.38 57.83 21.50 10.41
90 33.10 58.36 21.89 11.41

Tablo 3.7°den de goriildigi gibi en yiiksek metil ester igerigi Toplam yag
asidi/metanol mol orani 1/1 oldugunda elde edilmistir. Toplam yag asidi/metanol mol
orani 1/2 ve 1/3’e ¢ikarildiginda iiriinlerin ester icerikleri diismiistiir. Bunun nedeni
ortamdaki metanol miktarin, kullanilan immobilize enzimin stabilitesini saglayan
gerekli su tabakasini bozacak kadar fazla olmasi seklinde agiklanabilir [14,15].
Toplam yag asidi/metanol mol orani 1/0.5’¢e diistiriildiigiinde triinlerin ester igerikleri
diismiistiir. Bunun, ortamdaki metanoliin esterlesme reaksiyonu i¢in yeterli miktarda

olmamasindan kaynaklandig: diistintilmektedir.
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Sekil 3.6. Aycicek asidik yaginin enzimatik esterlesme reaksiyonunda (iiriin

bilesiminin zamana gore degisimi. (toplam yag asidi/metanol mol orani: 1/0.5;

enzim/yag agirlik orani: 0.10; sicaklik: 50°C; n-hekzan: 25 mL).
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Sekil 3.7. Aycicek asidik yaginin enzimatik esterlesme reaksiyonunda iirlin
bilesiminin zamana goére degisimi. (toplam yag asidi/metanol mol orani: 1/2;
enzim/yag agirlik orani: 0.10; sicaklik: 50°C; n-hekzan: 25 mL).
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Sekil 3.8. Aycicek asidik yaginin enzimatik esterlesme reaksiyonunda {iriin
bilesiminin zamana gore degisimi. (toplam yag asidi/metanol mol orani: 1/3;
enzim/yag agirlik orani: 0.10; sicaklik: 50°C; n-hekzan: 25 mL).
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3.9 Aycicek Asidik Yagimin Esterlesme Reaksiyonuna Enzim Miktariin
Etkisi

Bu boliimde enzim miktarinin esterlesme reaksiyonuna etkisini incelemek igin
deneyler yapilmistir. 50°C’de, 5 g yag ve 1/1 toplam yag asidi/metanol mol oraninda
gerceklestirilen reaksiyonlarda enzim/yag agirlik oranlar1 0.05, 0.10, 0.15, 0.20 ve
0.25 olarak degistirilmistir. Elde edilen {iriinlerin metil ester igerikleri Tablo 3.8’de,
tirtin bilesimlerinin zamana gore degisimi ise Sekil 3.5, 3.9-3.12 ve Tablo A.5, A.9-

A.12°de verilmistir.

Tablo 3.8. Farkli enzim miktarlarinda gergeklestirilen esterlesme reaksiyonlarinda
elde edilen iriinlerin metil ester iceriklerinin agirlik %’si olarak zamana gore
degisimi (yag miktar1:5 g; toplam yag asidi/metanol mol orani:1/1; sicaklik:50°C; n-
hekzan:25 mL)

Zaman Enzim/Yag Agirhk Orani

(dakika) [ 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25
0 1.25 4.13 417 9.90 10.94
5 6.09 16.76 23.86 42.45 46.87
10 10.02 29.11 47.95 53.35 57.55
15 13.20 38.27 49.52 53.57 57.03
20 14.59 43.33 56.55 55.87 60.09
30 15.80 52.12 58.00 60.84 62.17
45 18.29 51.72 60.27 58.91 61.89
60 18.83 57.83 60.19 58.61 61.78
90 21.81 58.36 62.74 60.98 61.73

Elde edilen sonuclar incelendiginde enzim/yag agirlik orani artik¢a reaksiyonun daha
hizli gergeklestigi ve daha kisa siirede yiiksek ester icerigine ulasildigi goriilmiistiir.
Enzim/yag agirlik orani 0.15 iken 45 dakikada ulasilan ester igerigine, bu oran 0.20
iken 30 dakikada, 0.25 iken 20 dakikada ulasilmistir. Fakat 0.15, 0.20, 0.25
enzim/yag agirlik oranlarinda calisildiginda 90 dakikalik reaksiyon sonunda elde
edilen triinlerin metil ester icerikleri hemen hemen aynidir. Bilindigi gibi enzimler
uzun teknolojik islemler sonucunda elde edilen pahali katalizorlerdir. Bu nedenle
elde edilen sonucglara ekonomik yonden bakildiginda, en uygun enzim/yag agirlik

oraninin 0.15 olmasi gerektigine karar verilmistir.
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Sekil 3.9. Aycicek asidik yaginin enzimatik esterlesme reaksiyonunda iirlin
bilesiminin zamana goére degisimi. (toplam yag asidi/metanol mol orani: 1/1;
enzim/yag agirlik orani: 0.05; sicaklik: 50°C; n-hekzan: 25 mL).
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Sekil 3.10. Aygigek asidik yaginin enzimatik esterlesme reaksiyonunda {iriin
bilesiminin zamana goére degisimi. (toplam yag asidi/metanol mol orani: 1/1;
enzim/yag agirlik orani: 0.15; sicaklik: 50°C; n-hekzan: 25 mL).
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Sekil 3.11. Aygicek asidik yaginin enzimatik esterlesme reaksiyonunda iiriin
bilesiminin zamana goére degisimi. (toplam yag asidi/metanol mol orani: 1/1;
enzim/yag agirlik orani: 0.20; sicaklik: 50°C; n-hekzan: 25 mL).
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Sekil 3.12. Aygigek asidik yaginin enzimatik esterlesme reaksiyonunda {iriin
bilesiminin zamana gore degisimi. (toplam yag asidi/metanol mol orani: 1/1;
enzim/yag agirlik orani: 0.25; sicaklik: 50°C; n-hekzan: 25 mL).
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3.10 Aycicek Asidik Yaginin Esterlesme Reaksiyonuna Sicakhigin Etkisi

Lipaz enzimlerinin protein yapisindan dolayi, lipaz enzimi iizerinde sicakligin ¢ok
onemli bir etkisi vardir. Lipaz enzimlerinin genel olarak 35-60°C’ler arasinda
aktivite gosterdikleri belirtilmekte ise de maksimum aktivite sicakligi lipaz enziminin
cinsine gore farklilik gosterir [26,27]. Calismanin bu bdliimiinde, kullanilan
Novozym 435 mikrobiyal lipazinin aygicek asidik yaginin esterlesme reaksiyonunda
en yiiksek aktivite gosterdigi sicakligl bulmak amaciyla deneyler gerceklestirilmistir.
1/1 Toplam yag asidi/metanol mol oraninda ve 0.15 enzim/yag agirlik oraninda
gerceklestirilen reaksiyonlarda sicakliklar 30°C, 40°C, 50°C, 60°C ve 70°C olarak
degistirilmistir. Elde edilen tirlinlerin metil ester igerikleri Tablo 3.9°da, {iriin
bilesimlerinin zamana gore degisimi ise Sekil 3.10, 3.13-3.16 ve Tablo A.10, A.13-
A.16°da verilmistir.

