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Mikroalg yaginin lipaz katalizli hidroliz tepkimesine etki eden proses
parametrelerinin istatistiksel yontemle optimizasyonu

Statistical optimization of hydrolysis reaction process parameters by lipase catalysis of
microalgae oil

Togayhan KUTLUK*
Kocaeli Universitesi, Miihendislik Fakiiltesi, Kimya Miihendisligi Béliimii, 41380, Kocaeli

* Gelis tarihi / Received: 06.04.2020 * Diizeltilerek gelis tarihi / Received in revised form: 21.11.2020  « Kabul tarihi / Accepted: 26.11.2020

Oz

Birgok endiistriyel tesisin hammadde kaynagi olarak kullanilan yaglarin hidrolizi 6nemli bir kimyasal prosestir. Yag
asitleri yenilenebilir kaynaklardan iiretilen yaglarin hidrolizi ile sentezlenir. Son yillarda bitkisel ve hayvansal yaglara
alternatif mikroalglerden elde edilen yaglarin hammadde kaynagi olarak kullanilmasi giderek yayginlagmaktadir. Bu
calismada Design Expert bilgisayar programi yardimi ile Chlorella protothecoides mikroalg yaginin Noopazyme lipazi
katalizorliigiinde hidroliz tepkimesine etki eden parametrelerin (lipaz miktari, sicaklik, yag/su (g/g)) etkileri incelenerek
yiiksek doniisiimle serbest yag asitleri (SYA) elde etmek amaci ile optimizasyonu yapilmistir. Deneysel calismalar
sonucunda en yiiksek SYA icerigi (%98), lipaz miktar1 %15, yag/su orani (g/g) 0.20 ve sicaklik 55°C oldugu kosullarda
elde edilmistir. Ayrica Noopazyme lipazinin 4 kez tekrar kullanilmasi sonucunda aktivitesinin %40’ 11 kaybettigi
belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Alg yagi, Chlorella protothecoides, Hidroliz, Lipaz, Yanit yilizey yontemi

Abstract

Hydrolysis of oils used as the raw material source of many industrial plants is an important chemical process. Fatty acids
are synthesized by hydrolysis of oils produced from renewable sources. In recent years, the use of oils derived from
microalgae as an alternative to vegetable and animal oils has become commonly increasing. In this study, the effects of
the parameters (lipase amount, temperature, oil / water (w/w)) of Chlorella protothecoides microalgae oil were analyzed
to obtain high conversion of free fatty acids with the Design Expert computer program. As a result of the experimental
studies, the highest FFA content (98%) was obtained under the conditions where lipase amount was 15%, oil/water ratio
(9/9) 0.20 and temperature was 55°C. In addition, as a result of 4 reuse of Noopazyme lipase, it was determined that it
lost 40% of its activity.
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1. Giris

Son  zamanlarda hayvansal ve  bitkisel
kaynaklardan elde edilen kati ve sivi yaglarin
iretimi ve bu yaglarin kimyasal modifikasyonu
sonucu elde edilen iiriinlerin (serbest yag asitleri ve
gliserin) endiistriyel boyutlarda {retimi igin
arastirmalar hiz kazanmigtir. Katma degeri yiiksek
cok sayida tiriiniin iiretimleri i¢in de yag asitlerine
gereksinim duyulmaktadir. Bunlar, yapistiricilar,
0zel yaglayicilar, sampuanlar ve diger kozmetik
iirtinlerdir. Bitkisel ve hayvansal yaglardan baslica
kozmetik ve diger birgok endiistriyel alanda
kullanilan serbest yag asitleri ve gliserinin
sentezlenmesi i¢in baslica islem hidrolizdir.
Yaglarin yapisina su molekiilleri katilarak bir
katalizor (kimyasal veya enzim) yardimi ile yapi
birimleri olan yag asitleri ve gliserol molekiiliine
doniistiiriilmesi islemine hidroliz denilmektedir.

Hidroliz ile {retilen serbest yag asitleri, kisa
zincirli alkoller (metanol veya etanol) ve dallanmis
ya da uzun zincirli alkoller (trimetilolpropan veya
stearil alkol) ile tepkimeye sokularak farkli fiziksel
ozelliklere sahip esterler sentezlenebilmektedir.
Esterlesme tepkimeleri sonucunda ester ve su
molekiilleri agiga c¢ikmaktadir. Bu tepkime
esterlerin iretimi igin gereklidir. Ciinkii ester
iretiminde serbest yag asitlerine ihtiyag
duyulmaktadir. Bu proses ile bitkisel yaglar,
endiistriyel gres kalintilari, atik pisirme yaglari,
rafine sivi ve kati yag yan firiinleri ve hatta son
yillarda mikroalglerden ya da makroalglerden elde
edilen yaglar hammadde olarak
kullanilabilmektedir (Chu vd.,2003; Zenevicz vd.,
2016).

