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OZET
TEZ BASLIGI: Lipaz-Katalizli Aycicek Yagin Metanoliz Reaksiyon

Mekanizmasinin Hplc lle incelenmesi

YAZAR ADI: Saban KALAY

Bu ¢alismada, Novozym 435 (Novo 435), Lipozyme TL IM (TL IM) ve
Lipozyme RM IM (RM IM) sabit (immobilize) lipazlar tarafindan katalizlenen
aycicek yagr (TAG) ile metanol (MeOH) arasindaki transesterifikasyon
reaksiyonlarin mekanizmalari, yiliksek basin¢li sivi kromatografi (HPLC) ile
aydinlatilmaya c¢alisilmistir. Bu amagcla, transesterifikasyon reaksiyonu siiresince
olusan maddelerin belirlenmesi ve zamana kars1 konsantrasyonlardaki degisimi takip
edebilmek icin, yeni iki ayri ters-faz HPLC metodu olusturulmustur. Lipaz-katalizli
transesterifikasyon reaksiyonlar1 siiresince olusan {iriin ve araiiriinlerin tam tayini
HPLC/APCI-MS  (HPLC/atmosferik  basing  kimyasal  iyonizasyon-kiitle
spektrometre) ile yapilmistir. Ayrica, reaksiyon siiresince olusan metil linoleat ve

metil oleat miktarlari, kalibrasyon egrileri kullanilarak tayin edilmistir.

40°C’de, Novo 435-katalizli reaksiyonlarda fazla bir mono- ve diagil gliserol
araiirlinleri olusmamakta; fakat TL IM ve RM IM-katalizli reaksiyonlarda, oldukca
fazla sn-2 monoagil ve sn-1,2 diagilgliserol iirlinleri olusmaktadir. Daha yiiksek
sicakliklarda (50°C ve 60°C), Novo 435-katalizli reaksiyonlarda da araiiriin olusumu
artmaktadir. Reaksiyon ortamindaki MeOH konsantrasyonu azaldik¢a, lipazlar acil
gbc¢l reaksiyonlarini, yani sn-2 monoagillerin sn-1 monoagillere ve sn-1,2 diagillerin

ise sn-1,3 diagilgliserollere doniisiimiinii katalizlemektedir.

Ayrica, sabit lipaz sistemlerinin her birisi ile farkli sicakliklarda, farkli
yag/alkol mol oranlarinda, farkli enzim miktarlarinda reaksiyonlar yapilip optimum
sartlar tespit edilmistir. Yaga gore 2.0 molar ekivalentten daha fazla MeOH
kullanildiginda Novo 435 lipaz; 1.5 molar ekivalentten daha fazla MeOH
kullanildiginda ise TL IM ve RM IM lipazlarin aktiviteleri 6nemli dl¢iide azalmistir.
Enzim matrikslerinin adsorpladig1 gliserol, ter-biitanol ve hekzan yikamalari
yapilarak uzaklastirilmistir. Diger taraftan lipaz katalizli reaksiyonlarda tek katalizor
kullanmak yerine iki katalizorlin birlestirilerek kullanilmasi aratiriinlerin daha az

olugmasini saglamakta ve ayni zamanda da reaksiyon siiresi daha da kisalmaktadir.
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Novo 435, TL IM ve RM IM ile heptan solvent ortaminda yapilan kinetik

caligmalarda, MeOH konsantrasyonu sabit tutulup TAG konsantrasyonu

degistirilerek, kinetik parametreler (V.7 ve K,*) hesaplanmistir. Bu sartlarda: ayn

max

TAG konsantrasyonunda MeOH konsantrasyonu arttik¢a, Novo 435’in V. degeri

max

pek degismemekte, fakat K degeri artmaktadir; RM IM ve TL IM lipazlarda ise,

benzer sartlarda hem V. *” degerleri hem de K™ degeri artmaktadir. Ayrica RM IM

kinetik c¢alismasinda yag konsantrasyonu MeOH konsantrasyonundan diisiik
oldugunda baslangic reaksiyon hizlar1 azalmis, yag konsantrasyonu MeOH
konsantrasyonundan fazla oldugunda ise baslangi¢c reaksiyon hizlar1 artmistir.
Boylece yapilan kinetik caligmalar ile her bir lipazin reaksiyon mekanizmasinin

farkli oldugu bulunmustur.
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SUMMARY

TITLE OF THE THESIS: Monitoring Lipase-Catalyzed Methanolysis of
Sunflower oil by HPLC: Elucidation of the Mechannisms of Lipases
AUTHOR: Saban KALAY