Tablo 3.9. Farkli sicakliklarda gergeklestirilen aygigek asidik yaginin enzimatik
esterlesme reaksiyonlarindan elde edilen iiriinlerin metil ester igeriklerinin agirlik
%’si olarak zamana gore degisimi (toplam yag asidi/metanol mol orani:1/1;
enzim/yag agirlik oran1:0.15; n-hekzan:25 mL)

Zaman Sicakhik

(dakika) 30°C 40°C 50°C 60°C 70°C
0 3.15 4.30 4.17 7.70 8.69
5 19.55 23.85 23.86 28.82 10.47
10 29.40 45.91 47.95 41.04 0.01
15 36.00 52.68 49.52 51.08 9.56
20 48.31 58.89 56.55 54.98 10.88
30 55.57 59.90 58.00 55.13 10.61
45 58.13 62.87 60.27 56.19 10.62
60 55.94 64.07 60.19 55.30 9.66
90 58.21 63.65 62.74 55.95 9.30

Tablo 3.9’dan goriildiigii gibi en yiiksek ester igerigi 40°C’de gergeklestirilen
reaksiyonda elde edilmistir. Sicaklik 40°C’nin iizerine ¢ikarildiginda ester iceriginin
diistiigii goriilmiistiir. Buna neden olarak sicakligin artmasi ile enzim aktivitesinin
olumsuz yonde etkilenmesi gosterilebilir. Bilindigi gibi ayni enzim i¢in optimum
aktivite gosterecegi sicaklik kullanilan reaksiyona ve reaktanlarin ¢esidine gore de
farklilik gosterebilmektedir. Pamuk yagiin, metanoliz reaksiyonunda kullanilan
Novozym 435 mikrobiyal lipazi i¢in optimum sicaklik 50°C olarak belirtilirken

yemeklik yagin biyodizele doniisiimiiniin incelendigi bir diger ¢alismada ise ayni
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enzim igin optimum sicakligin 30°C oldugu bildirilmektedir [14,28]. Bu g¢alismada

ise Novozym 435 mikrobiyal lipaz1 i¢in optimum sicaklik 40°C olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.13. Aycicek asidik yaginin enzimatik esterlesme reaksiyonunda {iriin

bilesiminin zamana goére degisimi. (toplam yag asidi/metanol mol orani: 1/1;
enzim/yag agirlik orani: 0.15; sicaklik: 30°C; n-hekzan: 25 mL).
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Sekil 3.14. Aygcicek asidik yaginin enzimatik esterlesme reaksiyonunda iirlin

bilesiminin zamana goére degisimi. (toplam yag asidi/metanol mol orani: 1/1;
enzim/yag agirlik orani: 0.15; sicaklik: 40°C; n-hekzan: 25 mL).
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Sekil 3.15. Aygicek asidik yaginin enzimatik esterlesme reaksiyonunda iiriin
bilesiminin zamana goére degisimi. (toplam yag asidi/metanol mol orani: 1/1;
enzim/yag agirlik orani: 0.15; sicaklik: 60°C; n-hekzan: 25 mL).
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Sekil 3.16. Aygigek asidik yaginin enzimatik esterlesme reaksiyonunda {iriin
bilesiminin zamana gore degisimi. (toplam yag asidi/metanol mol orani: 1/1;
enzim/yag agirlik orani: 0.15; sicaklik: 70°C; n-hekzan: 25 mL).
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3.11 Aygcicek Asidik Yagmin Farkhh Alkollerle Enzimatik Esterlesme

Reaksiyonlarinin Incelenmesi

Esterlesme reaksiyonlarinda kullanilan alkol c¢esidinin reaksiyonu etkiledigi
bilinmektedir [1,16,20]. Calismanin bu boliimiinde, aycicek asidik yaginin metanol
ile yliriitiilen enzimatik esterlesme reaksiyonu i¢in belirlenen optimum ¢alisma
kosullarinda, aygicek asidik yagi ile farkli alkollerin enzimatik esterlesme
reaksiyonlart gergeklestirilmistir. 40°C’de, 1/1 toplam yag asidi/alkol mol oraninda
ve 0.15 enzim/yag agirlik oraninda 25 mL n-hekzan ortaminda gerceklestirilen
reaksiyonlarda alkol olarak 1-propanol, n-biitil alkol, izo-biitil alkol, n-amil alkol,
izo-amil alkol ve n-oktanol kullanilmistir. Elde edilen ester tiriiniiniin FAE igeriginin,
alkol cinsine bagli olarak zaman goére degisimi Tablo 3.10 ve Sekil 3.17°de
verilmigtir. Ayrica iiriin bilesimlerinin zamana gore degisimleri ise Sekil 3.14, 3.18-

3.23 ve Tablo A.14, A.17-A.22’de verilmistir.

Tablo 3.10. Aygicek asidik yagmin farkli alkollerle gercgeklestirilen enzimatik
esterlesme reaksiyonlarinda elde edilen iiriinlerin yag asidi ester igeriklerinin agirlik
%/’si olarak zamana goére degisimi (yag:5 g; toplam yag asidi/alkol mol orani:1/1;
enzim/yag agirlik oran1:0.15; sicaklik:40°C; n-hekzan:25 mL)

Zaman | Metanol |1-Propanol| n-Biitil | 1zo-Biitil| n-Amil | Izo-Amil | n-Oktanol
(dakika) Alkol | Alkol Alkol Alkol
0 4.30 3.75 3.88 541 7.31 8.40 10.02
5 23.85 25.32 29.56 | 27.33 31.18 37.60 44.55
10 4591 50.03 45.13 | 45.93 55.96 56.75 57.35
15 52.68 52.79 51.72 | 52.46 58.62 58.73 61.37
20 58.89 57.38 59.68 | 63.55 63.14 60.87 67.59
30 59.90 59.87 63.32 | 64.83 66.71 68.37 69.53
45 62.87 62.44 63.69 | 64.83 66.54 69.24 70.51
60 64.07 65.75 63.74 | 66.60 67.45 70.81 71.60
90 63.65 66.93 68.78 | 69.45 70.44 70.77 72.44
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Sekil 3.17. Aygigek asidik yaginin fakli alkollerle enzimatik esterlesme reaksiyonu
sonucu elde edilen ester lirlin miktarina alkol cinsinin etkisi (toplam yag asidi/alkol
mol orani: 1/1; enzim/yag agirlik orani: 0.15; sicaklik: 40°C; n-hekzan: 25 mL)
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Sekil 3.18. Aycicek asidik yaginin enzimatik esterlesme reaksiyonunda iirlin
bilesiminin zamana gore degisimi. (toplam yag asidi/alkol mol orani: 1/1; enzim/yag
agirlik orani: 0.15; sicaklik: 40°C; n-hekzan: 25 mL; alkol: 1-propanol).
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Sekil 3.19. Aycicek asidik yaginin enzimatik esterlesme reaksiyonunda iiriin
bilesiminin zamana gore degisimi. (toplam yag asidi/alkol mol orani: 1/1; enzim/yag
agirlik orani: 0.15; sicaklik: 40°C; n-hekzan: 25 mL; alkol: n-biitil alkol).