Kimyasal katalizorler kullanilarak gergeklestirilen
geleneksel yag hidrolizi, yiliksek sicaklik ve
basingta (250°C ve 70 bar) yapilmaktadir (Murty
vd., 2002). Yiiksek basing ve sicaklik nedeni ile
tepkime esnasinda istenmeyen yan tepkimeler
ortamdaki maddelerin oksidasyonuna, serbest yag
asitlerinin  dehidrasyonuna veya trigliseritlerin
esterlestirilmesine yol acarak yaglarin ve yag
asitlerinin  yapilarinin ~ bozulmasimna  neden
olabilmektedir. (Murty vd., 2002; Rooney ve
Weatherley, 2001). Fakat lipazlar tarafindan
katalizlenen hidroliz tepkimeleri, enerji tasarrufu
saglamak icin daha disik sicakliklarda
gerceklestirilebilirler. Lipazlar, yapilan geregi tek
bir tepkimeyi katalizlerler. Bu 6zelligi ve ilimli
kosullarda calisabilmeleri nedeniyle daha az
tepkime yan Uriini olusurken yiiksek kalitede
triinler elde edilebilir (Murty vd., 2002; Castro vd.,
2004; Hasan vd., 2009; Sharma vd., 2009). Son
yillarda, arastirmacilarin ve biiylik dlgekli
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endistrilerin (Deterjan, yag, biyodizel ve yaglama
yag1 Uretim tesisleri) lipazlara olan ilgisi genis
uygulama alanlari, yiiksek secicilikleri, ayni
zamanda 1limli igletme kosullar1 nedeni ile giderek
artmaktadir (Neena, 1997; Yadav ve Borkar, 2009;
Yadav vd., 2008; Yadav ve Devi., 2004). Lipazlar
varliginda  katalizlenen  yaglarm  hidroliz
tepkimeleri sonucunda yiiksek saflikta mono-di-tri
gliseritler ve ayni zamanda genis endiistriyel
uygulama alanina sahip gliserol ilimli kosullarda
tiretilebilmektedir. Lipazlar, ara ylizey enzimleri
olmalar1 nedeni ile hidroliz tepkimelerinde yag-su
ara yiizeyinde oldukga aktiftirler (Yan vd., 2011;
Maruyama vd., 2000). Hidroliz tepkimelerinde
seciciligi ve {irlin verimini arttirmak i¢in lipazlarin
kullanimi olduk¢a uygundur (Sharma vd., 2012).
Sonug olarak lipaz katalizli hidroliz tepkimesi
geleneksel kimyasal Kkatalizli tepkimeler ile
karsilastirildiginda  tepkime  sicakliklari  ve
basinglarinda 6nemli 6lgiide azalma saglarken elde
edilen irlin kalitesi de olduk¢a {istlindiir.
Ekonomik olarak uygulanabilir bir performansta
tiriin elde edilebilmesi nedeni ile “yesil kimya”
tanimina uygun ve siirdiiriilebilir teknolojiler igin
onemli bir proses olacag diistiniilmektedir.

Literatiirde lipaz katalizli alg yagmin hidroliz
tepkimesine etki eden parametreleri detaylica
inceleyen bir ¢aligmaya rastlanmamigtir. Bahadi

vd., (2020) yaptiklart ¢aligmada potasyum
hidroksit (KOH) katalizorliiglinde palmiye
cekirdegi  yagimin  hidrolizine etki  eden

parametreleri istatiksel yontemle incelemisler ve
%98 SYA igerigine yaklasik 2 saat tepkime siiresi,
1.77 molar KOH derisimi, 70°C tepkime
sicakliginda ulastiklarini rapor etmislerdir. Hung
vd., (2018) yaptiklar1 caligmada bitkisel gac
yagmin lipaz katalizli hidroliz tepkimesine etki
eden parametrelerini arastirmiglar ve deneysel
caligmalar ve optimizasyon sonucunda en yiiksek
SYA doniisiimiinii (%94.16) 38°C derece tepkime
sicakliginda, %13.8 enzim varliginda 8 saatte elde
ettiklerini belirtmislerdir. Chen vd., (2014) keten
tohumu yagmin lipaz katalizli  hidrolizi
tepkimesine etki eden parametreleri arastirmislar
ve en yiiksek SYA doniistimiinii (%93) yag/su
orant 0.9 ve lipaz miktar1 % 1.2 oldugu durumda
belirlemiglerdir.  Literatiirde yapilan ¢arpici
caligmalar neticesinde lipaz katalizli hidroliz
tepkimesinin 1limli kosullarda yiiksek hidroliz
verimi ile gerceklestigi vurgulanmaktadir (Chen
vd., 2014).

Hammadde kaynagi olarak kullanilan geleneksel
yaglarin yerine mikro alglerin kullanilmasi
aragtirmacilarin son yillardaki ilgi odagi olmustur.
Oldukga yiiksek fotosentez potansiyeli ve
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karbondioksit tutma 6zelligi olan mikro alglerin
yaygin kullanim alan1 bulunmaktadir. Endiistriyel
uygulamanin baslica biyoteknolojik potansiyeli,
alg biyokiitlesinin temiz bir biyoyakit kaynagi
olarak gorlilmesidir. Temel bilesimleri
proteinlerden, lipitlerden ve karbohidratlardan
olusan dogada tanimlanmis binlerce alg tiiri
bulunur (Altin, 2017). Mikroalglerin tiirleri ve
yetistirme kosullarina gore yag igerikleri %10-50
arasinda degisim gostermektedir. Mikroalg
yetistirilmesi i¢in genis tarim arazilerine gerek
duyulmamas1 da bir diger avantajidir. Bu
ozelliklerinden dolayr mikroalgler, endiistride
(biyoyakat iiretimi, gida, kozmetik, ilag, vb.) ucuz
ve dogal bir hammadde kaynagi olarak
degerlendirilebilir. Mikroalg yaginin Noopazyme
katalizorii varhiginda enzimatik hidrolizine etki
eden tepkime parametreleri (lipaz miktari, sicaklik,
yag/su (g/g)) yiksek verimle serbest yag asitleri
elde edilmesi amaglanmistir. Bu amagla tepkime
Design Expert 7.0.0 paket programi ile Yanit
Yiizey Yontemi’nin Merkezi Kompozit Tasarimi
(CCD: Central Composite Design) kullanilarak
modellenmistir. Yanit Yiizey Yontemi,
matematiksel ve istatiksel analizler ¢er¢evesinde
problemin modellenmesi ve ¢dziimlenmesini
saglarken ¢esitli parametre ve degiskenlerin de bu
sonuglara olan etkilerini belirlememizi saglar. Bu
kapsamda amag, kullanilan degiskenlerin (girdi
degiskenleri veya faktorler) etkiledigi yanitin (¢ikti
degiskenleri) iyilestirilmesidir. Bu yontem, ikinci
dereceden bir ylizeyin belirlenerek
uyumlastirilmasi i¢in uygundur ve en az sayida
deney ile etkin parametrelerin belirlenerek
kesinlestirilmesine yardim ederken degiskenler
arasindaki etkilesimi de analiz eder. Tepkime
parametrelerinin - hidroliz ~ verimi  tlizerindeki
etkilerinin tanimlanmasi igin, programin 6nerdigi
CCD’ye dayali olarak seri deneyler yapilmistir.
Deneysel sonuglar programa  tanimlanarak
Denklem 1°’¢ gore program tarafindan
degiskenlerin kodlanmis degerleri belirlenmistir.