In this study, the mechanisms of three immobilized lipases, namely Novozym
435 (Novo 435), Lipozyme TL IM (TL IM) and Lipozyme RM IM (RM IM) in
methanolysis of sunflower oil were investigated using high-performance liquid
chromatography (HPLC). Two reversed-phase HPLC procedures were proposed to
monitor the major compounds occurring during the lipase-catalyzed
transesterification reactions. HPLC/mass spectrometry with an ion trap analyzer and
atmospheric pressure chemical ionization source (HPLC/APCI-MS) was used for the
identification of the individual compounds. Individual calibration curves obtained
with UV detection at 210 nm were found to be of use for quantitative analyses of
methyl esters and acylglycerols. On the contrary to Novo 435-catalyzed reactions, in
TL IM- and RM IM-catalyzed reactions, significant amounts of mono- (2-L and 1-L
mainly) and diacylglycerol (1,2-LL and 1,3-LL mainly) intermediates formed at
40°C. At 50°C and 60°C, significant amounts of mono- and diacylglycerol
intermediates also formed in Novo 435-catalyzed reactions. At depleting MeOH
concentrations, all three lipases catalyzed acyl migrations (i.e., conversion of sn-2
MAGs to sn-1 MAGs and similarly sn-1,2 DAGs to sn-1,3 DAGs). As soon as the
second molar equivalent of MeOH was added, sn-1 MAGs and sn-1,3 DAGs were

the preferred substrates for the lipases.

The optimum conditions (i.e., oil:MeOH ratio, temperature, the amount of
enzyme etc.) were also determined for all three lipase systems. Based on the results,
using 10% (w/w oil) enzyme and three step addition (1 molar equivalent at each step)
of MeOH were suggested. Before addition of second and third molar equivalents of
MeOH, the immobilized enzymes were washed with hexane followed by ter-BuOH

to get rid of the glycerol absorbed onto the matrices.

Moreover, kinetic studies at which MeOH concentration (50, 100 or 200 mM)
was kept constant while changing the oil concentration (between 50-500 mM) were

carried out with all three lipases. With increasing MeOH concentration, the initial
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velocities of Novo 435-catalyzed reactions decreased (V. *” values were constant, but

max

K™ values increased), whereas that of TL IM-catalyzed reactions increased (both

Vo and K* increased). On the other hand, the initial velocities of RM IM-

max

catalyzed reactions decreased at the oil concentrations lower than the concentration
of MeOH, but increased at the oil concentrations higher than the concentration of
MeOH. Overall, these results suggest that the reaction mechanisms of three

immobilized-lipases are different.
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1.GIRIS

Bitkisel ve hayvansal yaglarin yapisim1 olusturan triagilgliseroller (TAG),
metanol (MeOH) ile bir katalizor (lipaz, NaOH, KOH veya H,SO4 gibi) esliginde
yag asidi metil esterleri (YAME) diger adiyla biyodizel ve gliserole dontismektedir.
Lipaz haricindeki diger katalizorler ile gerceklestirilen reaksiyonlar yiiksek
sicakliklarda meydana gelir. Ayrica lipaz haricindeki katalizorler ile gerceklestirilen
reaksiyonlar sonucunda olusan gliseroliin bir saflagtirma agamasindan gecirilmesi
gerekmektedir. Diger taraftan lipaz-katalizli reaksiyonlarin oda sicakliginda
gerceklesmesi ve saf gliserol elde edilmesi bir avantaj olarak bilinmektedir. Lipaz,
KOH ve NaOH katalizli reaksiyonlarda TAG’larin YAME’lere doniismesi baslica
mono (MAG) ve diagilgliserol (DAG) ara-iirlinlerinin olustugu en az ii¢ geri

doniigiimlii reaksiyon agamasi ile olmaktadir.