Elde edilen sonuglar incelendiginde kullanilan alkoliin karbon zinciri uzadikg¢a elde
edilen iirlinlerin ester iceriginin de arttig1 goriilmiistiir. Tablo 3.10°dan da goriildigi
gibi en yiiksek ester igerigi n-oktanol kullanildiginda elde edilmistir. Bu sonuglar
literatlirle uyum gostermektedir [16,20]. Elde edilen sonuglara gére Novozym 435
mikrobiyal lipazinin uzun zincirli alkollere karsi bir substrat seciciliginden
bahsedilebilir ancak kesin bir sonuca varmak i¢in daha uzun zincirli alkollerle de
calismalarin yiiriitiilmesi gerekmektedir. Izo-biitil alkol ve izo-amil alkol dallanmus
yapidaki alkollerdir. Tablo 3.10°dan goriildiigli gibi karbon zincirindeki dallanmanin
irlinlerin ester igerigine etkisi olmamistir. n-biitil alkol kullanildiginda elde edilen
ester icerigi, izo-biitil alkol kullanildiginda elde edilen ester icerigiyle hemen hemen

aynidir. Ayni durum n-amil alkol ve izo-amil alkol igin de gegerlidir.
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Sekil 3.20. Aygicek asidik yaginin enzimatik esterlesme reaksiyonunda {iriin
bilesiminin zamana gore degisimi. (toplam yag asidi/alkol mol orani: 1/1; enzim/yag
agirlik orani: 0.15; sicaklik: 40°C; n-hekzan: 25 mL; alkol: izo-biitil alkol).
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Sekil 3.21. Aygigek asidik yaginin enzimatik esterlesme reaksiyonunda iiriin
bilesiminin zamana gore degisimi. (toplam yag asidi/alkol mol orani: 1/1; enzim/yag
agirlik orani: 0.15; sicaklik: 40°C; n-hekzan: 25 mL; alkol: n-amil alkol).
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Sekil 3.22. Aygigek asidik yaginin enzimatik esterlesme reaksiyonunda iiriin
bilesiminin zamana gore degisimi. (toplam yag asidi/alkol mol orani: 1/1; enzim/yag
agirlik orani: 0.15; sicaklik: 40°C; n-hekzan: 25 mL; alkol: izo-amil alkol).
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Sekil 3.23. Aygcicek asidik yaginin enzimatik esterlesme reaksiyonunda iiriin
bilesiminin zamana gore degisimi. (toplam yag asidi/alkol mol oran1: 1/1; enzim/yag
agirhik orani: 0.15; sicaklik: 40°C; n-hekzan: 25 mL; alkol: n-oktanol).
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3.12. Aycicek Asidik Yagmin Metanol ile Kademeli Enzimatik Esterlesme

Reaksiyonlarinin Incelenmesi

Calismanin bu kisminda, literatiir aragtirmalar1 sonuglarina dayanarak aygicek asidik
yaginin enzimatik esterlesme reaksiyonu kademeli olarak gerceklestirilmistir
[14,15,18]. Bu amagla daha once belirlenen optimum reaksiyon kosullarinda (40°C,
0.15 enzim/yag agirlik orani, 25 mL n-hekzan) yiiriitiilen esterlesme reaksiyonu 90
dakika optimum metanol miktarinda (1/1 toplam yag asidi/metanol mol orani)
gergeklestirilmistir. Daha sonra ayni miktarda metanol (1/1 toplam yag
asidi/metanol) reaksiyon karisimina ilave edilmis ve esterlesme reaksiyonu 90 dakika

daha devam ettirilmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 3.11°de goriilmektedir.

Tablo 3.11. Metanolle gergeklestirilen iki kademeli esterlesme reaksiyonunda {iriin
bilesiminin zamana gore degisimi (enzim/yag agirlik orani: 0.15; sicaklik: 40°C; n-
hekzan: 25 mL; toplam yag asidi/metanol mol orani: 1.kademe: 1/1, 2.kademe:1/1 ).

Zaman Uriin Bilesimi(%Agirhk)
(dakika) |Sabunlasmayan ME TAG FFA DAG MAG
Madde

0 1.17 4.60 22.94 50.30 11.73 8.07
5 - 19.43 23.18 36.87 11.20 9.31
10 1.40 35.03 24.27 25.66 7.63 6.01
15 - 41.49 25.93 19.00 7.87 5.70
20 1.68 47.38 24.58 13.79 7.95 4.61
30 1.78 54.92 27.71 8.07 3.06 4.45
45 - 62.14 25.62 6.48 2.50 3.26
60 - 62.66 26.38 5.70 2.18 3.07
90 2.13 62.29 25.11 6.68 - 3.79
91 1.48 60.76 25.92 6.28 2.20 4.84
95 - 61.63 27.79 6.99 - 3.59

100 - 65.51 28.15 6.34 - -
105 - 64.52 28.15 5.32 - 2.00
110 - 64.14 26.92 6.39 - 2.55
120 - 63.03 26.59 6.41 1.65 2.32
135 - 64.18 28.07 5.76 - 1.99
150 - 65.54 26.56 5.02 - 2.87
180 - 64.82 25.37 5.02 1.86 2.93

Tablo 3.11 incelendiginde metil ester {irliniinlin ester miktarinin optimum kosullarda
metanoliin tek seferde ilave edildigi reaksiyonda elde edilen miktarla hemen hemen
aynt oldugu goriilmektedir (Tablo 3.10). Ancak bu reaksiyonda toplam yag

asidi/metanol mol orani iki kademe sonucunda 1/2 toplam yag asidi/metanol mol
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oranina tekabiil etmektedir. Elde edilen sonuglara gére metanolii kademeli ilave
etmenin enzimin inaktivasyonunu onleyebildigini sOyleyebiliriz. Ayni1 reaksiyon
kosullar1 olmamasina ragmen Bolim 3.8’de 1/2 toplam yag asidi/metanol mol
oraninda c¢alisilan reaksiyon incelendiginde, ayni miktarda metanolii, tek kademede

ilave etmenin enzimi inaktive ettigi ve ester miktarini diistirdiigii goriilebilir.

Optimum metanol miktarinin iki kademede ilave edilmesi ile elde edilen sonuglarin
fazla degismemesi nedeniyle ¢alismanin bu agsamasinda optimum metanol miktariin
once 1/3’1, daha sonra 2/3’1i ve son asamada tekrar 1/3’ii kadar metanol reaksiyona
ilave edilmistir. ilk kademe 6 saat, ikinci kademe 21 saat ve son kademe ise tekrar 21
saat devam ettirilmistir. Toplam siirenin 48 saat oldugu reaksiyondan elde edilen

sonuclar Tablo 3.12’de verilmistir.

Tablo 3.12. Metanolle gerceklestirilen {i¢ kademeli esterlesme reaksiyonunda {iriin
bilesiminin zamana gore degisimi (enzim/yag agirlik orani: 0.15; sicaklik: 40°C; n-
hekzan: 25 mL; toplam yag asidi/metanol mol orani: 1.kademe: 3/1, 2.kademe:3/2,
3.kademe:3/1).