Xi — X0
Ax

Xi =

1)

Burada, xi - i degiskeninin kodlanmis degeri, Xi -
kodlanmamis i’inci degeri, Xo test degiskeninin
kodlanmamis degeri ve i merkez noktasidir. Bir
ikinci mertebeden polinom denklemi; bagimsiz
degiskenlerin bir fonksiyonu olarak hidroliz
verimini (Y) ve aslinda Denklem 2’yi ifade eder.

k k k k
Y = bo+ZbiXi +Zbini2 + Z Zbixix] +e (2)
i=1 i=1 j

1<) ]
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Burada Y, tepki faktoriidiir (% serbest yag asidi
igerigi) ve 1 ve j swrasiyla dogrusal ve ikinci
dereceden  katsayilart  temsil  etmektedir.
Denklemde bo, kesigim, bi birinci dereceden model
katsayisi, k faktorlerin sayis1 ve e’nin rastgele bir
say1 oldugu bilinmektedir.

Regresyon analizi, yanit fonksiyonunu bir ikinci
dereceden polinomu belirlemek ve tahmin
edebilmek ic¢in yapilmistir. Deneysel sonuglardan
elde edilen verilerin regresyon analizi ve regresyon
denkleminin katsay1r degerinin tahmin edilmesi
program yardimiyla gergeklesmistir. Modelin
yeterliligi varyans analizi (ANOVA) kullanilarak
belirlenmistir. Test degiskenlerinin serbest yag
asidi icerigi iizerindeki bireysel ve etkilesimli
etkilerini agiklamak i¢in program tarafindan tepki
yiizeyleri olusturularak yorumlanmistir (Russel,
2009).

Bu c¢alismada bitkisel ve hayvansal yaglara
alternatif olarak kullanilmasi 6ngoriilen Chlorella
protothecoides mikroalg yagmin enzim katalizli
cevre dostu hidroliz prosesi ile islenerek serbest
yag asitleri iiretilmesi ve hidroliz tepkimesine etki
eden 6nemli parametrelerin (lipaz miktari, sicaklik,
yag/su (g/g)) tespit edilmesi ve iyilestirilmesi
amaglanmistir. Bu amag ile hidroliz tepkimesine
etki eden parametreler ve bu parametreler
arasindaki etkilesimleri ortaya koyabilmek icin
istatiksel deney tasarimi uygulanarak sonuglarin
optimizasyonu saglanmistir. Deneysel c¢aligmalar
sonucunda yiiksek icerikte serbest yag asitleri elde
edilmis ve serbest yag asidi profili belirlenmistir.
Ayrica tepkimelerde katalizor olarak kullanilan
ticari tutuklanmig lipaz Noopazyme’in tekrar
kullanilabilirligi incelenmistir.

2. Gereg ve yontem
2.1. Malzemeler

Hidroliz tepkimesi arastirmalarinda kullanilan alg
yagi (Chlorella protothecoides) Soley firmasindan
hibe edilmistir. Ticari tutuklanmis lipaz katalizorii
Noopazyme, Novozyme firmasindan hibe
edilmistir. Analizlerde kullanilan ve adi gecen
diger kimyasallar (NaOH %99, n-Hekzan %99),
Merck firmasinin Tiirkiye temsilcisinden satin
almmustir.

2.2. Serbest yag asitleri sentez tepkimeleri

Mikroalg yagindan lipaz katalizli hidroliz
tepkimesi ile serbest yag asitleri (SYA) tiretilmesi
amaci ile tepkimeye etki eden en 6nemli faktdrler
(yag/su orami (0.05-0.20 %g/g), lipaz miktar1 (%



Kutluk / GUFBED 11(1) (2021) 111-125

0.15-0.50 (%g yaga gore)), sicaklik (30-55°C),
karigtirma  hizi)  arastirilmistir.  Tepkimeler
INNOVA 40 marka sogutuculu ¢alkalamal
inkiibatorde 25ml’lik agz1 kapali erlenlerde es
zamanli gergeklestirilmistir. Her tepkime igin 3g
yag temel alinarak diger reaktanlar ve katalizor
miktarlar1 hesaplanmigtir. Her tepkime i¢in 3g yag
temel alimmasimin nedeni kiiciik hacimli seri
tepkimeler yaparak elimizde bulunan kisith
hammaddenin etkin bir sekilde kullanilabilmesi
icindir. Ayn1 zamanda tiim deneylerde tepkime
hacmini sabit tutarak dl¢ek biiyilitme veya kiigiiltme
isleminden gelecek olan olas1 hatalarm Oniine
geemek i¢indir. Tepkime siiresi 24 saat, karigtirma
hiz1 400 dev/dk’dur.

2.3.Yag asidi i¢erigi ve profilinin belirlenmesi

Serbest yag asidi profili, alev iyonizasyon
dedektorii (FID) ve 30m x 320pum x 0.25um kapiler
kolon (CARBOWAX 20M) ile Agilent 7820 A
model gaz kromatografi (GC) cihazi kullanilarak
belirlenmistir. Dedektor sicakligi 280°C ve split
orani 1:50°dir. Kolon sicakligi, 50°C’de 1 dakika
beklemeden sonra dakikada 25°C/dk artisla
200°C’ye 3°C/dk artigla 230°C’ye ulasilarak bu
sicaklikta 18 dakika bekletilerek 40°C/dk artisla
280°C’ye ¢ikilarak ve bu sicaklikta da 3 dakika
kalacak sekilde ayarlanmistir. Helyum tasiyici gaz
olarak kullanilmigtir. Cihaza enjekte edilecek
ornek i¢in yaglarin metil esterleri haline getirilmesi
gerekmektedir. Bu amagla 0.1 gram yag Ornegi,
20ml’lik cam tiip igerisine tartilarak ve {izerine
10ml n-hekzan ilave edilerek ¢oziilmiistiir. Daha
sonra iizerine 2N potasyum hidroksit ¢ozeltisinden

2.4. Biyokatalizoriin tekrar kullanilabilirligi

Hidroliz tepkimesi sonucunda {iriinler santrifijj
(6000dev/dk, 10dk) yardimi ile tepkime
ortamindan ayrilmistir. Santrifiij sonucunda iist faz
serbest yag asitleri ve gliserin igermektedir.
Gliserin faz1 beyaz goriinlimliidiir. Alt fazda olan
lipazlar ayrildiktan sonra 3 kez 5ml’lik enjektor
yardimi ile %99 saflikta n-hekzan ile yikanarak
petri  kabina aktarilmistir. Lipazlar sonraki
tepkimelerde  kullanilmak  {izere @ +4°C’de
buzdolabinda saklannustir. Ust fazdaki serbest yag
asidi ve gliserin ayirma hunisi yardimi ile
ayrilmistir.