Farkli kaynaklardan izole edilen lipazlar, hekzan gibi bir organik solventin
varliginda yada solventsiz ortamlarda YAME {iretmek icin kullanilmislardir.
Candida antarctica’dan izole edilip, bir tasiyiciya sabitlenen (immobilize edilen)
Novozym 435 (Novo 435), Rhizomucor miehei’den izole edilip, bir tasiyiciya
sabitlenen Lipozyme RM IM (RM IM) ve Thermomayces lanoginosus’dan izole
edilip, bir tasiyiciya sabitlenen Lipozyme TL IM (TL IM) bu lipazlardan bazilaridir.
YAME iiretmek i¢in en uygun lipazin tespit edilmesini amaglayan birgok caligma
yapilmis olmasina ragmen enzimatik reaksiyonun mekanizmasi detayli bir sekilde
incelenmemistir. Enzimlerin kinetik ve mekanizma ¢alismalart uygun lipaz
sisteminin ~ se¢ilmesi i¢in gereken Onemli parametrelerin  belirlenmesini
saglamaktadir. Bu dogrultuda TAG’lardan YAME f{iretimi esnasindaki substrat
(TAG’lar), ara-liriin (MAG’lar veya DAG’lar) ve iiriin (YAME) molekiillerinin
tespit edilebilecegi ayrica konsantrasyonlarinin  belirlenebilecegi  giivenilir,
uygulanmasi kolay bir teknigin segilmesi gereklidir. Ozellikle gaz kromatografisi
(GC) YAME analizinde en yaygin kullanilan tekniklerden birisidir. MAG’lar ve
DAG’lar GC ile analiz edilmeden Once trimetilsilanizasyon veya asetilasyon gibi
kimyasal islemlerden geg¢irilmektedirler. Bu da hem zaman kaybina hem de fazla
kimyasal madde kullanilmasina sebep olmaktadir. Diger yandan yiiksek basingli s1vi

kromatografi (HPLC); YAME’lerin, TAG’larin, DAG’larin ve MAG’larin
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trimetilsilan gibi herhangi bir madde ile muamele edilmeden, bir enjeksiyonda

hepsinin birlikte analiz edilebildigi, uygulanmasi kolay ve pratik bir tekniktir.

Bu caligmada, Novo 435, TL IM ve RM IM sabit-lipaz sistemlerinin
katalizledigi aycicek yagin metanoliz reaksiyonlarinin mekanizmasi incelenmistir.
Reaksiyona giren TAG molekiilleri, reaksiyon siiresince olusan baglica MAG ve
DAG ara-iiriinleri, ve YAME {iriinleri ters faz HPLC metodu ile 210 nm’de takip
edilerek belirlenmistir; ayrica saf YAME standartlar1 kullanilip konsantrasyonlarin
belirlenebilecegi kalibrasyon grafikleri olusturulmustur. MAG, DAG, TAG ve
YAME’ler HPLC/APCI-Ion Trap-MS ile analiz edilmistir. Sabit lipaz sistemlerinin
hiz belirleyici basamaklar1 belirlenmistir. Sabit-lipaz sistemlerinin her birisi ile farkli
sicakliklarda, farkli yag/alkol mol oranlarinda, farkli enzim miktarlarinda
reaksiyonlar yapilip optimum sartlar tespit edilmistir. Heptanda Novo 435, RM IM
ve TL IM lipazlarin her birisi kullanilip yapilan kinetik ¢alismalar ile reaksiyon

mekanizmalari incelenmistir.



2. KONU ILE ILGILI CALISMALAR

2.1. Biyodizel (YAME)

Motorlarda yakit olarak petrol dizelin yerine bitkisel yaglarin
kullanilabilecegi, 1900’lerde, dizel motorlarin kasifi Rudolph Diesel tarafindan
sOylenmistir [Peterson et. al., 1986]. Bu zamandan giinlimiize kadar bitkisel yaglarin
petrol dizelinin yerine bir alternatif olarak kullanilabilmesi icin cesitli arastirmalar
yapilmaktadir. Bu amagla bitkisel yaglarin  viskozitelerinin  diisiiriilmesi
gerekmektedir. Aksi halde motorda ¢esitli enjeksiyon problemleri olusmaktadir.
Diger taraftan bitkisel yaglarin uguculugunun olduk¢a az olmasi da motorda atesleme

gecikmesine sebep oldugundan bir dezavantajdir [Srivastava et. al., 2000].

Viskozitesi diisiiriilmiis bitkisel yag dizel motorlarda kullanilmak i¢in daha
uygun bir yapidadir. Piroliz, mikroemiilsiifikasyon, diliisyon ve transesterifikasyon
viskozite diisiirmek i¢in kullanilabilecek bazi tekniklerdir [Srivastava et. al., 2000].
Transesterifikasyon (veya alkoliz, drnegin transesterifikasyon reaksiyonunda alkol
substrati MeOH ise bu reaksiyona metanoliz de denilebilir) ester alkol grubunun bir
baska alkol ile yer degistirmesidir. Bitkisel yagin transesterifikasyonunda yag
molekiiliiniin (TAG) alkol grubu olan gliserol, metanol (etanol, biitanol, izopropanol
v.b) ile bir katalizor esliginde (lipazlar, NaOH, KOH, metoksit v.b.) yer
degistirmekte, boylece biyodizel (yag asidi metil esterler (YAME)) ve gliserol
olusmaktadir (Sekil 2.1). Stokiyometrik denkleme gore 1 mol TAG ve 3 mol MeOH,

3 mol biyodizel ve 1 mol gliserole doniisiir.