Zaman Uriin Bilesimi(%Agirhk)
(saat) |Sabunlasmayan| ME TAG FFA DAG MAG
Madde

0 - 6.51 23.18 49.10 11.70 9.51
0.5 - 21.66 23.29 41.73 7.02 6.29
1 - 22.63 24.81 42.08 5.16 5.31
2 - 21.00 23.81 40.80 7.41 6.98
3 1.45 21.38 24.58 42.40 5.20 5.58
4 1.58 21.98 26.70 42.70 4.46 2.57
6 - 21.62 27.11 33.93 11.35 5.99
6.016 - 38.59 24.04 19.72 12.15 5.50
7 - 46.44 25.14 18.62 6.25 3.54
9 - 49.13 26.24 15.60 4.59 4.44
24 - 56.76 25.35 8.36 4.75 477

27 1.67 57.25 26.83 10.25 3.99 -
27.016 1.57 56.84 29.23 7.83 1.29 3.24
27.5 1.51 59.92 24.62 7.4 3.07 3.48
28 1.85 59.25 25.38 7.94 2.21 3.35
31 1.76 59.58 24.43 8.51 2.16 3.55
48 1.82 56.45 26.39 12.75 - 2.59

Sonuglar incelendiginde esterlesme reaksiyonunun kademeli olarak yiiriitiilmesinin
reaksiyon i¢in olumlu bir etkisinin olmadigl sonucuna varilmistir. Ancak bundan

sonra yapilacak kademeli calisma igin literatiirde belirtilen dolgulu kolon tipi
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reaktorlerde reaksiyonlarin yiiriitiilmesi ile sonuglarda bir degisiklik olabilecegi

distiniilmektedir [18].
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4. SONUCLAR VE ONERILER

Bu c¢alismada, aygig¢ek asidik yaginin Novozym 435 mikrobiyal lipazi varliginda
enzimatik esterlesme reaksiyonu incelenmistir. Calismada varillan sonug,

degerlendirme ve Oneriler asagida siralanmaistir:

1. Enzimatik esterlesme reaksiyonlar1 ¢oziiciilii ve ¢ozliciisiiz ortamlarda yiiriitilmiis
ve c¢oziicii olarak n-hekzan (25 mL) kullanildiginda ester veriminin arttigi
goriilmustiir. Daha sonraki ¢aligmalarda farkli ¢oziiciilerle ayni kosullarda
yiirlitiilecek esterlesme reaksiyonlari ile ¢oziicli cinsinin esterlesme reaksiyonuna

etkisinin incelenmesi faydali olacaktir.

2. Esterlesme reaksiyonuna reaksiyon siiresinin etkisi incelenmis ve 90 dakikadan
sonra ester iiriin bilesiminin hemen hemen sabit kaldig1 gozlenmistir. Reaksiyon

siiresi 90 dakika olarak belirlenmistir.

3. Esterlesme reaksiyonu sirasinda olusan suyu uzaklastirmak i¢in reaksiyon
karisimina 30 dakikadan sonra molekiiler elek ilave edilmistir. Ancak elde edilen
sonuglar molekiiler elek kullaniminin esterlesme verimi {izerinde bir etkisinin

olmadigin1 géstermistir.

4. Aygigek asidik yag1 ve metanol arasindaki enzimatik esterlesme reaksiyonu i¢in en
uygun toplam yag asidi/metanol mol oraninin 1/1 oldugu belirlenmistir. Metanol
miktar arttikga ester veriminin diistiigii goriilmiistiir. Bu, literatiirde de belirtildigi
gibi ortamdaki metanol fazlasinin kullanilan enzimi inaktive etmesinden

kaynaklanmaktadir.

5. Enzim miktar1 arttikga {riinlerin ester igerikleri ve reaksiyon hizi artmistir.
Enzim/yag agirlik oran1 0.20 ve 0.25 oldugunda reaksiyon hizinin 0.15 oranina gore
daha yiikksek oldugu  gorilmiistiir. Ancak durum ekonomik yo6nden
degerlendirildiginde en uygun enzim/yag agirlik orani 0.15 olarak belirlenmistir.

Ciinkii enzimler oldukg¢a yiiksek maliyet gerektiren katalizorlerdir.
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6. Novozym 435 mikrobiyal lipazinin katalitik etkisi altinda farkli sicakliklarda
yiiriitiilen esterlesme reaksiyonlart sonucunda kullanilan enzim i¢in optimum sicaklik

40°C olarak belirlenmistir.

7. Aycicek asidik yaginin metanol ile enzimatik esterlesme reaksiyonu i¢in belirlenen
optimum reaksiyon kosullarinda, farkli zincir uzunluklarina sahip alkollerle
esterlesme reaksiyonlar yiiriitiilmiis ve en yliksek ester igerigi (%72.4) n-oktanol ile
elde edilmistir. Kullanilan alkoliin karbon zincir uzunlugu arttik¢a elde edilen
tirlinlerin ester igeriklerinin arttig1 ancak karbon zincirindeki dallanmanin tirtinlerin

ester igerigini etkilemedigi goriilmiistiir.

8. Aycicek asidik yaginin metanol ile kademeli enzimatik esterlesme reaksiyonlari
incelenmistir. Ancak stokiometrik toplam yag asidi/metanol mol oraninin iki defa
kademeli olarak reaksiyon ortamina ilave edilmesinin ester {irlin bilesimine etki
etmedigi goriilmistiir. Stokiometrik toplam yag asidi/metanol mol oraninin, 6nce
1/3’1 kadar (6 saat), daha sonra 2/3°1 kadar (27 saat) ve son kademede 1/3’1i kadar
metanol (48 saat) {i¢ kademede reaksiyona ilave edilerek esterlesme reaksiyonu
gerceklestirilmistir. Ancak toplam reaksiyon siiresinin 48 saat oldugu ¢alismada elde

edilen {iriiniin ester igeriginin diistigl goriilmiistiir.
9. Gergeklestirilen reaksiyonlarda iirlinlerin TAG igeriklerinde diisme goriilmemistir.

10. Bu calismada Novozym 435 mikrobiyal lipazinin aycgicek asidik yaginin
esterlesme reaksiyonu tizerindeki katalitik etkisi incelenmistir. Bu konuda daha sonra
yapilacak ¢aligmada farkli enzimlerin reaksiyon hizina olan etkisini incelemek yararl
olacaktir. Boylece farkli enzimler kullanilarak esterlesme veriminin artirilmasi ve
aycicek asidik yagi icinde bulunan triagilgliserollerin alkolizi miimkiin olabilir. Yag
asidi esterleri triagilgliserollere gore ¢cok daha diisiik kaynama noktasina sahiptirler.
Bu ozellikten yararlanilarak esterleri distilasyon ile saf olarak kazanmak da

mumkindiir.

46



KAYNAKLAR

[1] Ghosh, S., Bhattacharyya, D.K., 1995. Utilization of Acid Oils in Making
Valuable Products by Microbial Lipase Technology, J. Am. Oil Chem.
Soc., Vol. 72, 1541-1544

[2] Mert, S., 1994. Gliserinin Yag Asitleri ile Corekotu Tohumu Varliginda
Enzimatik Esterlesme Reaksiyonunun Incelenmesi, Yiiksek Lisans Tezi,
Istanbul Teknik Universitesi, Kimya Miihendisligi Boliimii, Istanbul

[3] Kurt,G., 1997. Aycicek Yaginin Dogrudan Alternatif Yakit Olarak
Degerlendirilmesi, Yiiksek Lisans Tezi, Istanbul Teknik Universitesi,
Kimya Miihendisligi Béliimii, Istanbul

[4] Bor, T., 1988. Hint Tohumu Lipaz: ile Bitkisel Yaglarin Enzimatik Hidrolizi,
Yiiksek Lisans Tezi, , Istanbul Teknik Universitesi, Kimya Miihendisligi
Bolimii, Istanbul