2.5. Biyokatalizériin aktivitesinin belirlenmesi

Noopazyme enziminin aktivitesi yaygin kullanilan
bir yontem olan zeytinyagi hidrolizi ile
belirlenmistir. Bir inite enzim (U), zeytinyagindan
1dk’da 1umol yag asidi hidroliz eden lipaz miktari
olarak tanmimlanmistir. Tepkime ortami 25ml
hacmindeki erlenlerde 2.5ml zeytinyagi ve 2.5ml

fosfat tamponu (0.1M, pH7.0) calkalamali
inkiibatorde 37°C’ye kadar isitilmustir. 0.1g
Noopazyme  tartilarak  tepkime  ortamina

eklenmistir. Hidroliz tepkimesi 30dk boyunca
siirdiiriilmiis olup sonlandirmak igin hacimce 1:1
oraninda hazirlanmig eter/etanol karigimindan
2.5ml ortama eklenmistir. Daha sonra 1-2 damla
olacak sekilde %!1’lik fenolftalein indikatorii
ortama eklenerek 0.1M NaOH ¢ozeltisi ile titre
edilmistir. Harcanan NaOH ¢d6zeltisi hacminden
Denklem 3’e gore hesaplanmistir. Titrasyonlar

100l eklenip, yarim dakika kadar giivenilirligi arttirmak adina 5 tekrar yapilarak
vortekslenmistir. Karisim santrifiij edilerek (5000 ortalamast almmustir (Stoytcheva vd., 2012;
rpm, 5 dk) tist fazdan alinan 1ul 6rnek ile cihaza Ozgen, 2013).
enjeksiyon yapilmistir (David vd., 2005).
U _ (Ornek, mlyarcanan — $ahit, Mlparcanan) (vaor) X [NaOH] x 1000 ©))
mgenzim (Menzim,mg) X t

2.6. Yamt yiizey yontemi uygulanarak lipaz
katalizli  hidroliz  tepkime  parametrelerinin
modellenmesi ve optimize edilmesi

Noopazyme varliginda gergeklestirilen hidroliz
tepkimesine etki eden ii¢ 6nemli faktor (lipaz
miktar1, sicaklik, yag/su (g/g)) yapilan 6n deneyler
sonucunda bagimsiz degiskenler olarak se¢ilmistir.
Tepkime siiresi 24 saat, karistirma hizi 400 dev/dk.
olarak belirlenmistir. Bagimsiz degiskenlerin
birlesmis etkileri incelendiginde, serbest yag asidi
doniistimii  ampirik modeli  gelistirmek i¢in
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kullanilan bagimli degiskendir ve modelin yanitini
teskil etmektedir. En yiiksek yanit degeri i¢in en iyi
kosullarin  belirlenmesi  amag¢lanmistir. CCD
genelde alti merkezli bir tasarim olup, 2n faktoriyel
calisma ve 2(n) eksenel kosul icerir, burada n
faktor sayisidir. Deneyler 25ml’lik agz1 aliiminyum
folyo ve parafilmle ile kapatilmis erlenlerle TKA
marka calkalamali inkiibatorde yapilmistir.
Tepkimeye etki eden parametrelerin kodlanmis ve
gercek degerlerini gosteren program verileri Tablo
1’de, program tarafindan ongoriilen 20 deney seti
Tablo 2’de verilmistir.
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Tablo 1. Noopazyme katalizorliigiinde mikroalg yaginin hidroliz tepkimesi ile serbest yag asitlerinin sentezi
i¢in etki eden parametrelerin kodlanmis ve gergek degerleri

Faktor En diisiik En yiiksek Kodlanmisen Kodlanmisen Ortalama Standart
deger deger diigiik deger  yiiksek deger sapma
A: Enzim Miktar 0.15 0.50 -1.00 1.00 0325  0.145
(%gr yaga gore)
B: Yag/su orani (g/g)  0.050 0.20 -1.00 1.00 0.125 0.062
C: Sicaklik (°C) 30 55.0 -1.00 1.00 42.50 10.329

Tablo 2. Etki eden parametreler ve kodlanmig degerlerini igeren deney seti

Deney  Faktor A: Enzim Miktar: Faktor B: yag/su Faktor C: Yamt: % SYA
numarasi (%gr yaga gore) orani (g/g) Sicaklik (°C)

1 0.32 0.13 42.50 94

2 0.32 0.25 42.50 95

3 0.32 0.13 42.50 93

4 0.50 0.20 55.00 96

5 0.32 0.13 42.50 92

6 0.03 0.13 42.50 92

7 0.32 0.13 42.50 90

8 0.50 0.05 55.00 98

9 0.15 0.05 30.00 83

10 0.62 0.13 42.50 93

11 0.50 0.20 30.00 84

12 0.50 0.05 30.00 87

13 0.15 0.05 55.00 97

14 0.32 0.13 63.52 99

15 0.32 0.13 21.48 73

16 0.32 0.13 42.50 92

17 0.15 0.20 55.00 97

18 0.32 0.13 42.50 90

19 0.15 0.20 30.00 81

20 0.32 0.13 42.50 92
3. Bulgular ve tartisma 100
80
3.1. Tepkime siiresinin belirlenmesi § 60
- 40
Chlorella  protothecoides mikroalg yagmin " 2
Noopazyme katalizorii varliginda hidroliz tepkime 0

0 5 10 15 20 25 30

stiresinin belirlenmesi amaciyla 55°C tepkime
sicakliginda, yag/su oran1 0.10 ve enzim miktari
%0.15 oldugu kosullarda 24 saat siire ile deney
yapilmistir. Sekil 1’den agikca goriildiigl tizere
serbest yag asidi miktar1 24 saate kadar artarak en
yiiksek igerige (%91) ulagsmis bu zamandan sonra
belirgin bir degisim gdstermemistir. Tepkime
stiresi 24 saat olarak belirlenerek optimizasyon
calismast  deneyleri 24  saat {izerinden
tasarlanmustir.
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Siire (saat)