[5] Pattison, S.E., 1968. Fatty Acids and Their Industrial Applications, pp. 48-57,
Markel Dekker, Inc., New York

[6] Kirk, R.E., Othmer, D.F., 1965. Encylopedia of Chemical Technology, Vol.8,
pp. 313-315, 357-363, 374-375, 818-820, Interscience Publishers a
Division of John Wiley and Sons Inc., New York

[7] Bailey, A.E., 1996. Bailey’s Industrial Oil and Fat Products, Vol.5, pp.46-52, A
Wiley-Interscience Publication, John Wiley and Sons Inc., New York,
Chishester, Brisbane, Toronto, Singapore

[8] Bailey, A.E., 1982. Bailey’s Industrial Oil and Fat Products, Vol. 2, pp. 127-133,
A Wiley-Interscience Publication, John Wiley and Sons Inc., New York,
Chishester, Brisbane, Toronto, Singapore

[9] Mukherjee, K.D., 1990. Lipase-Catalyzed Reactions for Modification of Fats
and Other Lipids, Biocatalysis, Vol.3, 277-293

[10] Tiiter, M., 1998. Castor Bean Lipase as a Biocatalyst in the Esterification of
Fatty Acids to Glycerol, J. Am. Oil Chem. Soc., Vol. 75, 417-420

[11] Mert, S., Dandik, L., Aksoy, H.A., 1995. Production of Glycerides from
Glycerol and Fatty Acids by Native Lipase of Nigella sativa Seed, Appl.
Biochem. Biotechnol., Vol. 50, 333-342

[12] Ducret, A., Giroux, A., Trani, M., Lortie, R., 1995. Enzymatic Preparation of
Biosurfactants from Sugar or Sugar Alcohols and Fatty Acids in Organic
Media Under Reduced Pressure, Biotechnol. Bioeng., VVol. 48, 214-221

[13] Pepin, P., Lortie, R., 1999. Influence of Water Activity on the Enantioselective
Esterification of (R, S)-1buprofen by Candida antarctica Lipase B in
Solventless Media, Biotechnol. Bioeng., Vol. 63, 502-505

47



[14] Shimada, Y., Watanabe, Y., Samukawa, T., Sugihara, A., Noda, H.,
Fukuda, H., Tominaga, Y., 1999. Conversion of Vegetable QOil to
Biodiesel Using Immobilized Candida antarctica Lipase, J. Am. Qil
Chem. Soc., Vol. 76, 789-793

[15] Watanabe, Y., Shimada, Y., Sugihara, A., Noda, H., Fukuda, H., Tominaga,
Y., 2000. Continuous Production of Biodiesel Fuel from Vegetable Oil
Using Immobilized Candida antarctica Lipase, J. Am. Oil Chem. Soc.,
Vol.77, 355-360

[16] Awang, R., Basri, M., Ahmad, S., Salleh, A.B., 2000. Enzymatic Esterification
of Dihydroxystearic Acid, J. Am. Oil Chem. Soc., Vol.77, 609-612

[17] Gubicza, L., Kabiri-Badr, A., Keoves, E., Belafi-Bako, K., 2000. Large-scale
enzymatic production of natural flavour esters in organic solvent with
continuous water removal, Journal of Biotechnology, Vol.84, 193-196

[18] Watanabe,Y., Shimada, Y., Sugihara, A., Tominaga, Y., 2001. Enzymatic
Conversion of Waste Edible Oil to Biodiesel Fuel in a Fixed-Bed
Bioreactor, J. Am. Oil Chem. Soc., VVol.78, 703-707

[19] Yang, T.H., Jang, Y., Han, J.J., Rhee, J.S., 2001. Enzymatic Synthesis of
Low-Calorie Structured Lipids in a Solvent Free System, J. Am. Oil
Chem. Soc., Vol.78, 291-296

[20] Gandhi, N.N., Mukherjee, K.D., 2001. Specificity of Papaya Lipase in
Esterification of Aliphatic Alcohols-A Comparison with Mikrobial
Lipases, J. Am. Oil Chem. Soc., Vol.78, 161-165

[21] Steinke, G., Weitkamp, P., Klein, E., Mukherjee, K.D., 2001. High Yield
Preparation of Wax Esters via Lipase-Catalyzed Esterification Usig Fatty
Acids and Alcohols from Crambe and Camelina Oils, J. Am. Oil Chem.
Soc., Vol.49, 647-651

[22] Irimescu, R., Furihata, K., Iwasaki, Y., Yamane, T., 2001. Utilization of
Reaction Medium-Dependent Regiospecificity of Candida antarctica
Lipase (Novozym 435) for the Synthesis of 1,3- Dicapryloyl-2-
docosahexaenoyl (or eicosapentaenoyl) Gliserol, J. Am. Oil Chem. Soc.,
Vol. 78, 285-289

[23] Novo Nordisk Firmasi, “What are Enzymes?”, web sayfasi,
www.novo.dk/enzymes/what are.htm.

[24] Cocks, L.V., Van, R.C., 1966. Laboratory Handbook of Oil and Fat Analysis,
Acedemic Press, London and New York

[25] Sampling and Analysis of Fats and Oils, 1973. J. Am. Oil Chem. Soc., Official
Method Ce 2-66

[26] Chaplin, M.F., Bucke, C., 1990. Enzyme Technology, Cambridge University
Press, Cambridge, New York, Port Chester, Melbourne, Sydney

[27] Palmer, T., 1994. Enzim Bilgisi, Bilimsel ve Teknik Yayinlar1 Ceviri Vakfi,
Istanbul

[28] Kése, O., 1999. Pamuk Yagi-Metanol Enzimatik Transesterifikasyon
Reaksiyonunun Incelenmesi, Yiiksek Lisans Tezi, istanbul Teknik
Universitesi, Kimya Miihendisligi Boliimii, Istanbul

48


http://www.novo.dk/enzymes/what%20are.htm

EKA

Tablo A.l1. Aygicek asidik yagmmin enzimatik esterlesme reaksiyonunda iirlin
bilesiminin zamana gore degisimi. (toplam yag asidi/metanol mol orant: 1/1;

enzim/yag agirlik orani: 0.10; sicaklik: 50°C).

Zaman Uriin Bilesimi(% Agirhik)
(saat) |Sabunlasmayan| ME TAG FFA DAG MAG
Madde
0 2.31 10.18 21.09 43.76 13.58 9.08
1 2.31 47.00 26.69 13.49 5.72 4.79
2 2.38 48.71 24.75 12.63 5.67 5.86
3 2.32 46.06 29.43 11.27 4.31 6.60
4 2.30 47.17 25.56 10.66 5.77 8.53
5 2.33 41.82 26.34 12.37 8.63 8.51
7 2.32 41.66 24.91 13.54 9.85 7.71
24 2.31 40.46 20.94 11.62 13.94 10.73

Tablo A.2. Aycicek asidik yagmin enzimatik esterlesme reaksiyonunda iiriin
bilesiminin zamana gore degisimi. (toplam yag asidi/metanol mol orani: 1/1;
enzim/yag agirlik orani: 0.10; sicaklik: 50°C; n-hekzan: 25 mL).