Sekil 1. Hidroliz tepkimesinde siirenin SYA
doniistimiine etkisi

3.2. Karistirma hizinin belirlenmesi

Kimyasal tepkimelerde optimum karisma ile
tepkime ortaminda kiitle aktarim kisitlamalarimin
oniine gecilerek yag/su ara ylizeyinde gergeklesen
hidroliz tepkimesi i¢in optimum verim saglanmig
olur. Diisiik karistirma hizlarinda lipaz sivi faz
icinde homojen dagilamaz ya da yiiksek hizlarda
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reaktor ¢eperlerinden yukar1 yonelerek yapisir. Bu
tiir karistirma problemleri diisiik verimlere neden
olurlar (Xin vd., 2008). Lipaz katalizli mikroalg
yaginin hidrolizine karigtirma hizinin etkisini
incelemek amaci 55°C tepkime sicakliginda,
yag/su orant 0.10, enzim miktar1 %0.15 oldugu
kosullarda, 24 saat siire ile 200-250-300-350-400-
450-500 rpm karistirma hizlarinda deneyler
yapilmistir. Karistirma hizinin SY A igerigine etkisi
Sekil 2'de verilmistir.
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Sekil 2. Hidroliz tepkimesinde zamanin SYA
doniisiimiine etkisi

Karistirma hizi arttikga serbest yag asidi igerigi
belirgin bir sekilde artis gostermistir. Karistirma
hizi 400rpm oldugu durumda en yiiksek (%91)
serbest yag asidi igerigine ulagilmigtir. Diisiik
karistirma hizlar1 kiitle aktarim kisitlamalarmin
asilmasinda yeterli olmadig1 ayn1 zamanda yiiksek
hizlarda katalizoriin tepkime ortami geperlerine
yapisarak ortamdan uzaklastig1 gorilmiistiir.

3.3. Anova analizi

Noopazyme katalizorii varliginda gerceklesen
hidroliz tepkimesi i¢in program tarafindan
tasarlanan model analizi Tablo 3’te gosterilmistir.
Program, lipaz katalizli hidroliz tepkimesi i¢in
kuadratik (2. dereceden) modeli 6nermistir. Enzim
katalizli tepkimelerde CCD’nin tam bir kiibik
modeli  desteklemek icin yeterli olmagi
bilinmektedir. Parametrelerin  birbirleri arasi
etkilesimin oldugu tepkime setlerinde genellikle
onerilen durum ikinci dereceden bir matematiksel
model ile tanimlanmasidir. Onerilen modelin
uygunlugu istatiksel olarak desteklenmektedir.
Onerilen modelin lack of fit test sonuclar1 Tablo
4’te verilmistir.

Tablo 3. Noopazyme katalizorliigliinde mikroalg yaginin hidroliz tepkimesi i¢cin model istatistik verileri

Model Standart sapma R? Hesaplanmis R>  Ongoriilen R?
Dogrusal 2.63 0.86 0.83 0.76
2FI 2.81 0.87 0.81 0.70
2. Derece 1.81 0.96 0.92 0.76
Kiibik 1.22 0.98 0.96 0.96

Tablo 4. Noopazyme katalizorliigiinde mikroalg yaginin hidroliz tepkimesi i¢in Yanit Yiizey Yontemi lack of

fit test sonuglari

o p-degeri
Model Kareler toplamm df Kareler ortalamas1  F degeri olasihk>F
Dogrusal 102.22 11 9.29 5.26 0.039
2FI 93.85 8 11.73 6.64 0.026
2. Derece 23.83 5 4.77 2.70 0.150
Kiibik 0.075 1 0.0075 0.0042 0.845
Program tarafindan 6nerilen modelin lipaz katalizli gostermektedir (Kumar vd., 2003). Tepkimeye etki
hidroliz tepkimesinin ANOVA analizi Tablo 5’te eden faktorler ve ikili etkilesimlerinden
verilmigtir. ~ Tablodaki model degiskenlerinin hangilerinin p degerleri 0.0001'den diigiik ise
hepsinin anlamli oldugu goériilmektedir. Onerilen tepkimeye Oonemli etkisinin oldugu

model icin F (gerileme) degeri 26.16 olarak
belirlemistir. F  degerleri, modelin  6nemli
oldugunu; bu da p- 0.0001'den diisiik degerlerde
modelin onemli olgiide uygunlugunu
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anlagilmaktadir. Ayrica hidroliz tepkimesine etki
eden en Onemli faktoriin sicaklik oldugu (p-<
0.0001, F = 209.74) da bu tablodan
anlasiimaktadir.
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Tablo 5. Noopazyme katalizorliigiinde mikroalg yaginin hidroliz tepkimesi i¢in modelin ANOVA analiz

verileri
Faktor Kareler df Ortalama F degeri P degeri
toplam kareler olasithk>F
Tim Model 769.14 9 85.46 26.16 < 0.0001
A 5.52 1 5.52 1.69 0.2228
B 0.15 1 0.15 0.045 0.8372
C 685.08 1 685.08 209.74 < 0.0001
AB 1.12 1 1.12 0.34 0.5703
AC 6.12 1 6.12 1.88 0.2008
BC 1.13 1 1.13 0.34 0.5703
A2 0.32 1 0.32 0.09 0.7590
B? 0.32 1 0.32 0.09 0.7590
C? 66.49 1 66.49 20.36 0.0011

Ayrica F degerleri yiiksek ve p degerleri de buna
kargin diisiik ise modelin uygunlugunun o derece
iyi oldugu belirtilir. Bu oran Adeq. Precision,
sinyal / giiriiltii olarak tanimlanir.  Onerilen
modelin uygunlugu icin bu oranin 4’ten biiylk bir
deger olmasi beklenmektedir. Lipaz Kkatalizli
hidroliz tepkimesi icin Onerilen modelin oran
19.02’dir (Tablo 6).

Tablo 6. Hidroliz tepkimesine ait 6nemli model
degerleri

Standart sapma 1.81
Ortalama 90.90
CV.% 1.99
Hesaplanmis R? 0.93
Ongoriilen R? 0.75
Sinyal giiriiltii oran1 19.02

Bu deger 4’ten uzaklastik¢a modelin uyumlulugu
da kuvvetlenmektedir. Ayrica modelin uygunlugu
ongoriilen degerler ile gercek degerler arasindaki
iliskiye de bagli oldugu bilinmektedir. R? degeri ne
kadar 1’°e yakin ise istatistiksel veriler ve ongoriiler
o derece gercekle OoOrtiismektedir. Hidroliz
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tepkimesi i¢in Noopazyme katalizorliiglinde bu
deger (Adjusted R?) 0.92 oldugu belirlenmistir
(Yuan vd., 2008; Shrivastsvs, 2008). Ayrica, model
tasarlanirken degisken araliklari ne derece dar
secilirse hesaplanmis ve Ongoriillen R? degerleri
birbirlerine yaklagmaktadir. Enzim katalizorii
varligindaki tepkimelerde tepkimeye etki eden
degiskenlerin araliklarinin dar tutulmasi 6ngoriilen
R? degerini  hesaplanmis R?  degerlerine
yaklastirirken ~ enzimler  {izerine  tepkime
sicakliginin  6nemli Olgiide etkisinin oldugu
diistiniildiigiinde araliklarin dar tutulmas: deneysel
tasartm  yapilirken  yaniltict  olabilmektedir
(Montgomery vd., 2012).

Noopazyme katalizorligiinde gergeklesen hidroliz
tepkimesi i¢in model tarafindan hesaplanan olasilik
grafikleri sirasiyla Sekil 3’de, 6ngoriilen sonuglar
ile gergek degerler arasinda ¢izilen grafik ise Sekil
4’de verilmistir. Diiz ¢izgiler boyunca dagilim
gosteren noktalarin, deneysel elde edilen sonuclar
ve yanitin ongoriilen degerleri arasinda iyi bir iligki
oldugunu kanitlamaktadir. Ayrica secilen tiim
modellerin deneysel degerlerdeki yanit
degiskenlerinin Ongoriilmesi i¢in yeterli oldugu
gorilmektedir.
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Sekil 3. Noopazyme katalizorliigiinde hidroliz tepkimesi i¢in olasilik grafigi
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Sekil 4. Hidroliz tepkimesi i¢in tahmin edilen ve ger¢ek doniisiim karsilastirmasi

Hidroliz tepkimesi igin program tarafindan
olusturulan ve tiim parametrelerin etkilesiminin
tamimlandigi model denklemi denklem 4’te
verilmisgtir.  Ayrica  parametrelerin  birbirleri
arasinda  etkilesimi  incelendiginde;  diisiik
sicakliklarda hidroliz veriminin ya da diger bir

deyisle elde edilen serbest yag asidi miktarinin
azaldigl, aynm1 zamanda sicaklik ve yag/su orani
birlikte arttiginda SYA doniisimiiniin  arttigi,
birlikte azalmasi ile de distiigli grafikten agikca
goriilmektedir (Sekil 3a-3b-3c).

SYA=+9216+0.64*A+0.10*B+7.08*C-037*A*B-087*A*C+038*B*C+

0.15*A2+0.15*B2-2.15*C2

Sicaklik ve yag/su oraninin birbirleri ile etkilesimi
incelendiginde, enzim miktar1 %0.15, sicaklik

(4)

55°C, yag/su oran1 0.05 oldugu durumda en yiiksek
(%97) SYA doniisiimii elde edilmistir. Enzim
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miktar1 ayn1 kalir iken sicaklik 30°C, yag/su orani
0.20 oldugu durumda en diisiik (%81) SYA
doniisiimii elde edilmistir (Sekil 5a). Enzim miktar1
% 0.32, sicaklik 42.5°C, yag/su oran1 0.13 oldugu
durumda en yiiksek (%95) SYA doniisiimii elde
edilmistir. Enzim miktar1 ayni kalir iken sicaklik
22°C, yag/su orani 0.13 oldugu durumda en diisiik
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(%73) SYA doniisiimii elde edilmistir (Sekil 5b).
Enzim miktar1 %0.50, sicaklik 55°C, yag/su orani
0.05 oldugu durumda en yiiksek (%98) SYA
doniislimii elde edilmistir. Enzim miktar1 ayni kalir
iken sicaklik 30°C, yag/su oranm 0.20 oldugu
durumda en diisiik (%83) SYA doniisiimii elde
edilmistir (Sekil 5c).
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Sekil 5. Sicaklik ve yag/su oraninin SY A doniisiimiine birlikte etkisi a) Enzim miktar1 %0.15, b) Enzim miktar1

%0.33, ¢) Enzim miktar1 %0.50

Diger yandan enzim miktar1 ve yag/su oraninin
SYA doniisiimiine birlikte etkisi incelendiginde
enzim miktarinin artmasi veya azalmasinin belirgin
bir etkisi olmadigi parametrelerin birbirleri
arasinda smurlayict  bir  etkisinin  olmadig
anlagilmaktadir (Sekil 6a-6b-6c).

Yag/su orant ve enzim miktarinin birbirleri ile
etkilesimi incelendiginde, sicaklik 30°C, yag/su
orani 0.05, enzim miktar1 0.50 oldugu durumda en
yiiksek (%87) SYA doniisiimii elde edilmistir.
Sicaklik ayni kalir iken enzim miktar1 0.15, yag/su
orani 0.20 oldugu durumda en disiik (%81) SYA
donlisimii elde edilmigtir (Sekil 5a). Sicaklik
42.5°C, yag/su oram 0.13, enzim miktar1 0.32
oldugu durumda en yiiksek (%94) SY A doniisiimii
elde edilmistir. Sicaklik aymi kalir iken enzim
miktar1 ile yag/su oranindaki degisimlerin SYA
doniigtimiine belirgin bir etkisinin olmadig1
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gorilmistir (Sekil 5b). Sicaklik 55°C, yag/su orant
0.05, enzim miktar1 0.50 oldugu durumda en
yiiksek (%98) SYA doniisiimii elde edilmistir
(Sekil 5¢). Bu grafikten anlagildig: lizere tepkime
sicakliginin SYA doniisiimii lizerine belirgin bir
etkisinin  oldugu anlasilmaktadir.  Tepkime
ortaminda enzim miktar1 arttikga doniisiim
azalmaktadir ¢linkii ortamda bulunan fazla enzim
birbirleri arasinda topaklasma yaparak
aktivitelerini kaybetmektedirler. Tepkime sicakligi
ve yag/su oranmin birbirleri ile etkilesimi
incelendiginde hidroliz verimine belirgin bir
etkisinin olmadig1 goriilmektedir. Yag/su oran1 ve
enzim miktarinin birbirleri arasindaki etkilesimi
incelendiginde hidroliz verimine belirgin bir
etkisinin  olmadigr  goriilmektedir.  Hidroliz
tepkimesi i¢cin en Onemli parametrenin sicaklik
oldugu belirlenmistir.
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Sekil 6. Enzim miktar1 ve yag/su oraninin SYA doniisiimiine birlikte etkisi a) Sicaklik 30°C, b) Sicaklik