Zaman Uriin Bilesimi(%Agirlik)
(saat) |Sabunlagsmayan ME TAG FFA DAG MAG
Madde
0 2.37 2.02 23.94 54.58 11.92 5.17
1 2.58 62.99 27.79 6.63 - -
2 2.49 60.45 27.02 10.04 - -
3 2.52 61.69 26.49 9.30 - -
4 2.44 59.37 26.98 11.20 - -
7 2.40 53.79 26.13 11.56 3.29 2.83
24 2.44 54.98 23.91 12.04 3.53 3.10
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Tablo A.3. Aygicek asidik yaginin enzimatik esterlesme reaksiyonunda {iriin
bilesiminin zamana gore degisimi. (toplam yag asidi/metanol mol orant: 1/1;
enzim/yag agirlik orani: 0.10; sicaklik: 50°C; n-hekzan: 25 mL).

Zaman Uriin Bilesimi(%Agirlik)

(dakika) | Sabunlasmayan | ME TAG FFA DAG MAG
Madde

0 2.32 6.82 23.17 49,56 11.63 6.50
5 2.36 24.19 24.24 34.58 9.30 5.33
10 2.36 33.05 24.08 26.16 8.59 5.76
15 2.39 39.80 24.68 21.32 7.70 4.11
20 2.41 45,73 25.47 16.41 7.07 2.91
30 2.33 53.67 26.51 12.45 3.75 1.29
45 2.36 52.28 25.14 11.88 5.77 2.56
60 2.35 55.25 27.97 9.69 2.91 1.83
90 2.37 54.45 24.02 10.90 5.69 2.57
120 2.34 54.13 25.44 11.40 4.57 2.12
150 2.33 53.42 27.57 11.23 2.97 2.47
180 2.38 53.40 25.79 12.10 4.24 2.09
210 2.37 55.16 26.15 11.89 2.05 2.38
240 2.34 53.17 29.28 10.93 1.59 2.69

Tablo A.4. Aygicek asidik yaginin enzimatik esterlesme reaksiyonunda iiriin
bilesiminin zamana gore degisimi. (toplam yag asidi/metanol mol orant: 1/1;
enzim/yag agirlik orani: 0.10; sicaklik: 50°C; n-hekzan: 25 mL; molekiiler elek
miktar1:0.1 g).

Zaman Uriin Bilesimi(%Agirlik)
(dakika) | Sabunlagsmayan | ME TAG FFA DAG | MAG
Madde

0 2.35 3.45 22.82 | 4951 | 13.07 8.80
5 2.34 1465 | 2332 | 3843 | 1318 8.08
10 2.40 2639 | 2516 | 29.37 8.75 7.92
15 2.42 3443 | 2604 | 24.88 6.26 5.97
20 2.44 4305 | 2539 | 18.40 5.47 5.25
30 2.37 5329 | 2564 | 13.08 3.32 2.30
35 2.38 5339 | 2679 | 11.16 3.00 3.28
45 2.45 55.91 | 26.09 8.69 3.19 3.67
60 2.41 5498 | 27.03 7.82 3.40 4.65
90 2.31 5729 | 26.71 9.15 1.46 3.08
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Tablo A.5. Aygicek asidik yagmmin enzimatik esterlesme reaksiyonunda iirlin
bilesiminin zamana gore degisimi. (toplam yag asidi/metanol mol orant: 1/1;
enzim/yag agirlik orani: 0.10; sicaklik: 50°C; n-hekzan: 25 mL).

Zaman Uriin Bilesimi(%Agirlik)
(dakika)| Sabunlasmayan | ME TAG | FFA | DAG MAG
Madde

0 2.35 4.13 2433 | 4873 | 14.19 6.26
5 2.38 16.76 | 24.68 | 37.95 | 10.75 7.48
10 2.43 29.11 | 25.66 | 29.37 7.61 5.82
15 2.46 38.27 | 26.78 | 22.68 6.32 3.49
20 2.37 4333 | 27.65 | 1835 5.45 2.85
30 2.37 52.12 | 27.40 | 11.54 3.45 3.12
45 2.42 51.72 | 24.93 | 10.82 6.08 4.03
60 2.38 57.83 | 28.37 8.75 2.67 -
90 2.37 58.36 | 27.14 8.66 1.87 1.60

Tablo A.6. Aygicek asidik yaginin enzimatik esterlesme reaksiyonunda iiriin
bilesiminin zamana gore degisimi. (toplam yag asidi/metanol mol orani: 1/0.5;
enzim/yag agirlik orani: 0.10; sicaklik: 50°C; n-hekzan: 25 mL).

Zaman Uriin Bilesimi(%Agirhk)
(dakika)| Sabunlagmayan ME TAG FFA DAG | MAG
Madde

0 2.38 4.19 2228 | 4893 | 13.79 8.43
5 2.44 25.04 | 2445 | 34.39 9.95 3.72
10 2.44 3207 | 2579 | 29.62 6.20 3.88
15 2.42 33.75 | 2473 | 28.79 5.63 4.68
20 2.37 3422 | 2570 | 29.91 4.35 3.44
30 2.40 3334 | 24.86 | 3067 6.07 2.66
45 2.41 3238 | 23.41 | 31.68 6.46 3.65
60 2.41 34.38 | 2467 | 30.00 4.89 3.65
90 2.38 33.10 | 2351 | 32.01 4.14 4.86
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Tablo A.7. Aygigcek asidik yaginin enzimatik esterlesme reaksiyonunda {iriin
bilesiminin zamana gore degisimi. (toplam yag asidi/metanol mol orant: 1/2;
enzim/yag agirlik orani: 0.10; sicaklik: 50°C; n-hekzan: 25 mL).

Zaman Uriin Bilesimi(%Agirhk)

(dakika) |Sabunlasmayan Madde| ME | TAG | FFA | DAG | MAG
0 2.37 456 | 23.34 | 48.15 | 13.49 | 8.09
5 2.39 10.40 | 2456 | 43.76 | 13.44 | 5.44
10 2.46 15.00 | 26.19 | 40.28 | 10.79 | 5.28
15 2.41 16.44 | 2539 | 37.27 | 1151 | 6.98
20 2.43 18.70 | 25.47 | 35.98 | 11.33 | 6.09
30 2.41 19.40 | 25.00 | 34.32 | 11.07 | 7.79
45 2.40 21.44 | 2545 | 33.70 | 9.89 7.32
60 2.33 2150 | 25.10 | 33.11 | 10.23 | 7.73
90 2.35 21.89 | 25.12 | 32.39 | 9.83 8.42

Tablo A.8. Aygicek asidik yaginin enzimatik esterlesme reaksiyonunda iiriin
bilesiminin zamana gore degisimi. (toplam yag asidi/metanol mol orani: 1/3;
enzim/yag agirlik orani: 0.10; sicaklik: 50°C; n-hekzan: 25 mL).

Zaman Uriin Bilesimi(%Agirhk)
(dakika) | Sabunlasmayan | ME TAG FFA DAG | MAG
Madde

0 2.34 1.92 22.02 | 51.91 | 14.23 7.58
5 2.36 6.68 22.92 | 47.08 | 13.29 7.67
10 2.37 8.97 22.81 | 4522 | 1291 7.72
15 2.38 10.70 | 2418 | 4457 | 11.36 6.80
20 2.43 10.62 | 2334 | 43.62 | 13.09 6.90
30 2.36 10.37 | 2252 | 4244 | 1361 8.69
45 2.38 10.94 | 2268 | 4286 | 13.03 8.11
60 2.36 1041 | 2228 | 4373 | 1268 8.54
90 2.45 11.41 | 2393 | 4438 | 1141 6.42
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Tablo A.9. Aygigcek asidik yaginin enzimatik esterlesme reaksiyonunda {iriin
bilesiminin zamana gore degisimi. (toplam yag asidi/metanol mol orant: 1/1;
enzim/yag agirlik orani: 0.05; sicaklik: 50°C; n-hekzan: 25 mL).

Zaman Uriin Bilesimi(% Agirhik)
(dakika) |Sabunlasmayan| ME TAG FFA DAG | MAG
Madde

0 2.30 1.25 22.35 51.85 14.34 7.91
5 2.30 6.09 23.30 47.73 13.03 7.55
10 2.32 10.02 23.92 42.54 13.00 8.20
15 2.32 13.20 25.07 36.67 10.46 12.28
20 2.37 14.59 24.20 37.89 13.17 7.79
30 2.33 15.80 23.72 38.17 12.04 7.94
45 2.38 18.29 26.25 38.10 9.83 5.15
60 2.34 18.83 21.92 37.42 12.27 7.22
90 2.37 21.81 24.17 36.52 8.74 6.39

Tablo A.10. Aygigcek asidik yagmin enzimatik esterlesme reaksiyonunda {iriin
bilesiminin zamana gore degisimi. (toplam yag asidi/metanol mol orani: 1/1;
enzim/yag agirlik orani: 0.15; sicaklik: 50°C; n-hekzan: 25 mL).

Zaman Uriin Bilesimi(%Agirlik)
(dakika) | Sabunlagsmayan | ME TAG FFA DAG | MAG
Madde

0 - 4.17 25,52 | 5158 | 13.07 5.65
5 - 2386 | 2579 | 33.90 8.86 7.59
10 - 4795 | 2426 | 18.82 6.06 2.91
15 - 4952 | 2827 | 1459 3.79 3.83
20 - 56.55 | 27.85 9.51 3.50 2.59
30 - 58.00 | 26.79 7.55 3.67 3.99
45 - 60.27 | 2757 7.53 2.32 2.30
60 - 60.19 | 26.29 7.43 2.32 3.77
90 - 62.74 | 26.76 7.74 - 2.75
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Tablo A.1l. Aygicek asidik yagmin enzimatik esterlesme reaksiyonunda {iriin
bilesiminin zamana gore degisimi. (toplam yag asidi/metanol mol orant: 1/1;
enzim/yag agirlik orani: 0.20; sicaklik: 50°C; n-hekzan: 25 mL).

Zaman Uriin Bilesimi(% Agirhik)
(dakika) |Sabunlasmayan| ME TAG FFA DAG | MAG
Madde

0 2.38 9.90 23.24 45.06 11.22 8.20
5 2.38 42.45 25.72 18.49 6.39 457
10 2.42 53.35 25.45 10.53 4.21 4.04
15 2.38 53.57 26.93 9.69 3.58 3.85
20 2.39 55.87 27.84 8.59 2.17 3.14
30 2.46 60.84 28.52 8.18 - -
45 2.38 58.91 28.35 8.67 - 1.69
60 2.37 58.61 26.06 10.05 - 2.90
90 2.37 60.98 25.20 8.44 - 3.00

Tablo A.12. Aygigcek asidik yagmin enzimatik esterlesme reaksiyonunda {iriin
bilesiminin zamana gore degisimi. (toplam yag asidi/metanol mol orani: 1/1;
enzim/yag agirlik orani: 0.25; sicaklik: 50°C; n-hekzan: 25 mL).

Zaman Uriin Bilesimi(%Agirlik)
(dakika) | Sabunlasmayan | ME TAG FFA DAG | MAG
Madde

0 2.40 10.94 | 2359 | 4408 | 11.91 7.08
5 2.37 46.87 | 26.01 | 17.06 5.67 2.01
10 2.37 5755 | 27.06 8.11 2.73 2.17
15 2.39 57.03 | 27.57 7.80 2.23 2.98
20 2.39 60.09 | 28.31 7.40 1.81 -
30 2.40 62.17 | 27.90 7.52 - -
45 2.35 61.89 | 27.82 7.94 - -
60 2.38 61.78 | 27.64 8.20 - -
90 2.36 61.73 | 26.09 7.88 - 1.94
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Tablo A.13. Aygigcek asidik yagmin enzimatik esterlesme reaksiyonunda {iriin
bilesiminin zamana gore degisimi. (toplam yag asidi/metanol mol orant: 1/1;
enzim/yag agirlik orani: 0.15; sicaklik: 30°C; n-hekzan: 25 mL).

Zaman Uriin Bilesimi(% Agirhik)
(dakika) | Sabunlasmayan | ME TAG FFA DAG | MAG
Madde

0 1.34 3.15 24.66 52.65 12.75 5.43
5 - 19.55 26.39 36.01 11.23 6.84
10 1.43 29.40 26.60 26.59 10.32 5.65
15 - 36.00 27.30 22.06 7.91 6.72
20 - 48.31 29.06 14.81 4.34 3.48
30 - 55.57 28.32 9.17 3.88 3.05
45 - 58.13 25.50 7.45 5.37 3.55
60 - 55.94 25.80 8.37 5.83 4.05
90 - 58.21 25.90 7.60 4.64 3.65

Tablo A.14. Aygigcek asidik yagmin enzimatik esterlesme reaksiyonunda {iriin
bilesiminin zamana gore degisimi. (toplam yag asidi/metanol mol orani: 1/1;
enzim/yag agirlik orani: 0.15; sicaklik: 40°C; n-hekzan: 25 mL).

Zaman Uriin Bilesimi(%Agirlik)
(dakika) | Sabunlasmayan | ME TAG FFA DAG MAG
Madde

0 - 4.30 25.73 52.77 12.03 5.14
5 - 23.85 26.97 34.66 9.8 471
10 - 45.91 27.27 17.74 5.98 3.10
15 - 52.68 29.13 12.72 2.65 2.81
20 - 58.89 27.64 7.00 3.12 3.35
30 - 59.90 27.79 5.44 3.58 3.29
45 - 62.87 26.68 5.53 2.15 2.77
60 - 64.07 26.91 5.87 - 3.15
90 - 63.65 27.93 6.26 - 2.15
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Tablo A.15. Aygigcek asidik yagmin enzimatik esterlesme reaksiyonunda {iriin
bilesiminin zamana gore degisimi. (toplam yag asidi/metanol mol orant: 1/1;
enzim/yag agirlik orani: 0.15; sicaklik: 60°C; n-hekzan: 25 mL).

Zaman Uriin Bilesimi(% Agirhik)
(dakika) |Sabunlasmayan| ME TAG FFA DAG | MAG
Madde

0 - 7.70 24.26 45.47 14.17 8.40
5 1.47 28.82 26.25 27.43 9.36 6.67
10 1.63 41.04 25.77 18.47 8.16 4.92
15 1.70 51.08 28.62 12.34 3.32 2.93
20 1.96 54.98 28.01 10.50 2.83 1.71
30 - 55.13 27.90 10.06 3.15 3.76
45 1.64 56.19 28.61 9.89 1.73 1.93
60 2.08 55.30 27.35 10.24 1.80 3.22
90 1.83 55.95 27.07 11.06 - 4.08

Tablo A.16. Aygicek asidik yagmin enzimatik esterlesme reaksiyonunda {iriin
bilesiminin zamana gore degisimi. (toplam yag asidi/metanol mol orani: 1/1;
enzim/yag agirlik orani: 0.15; sicaklik: 70°C; n-hekzan: 25 mL).