42.50°C, ¢) Sicaklik 55°C

Noopazyme  katalizorii  varliginda  hidroliz
tepkimesi i¢in, model optimizasyonu sonucunda
iyilestirme ile %15 lipaz, yag/su oran1 (g/g) 0.20 ve
sicaklik 55°C kosullart i¢in program yaniti (SYA

donisiimii) %98 olarak belirlenmistir (Sekil 7).
Optimizasyon ¢aligmast sonucunda en etkili
parametrelerin sicaklik ve enzim miktar1 oldugu
belirlenmistir.

B
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1

73 99

SYA =98.4873

Sekil 7. Noopazyme katalizorliigiinde hidroliz tepkimesi i¢in model optimizasyonu galigmasi

Tasarlanan modelin ve deneysel sonuglarin
dogrulanmasi igin en yiiksek ve en diisik SYA
doniigiimleri  ¢aligilmistir. Deneysel ¢alismalar
sonucunda en yiiksek SYA doniisiimiine (%99),
enzim miktar1 0.32 (%gr yaga gore), yag/su orani
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0.13 (gr/gr) ve 63.52 °C sicaklikta ulagilmigtir.
Ayni  kosullarda modelin 6ngoérdigiic. SYA
donisiimii %98’dir. En diisik SYA donlisimi
(%73) enzim miktar1 ve yag su oran1 ayni kalirken
21.48 °C sicaklikta elde edilmistir. Bu kosullarda
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Programin 6ngoérdigi en diisik SYA donisiimii
%74.17dir.

Ayrica, Onerilen modelin Cook mesafesi ve
DFFTIS ol¢timleri ve her iki deger, Onerilen
modelin uygunlugu icin 1'den az olmalidir.
DFFTIS degeri oOmerilen bir istatistiksel
regresyonda bir noktanin ne kadar etkili oldugunu

gostermek igin kullanilan teshisdir (Nigiz, 2019).
Elde edilen sonuglara gore, verilen sinir degerlerde
tepkime kosullar1 uygulandiginda SYA doniisiim
sonuglarinin  kontrol edilebilir oldugu kabul
edilmektedir. Tablo 7’de deneysel ve modelin
ongordiigii sonuclarinin Cook mesafesi ve DFFTIS
Olgtimleri goriilmektedir.

Tablo 7 Deneysel sonuglari ve éngoriilen degerlerin Cook mesafesi ve DFFTIS dlglimleri

Deney Deneysel Ongoriilen Artik DFFITS Cook
Numarasi SYA (%) SYA (%) Mesafesi

1 83.00 81.62 1.38 1.983 0.359

2 87.00 85.39 1.61 *2.41 0.488

3 81.00 81.82 -0.82 -1.107 0.128

4 84.00 84.10 -0.095 -0.124 0.002

5 97.00 96.78 0.22 0.238 0.009

6 98.00 97.05 0.95 1.285 0.168

7 97.00 98.49 -1.49 *-2.17 0.417

8 96.00 97.26 -1.26 -1.776 0.299

9 92.00 91.52 0.48 0.508 0.028

10 93.00 93.66 -0.66 -0.694 0.052

11 90.00 9241 -2.41 *-3.40 0.702

12 95.00 92.76 2.24 *2.99 0.605

13 73.00 74.17 -1.17 -1.295 0.166

14 99.00 98.00 1.00 1.087 0.121

15 92.00 92.16 -0.16 -0.042 0.000

16 94.00 92.16 1.84 0.504 0.025

17 92.00 92.16 -0.16 -0.042 0.000

18 92.00 92.16 -0.16 -0.042 0.000

19 90.00 92.16 -2.16 -0.610 0.034

20 93.00 92.16 0.84 0.218 0.005

*Limit digt

3.4. Literatiir ile karsilastirma kullanilabilirligi dogrulanmistir. Mikroalg
yaglarinin  kullanim1  tarim arazilerine gerek
Bu c¢alismada, literatiirde ilk defa Chlorella duymadan yiiksek kapasitelerde yetistirilmeleri ve

protothecoides mikroalg yagmin enzim katalizli
hidrolizi prosesine etki eden parametrelerin
istatiksel ~ optimizasyonu yapilmistir.  Lipaz
enzimleri varliginda farkli kaynaklardan elde
edilen yaglarin 1limli proses kosullarinda hidroliz
edildigi ve triin saflagtirma islemlerinin kimyasal
katalizorlii proseslere karsin ¢evreci oldugu
bilinmektedir. Literatiirde farkli lipazlar varliginda
farkli hammadde kaynagi kullanilarak yapilan
caligmalar bulunmaktadir. Bu ¢alisma ile yenebilen
1. Nesil yaglara alternatif giiniimiizde 3. Nesil
mikroalg yaglarmin hammadde olarak
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yiiksek fotosentez kabiliyetleri agigindan daha
cevreci bir proses olma 6zelligi sunmaktadir. Tablo
8’de literatiirde yapilmis ¢alismalardan bazi lipaz
katalizli hidroliz tepkimeleri verilmektedir.

Optimizasyon sonucunda en yiiksek verimle elde
edilen alg yagi SYA icin yag asidi bilesimi
belirlenmistir. Elde edilen sonuglar alg yaginin
%63 oleik asit ve %20 linoleik asit igerdigini
gostermistir. Yag asidi bilesimi Tablo 9’da
verilmistir.
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Tablo 8. Farkli yag kaynaklarinin lipaz katalizli hidroliz tepkime ¢alismalart

Yag Lipaz ve miktar Yag/su Sicakhik(°C) ve SYA Kaynak
(yaga gore (gr)) orani zaman(saat) doniisiimii
(9/9) (%)
Soya Candida rugosa %30 2/1 40ve 5 88 Ting vd., 2008
Atik aygicek Candida rugosa %5 11 30ve 10 100 Talukder vd, 2010a
Soya Thermomyces 11 60 ve 48 89 Oliveira vd., 2011
lanuginosus %2.3
Findik Jatrophacurcas L. %10 1/10 40 ve 2 98 Sousa vd., 2010
Palmiye macuaba  Lipozyme RM IM 1/2 30veb 99 Aguieiras vd., 2014
Sabun stok Candida rugosa %5 1/5 30 ve 24 92 Watanebe vd., 2007
Palmiye Candida rugosa %1 11 30ved 100 Talukder vd, 2010b
Mikroalg Noopazyme %15 1/5 55 ve 24 96.5 Bu calisma

Tablo 9. Chlorella protothecoides mikroalg
yaginin yag asidi bilesimi

3.5. Noopazyme lipazimin tekrar kullamilabilirligi

Elde edilen en yiiksek SYA doniisiimiine (%98)

Yag asidi % Bilesim ulagilan deneysel kosullarda katalizoriin tekrar
C16:0 Palmitik 3 kullanilabilirliginin arastirtlmas1 amaci ile aym
C16:1Palmitoleik 9 katalizor tepkimelerde tekrar kullanilmistir. Her bir
C18:1 Oleik asit 63 tepkime sonucunda lipazlar ortamdan ayrilip

C18:2 Linoleik asit 20 buzdolabinda bir sonraki tepkimede kullanilmak
C18:3a Linolenik asit 5 iizere +4°C de muhafaza edilmistir. Ardisik
kullanimi  sonucunda lipazin  aktivitesindeki
degisim Sekil 8’de verilmistir.
0’25 \
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Sekil 8. Noopazyme lipazinin tekrar kullanilmasi ile aktivitesinin degisimi

Sekil 8’den goriildiigli ilizere Noopazyme
enziminin hidroliz tepkimesinde 4 kez kullanimi
sonucunda baglangi¢c aktivitesinin (0.23 U/mg
Lipaz) yaklasitk %40’m1 kaybettigi acik¢a
goriilmektedir. Hidroliz tepkimeleri sonucunda
lipaz ortamdan santrifiij ile ayrilarak n-hekzan ile
yikama islemine tabi tutulmaktadir. Yikama-
ayirma periyotlar1 sonucunda lipazin tutuklanmis
oldugu iyonik olmayan reginenin tepkime ve
yikama ortaminda ¢oziindiigli ve lipazin ayrildig
diistiniilmektedir. Ayrica lipazin tekrar eden uzun
tepkime siireleri boyunca protein yapisinin
bozularak aktivitesinin diistiigi bilinmektedir.
Lipazin aktif bolgelerinin ¢dziicii tarafindan
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olumsuz etkilenerek aktivitesinin olumsuz yonde
etkilenecegi bilinmektedir. Noopazyme lipazinin
tekrar  kullamilabilirligini  arttirabilecek  daha
dayanikli destek maddelerine (polimer yapil
ornegin kitosan ve polivinilalkol vb.) tutuklanarak
kullanilmasi 6nerilmektedir.

4. Sonuclar

Bu calismada son yillarda arastirmacilarin ilgi
odagi olan geleneksel (hayvansal, bitkisel) yaglara
alternatif mikroalg yaginin lipaz katalizorliiginde
¢evre dostu 1limhi kosullarda gergeklesen hidroliz
prosesi ile bir¢cok endiistride (kozmetik, petrol
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yaglama yagi vb.) hammadde olarak kullanilan
serbest yag asitleri  yiksek  doniistimle
sentezlenmistir. Lipaz  katalizli  hidroliz
tepkimesine etki eden dnemli parametrelerin (lipaz
miktar1 (%ogr yaga gore), sicaklik, yag/su (g/g)) ve

bu parametrelerin birbirleri ile
iligkileri/etkilesimleri istatiksel olarak
incelenmistir.

Deneysel caligmalar sonucunda asagidaki sonuglar
cikartilmistir;

Noopazyme lipaz1 katalizorligiinde Chlorella
protothecoides  mikroalg  yaginin  hidroliz
tepkimesi i¢in sicaklik ve lipaz miktarmin SYA
dontisiimiine etkilerinin en 6nemli oldugu, bunun
yaninda yag/su (g/g) oraninin kisitlayict bir
etkisinin olmadig1 belirlenmistir.

Istatiksel calisma ve optimizasyon sonucunda
yiiksek SYA doniistimii (%98), lipaz miktar1 %15,
yag/su oranm1 (g/g) 0.20 ve sicaklik 55°C oldugu
optimum kosullarda elde edilebilecegi
belirlenmigtir.

Lipazin bu tepkimelerde 4 tekrar kullanim
sonucunda aktivitesinde %40 oraninda diisiis
gdzlenmistir.

Hidroliz tepkimesi sonucunda serbest yag asitleri
basarili bir sekilde sentezlenmis ayni zamanda
tepkime yan triinii olan gliserol de elde edilmistir.
Serbest yag asitleri ve gliseroliin endiistride bircok
kullanim alan1t mevcuttur. Yapilan bu ¢alisma ile
elde edilen sonuglar, ileride yapilacak olan
caligmalar ve kurulmasi planlanan cevre dostu
endiistriyel isletmeler i¢in umut verici niteliktedir.
Ayrica hammadde olarak mikroalglerin ve
yaglarinin, bitkisel ve hayvansal yaglara alternatif,
birim zamanda ve alanda daha fazla iiretilebilir ve
ekonomik olmalar1 nedeni ile yakin gelecekte
yaygin olarak kullanilabilecegi 6ngoriilmektedir.
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