Zaman Uriin Bilesimi(%Agirlik)
(dakika) | Sabunlasmayan | ME TAG FFA DAG | MAG
Madde

0 1.35 8.69 2361 | 4588 | 1274 7.72
5 1.26 1047 | 2513 | 4023 | 15.29 7.61
10 1.30 9.91 2413 | 37.44 | 1953 7.68
15 1.25 9.56 2371 | 3659 | 19.93 8.95
20 1.05 10.88 | 23.00 | 38.10 | 19.39 7.56
30 1.27 10.61 | 2478 | 36.88 | 19.81 6.64
45 1.47 10.62 | 2569 | 3831 | 19.29 4.61
60 1.30 9.66 24.02 | 36.62 | 20.60 7.79
90 1.15 9.30 2317 | 3529 | 22.28 8.81
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Tablo A.17. Aygigcek asidik yagmin enzimatik esterlesme reaksiyonunda {iriin
bilesiminin zamana gore degisimi. (toplam yag asidi/alkol mol orani: 1/1; enzim/yag

agirlik orani: 0.15; sicaklik: 40°C; n-hekzan: 25 mL; alkol: 1-propanol).

Zaman Uriin Bilesimi(% Agirhik)
(dakika) |Sabunlasmayan| FAE TAG FFA DAG | MAG
Madde

0 - 3.75 23.22 50.24 14.04 8.75
5 - 25.32 23.39 32.88 10.83 7.57
10 - 50.03 2417 17.03 5.21 3.56
15 - 52.79 25.08 11.73 5.48 4.92
20 - 57.38 23.15 9.96 452 4.98
30 - 59.87 23.05 9.57 5.06 2.43
45 - 62.44 25.58 6.99 2.13 2.85
60 - 65.75 23.67 6.39 1.98 2.21
90 - 66.93 23.97 6.53 - 2.57

Tablo A.18. Aygicek asidik yagmin enzimatik esterlesme reaksiyonunda iiriin
bilesiminin zamana gore degisimi. (toplam yag asidi/alkol mol orani: 1/1; enzim/yag
agirlik orani: 0.15; sicaklik: 40°C; n-hekzan: 25 mL; alkol: n-biitil alkol).

Zaman Uriin Bilesimi(%Agirlik)
(dakika) |Sabunlasmayan| FAE TAG FFA DAG | MAG
Madde

0 - 3.88 2153 | 50.33 | 14.42 9.84
5 - 2056 | 2465 | 33.81 8.09 3.89
10 1.27 4513 | 2191 | 19.06 7.47 5.16
15 - 51.72 | 2357 | 1348 7.30 3.93
20 - 50.68 | 25.60 9.33 3.08 2.31
30 - 63.32 | 22.48 7.50 4.42 2.28
45 - 63.69 | 23.95 6.91 2.96 2.48
60 - 63.74 | 22.71 6.47 3.26 3.83
90 - 68.78 | 23.00 6.33 - 1.89
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Tablo A.19. Aycicek asidik yagmin enzimatik esterlesme reaksiyonunda {iriin
bilesiminin zamana gore degisimi. (toplam yag asidi/alkol mol orani: 1/1; enzim/yag
agirlik orani: 0.15; sicaklik: 40°C; n-hekzan: 25 mL; alkol: izo-biitil alkol).

Zaman Uriin Bilesimi(% Agirhik)
(dakika) |Sabunlasmayan| FAE TAG FFA DAG | MAG
Madde

0 - 5.41 23.58 47.42 14.36 9.23
5 - 27.33 22.51 36.81 7.33 6.02
10 - 45.93 23.72 21.90 5.11 3.31
15 - 52.46 25.23 16.95 2.64 2.72
20 - 63.55 22.19 10.41 1.91 1.93
30 - 64.83 23.57 7.73 1.87 2.00
45 - 64.83 23.03 6.42 1.92 3.80
60 - 66.60 23.57 7.27 - 2.54
90 - 69.45 22.62 6.07 - 1.86

Tablo A.20. Aygigcek asidik yagmin enzimatik esterlesme reaksiyonunda {iriin
bilesiminin zamana gore degisimi. (toplam yag asidi/alkol mol orani: 1/1; enzim/yag
agirlik orani: 0.15; sicaklik: 40°C; n-hekzan: 25 mL; alkol: n-amil alkol).

Zaman Uriin Bilesimi(%Agirlik)
(dakika) |Sabunlasmayan| FAE TAG FFA DAG MAG
Madde

0 - 7.31 23.86 50.13 12.52 6.18
5 1.28 31.18 21.65 29.23 9.42 7.23
10 - 55.96 21.86 15.34 5.04 1.81
15 - 58.62 23.65 10.78 3.39 3.56
20 - 63.14 23.74 7.83 2.77 2.52
30 - 66.71 23.69 5.46 2.21 1.92
45 - 66.54 23.56 5.89 2.09 1.91
60 - 67.45 22.75 5.70 1.65 2.45
90 - 70.44 22.38 5.70 - 1.48
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Tablo A.21. Aycicek asidik yagmin enzimatik esterlesme reaksiyonunda iirlin
bilesiminin zamana gore degisimi. (toplam yag asidi/alkol mol orani: 1/1; enzim/yag
agirlik orani: 0.15; sicaklik: 40°C; n-hekzan: 25 mL; alkol: izo-amil alkol).

Zaman Uriin Bilesimi(% Agirhik)
(dakika) |Sabunlasmayan| FAE TAG FFA DAG | MAG
Madde

0 - 8.40 22.75 47.34 13.74 7.77
5 - 37.60 23.30 28.93 6.93 3.24
10 - 56.75 22.58 15.43 2.61 2.63
15 - 58.73 24.61 11.33 2.48 2.84
20 - 60.87 24.67 9.48 2.25 2.73
30 - 68.37 22.17 5.60 1.68 2.18
45 - 69.24 23.10 5.10 - 2.56
60 - 70.81 23.00 4.16 - 2.02
90 - 70.77 22.44 4.95 - 1.84

Tablo A.22. Aycicek asidik yaginin enzimatik esterlesme reaksiyonunda {iriin
bilesiminin zamana gore degisimi. (toplam yag asidi/alkol mol orani: 1/1; enzim/yag

agirlik orani: 0.15; sicaklik: 40°C; n-hekzan: 25 mL; alkol: n-oktanol).

Zaman Uriin Bilesimi(%Agirhk)
(dakika) |Sabunlasmayan| FAE TAG FFA DAG | MAG
Madde

0 - 10.02 | 21.09 | 42.01 | 20.85 6.02
5 - 4455 | 2012 | 20.18 10.86 4.29
10 - 5735 | 1912 | 1171 7.96 3.86
15 - 61.37 18.92 8.73 7.28 3.70
20 - 67.59 | 19.22 6.06 451 2.62
30 - 69.53 | 19.87 4.84 3.07 2.68
45 - 7051 | 1951 4.75 3.19 2.04
60 - 71.60 | 18.48 453 3.28 2.11
90 - 7244 | 18.37 4.45 2.91 1.83
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