YAME c¢evresel agidan olduk¢a onemlidir. Petrol kaynakli dizelin motorda
yanmasi ile atmosfere CO, gaz1 verilmektedir. Fosil kaynakli bu dizelin atmosfere
verdigi gazlar sera etkisi yapmakta ve kiiresel isinmaya sebep olmaktadirlar. Bitkisel
yag ve MeOH gibi yenilenebilir kaynaklardan elde edilen YAME ise kiiresel
1sinmaya sebep olmamaktadir. YAME’nin bu olumlu etkisi “green house” etkisi

olarak bilinir.
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Sekil 2.1. Bitkisel veya hayvansal yaglarin yapi tasi olan triagilgliserol (TAG)
molekiillerinin metanol (MeOH) ile bir katalizor esliginde (lipaz, KOH, NaOH,

H,SO4) yag asidi metilesterlere (YAME) diger adiyla biyodizele ve gliserole

doniismesi reaksiyon semasi.

2.2. YAME’nin Normal Dizele Gore Avantajlari
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YAME, oncelikle bir iilkenin disa bagimli olmadan iiretebilecegi bir yakittir.
Stratejik katki saglar.

Ulkede yag iiretimini tesvik ettifinden tarimsal sanayinin giiclenmesini
saglar. Boylece kirsal alandan gocii azaltabilir.

Dizel motorlarda bir degisiklik gerektirmeden kullanilabilen YAME motorun
performansini arttirip sesini azaltir.

Yaglanma derecesi yiiksektir bdylece tasitlarin motor kullanim Omriini
uzatir.

Petrol kokenli dizele (mazot) gore parlama noktasi daha yiiksektir. Buda
tasima ve depolama kolaylig1 saglar.

Mazot ile her oranda karisir.

Atik yaglarin degerlendirilmesine olanak saglar. Boylece atik yaglardan
kaynaklanan g¢evre kirliligi sorununun 6niine gegilebilir.

Kurum miktarinda %350’ye varan azalma saglar. Kansere neden olan
bilesimleri azdir.

Dogada hizl1 ve giivenli ¢6ziiniir.

Zehirli atik icermez ve egzoz duman gazlarini azaltir [Elmas, 2005].



2.3. YAME Uretimi

Giliniimiizde  endiistriyel YAME  iretiminde  farkli  teknolojiler
kullanilmaktadir. Alman Henkel ve ATT, italyan Novamont ve Ballestra, Fransiz IFP
bu teknolojilere drnek olarak verilebilir. Henkel prosesinde, rafine edilmemis yag ve
olduk¢a fazla MeOH kullanilir [Hui, 1996]. Reaksiyon i¢in 240°C sicaklik ve 9000
kPa basing gerekmektedir. MeOH nin reaksiyon ortamindan kagmasini engelleyecek
cesitli Onlemler alinmistir. Reaksiyon karigimi ayristirictya beslenerek gliserinin
konsantrasyon olarak %90’dan fazlasi ayristirilir. Metil esterler saflastirilmak i¢in
destilasyon kolonuna beslenmekte ve istenilen oOzellige sahip YAME elde
edilmektedir. Diger proseslerde de yiikksek sicakliklarda YAME {iretimi
yapilmaktadir.

YAME, endiistriyel olarak bitkisel yaglar ve MeOH’dan homojen alkali
katalizor kullanilarak {iiretilmektedir [Junek ez. al, 1988]. Bu proseslerde oldukca
fazla enerji harcanir ve YAME, monogliserit (MAG), digliserit (DAG), gliserol, su
ve alkali katalizor karisimi bir iirlin elde edilir. Elde edilen YAME c¢esitli saflagtirma
asamalarindan gegirildikten sonra kullanilabilir.  YAME iiretiminde maliyeti
diisiirmek amaciyla bircok calisma yapilmakta ve her gilin yeni iiretim metodlari

gelistirilmektedir [Demirbas, 2006, Ji et. al., 2006]

Arastirmalarin bir kismi YAME iiretmek i¢in yeni katalizor sistemlerinin
gelistirilmesidir. Bu katalizorlerden biri olan lipazin YAME {iretmek igin
kullanilabilmesi c¢alismacilar tarafindan incelenmektedir (Cizelge 2.1). Lipazlarin
hidroliz  reaksiyonlarmmin  yaninda, susuz ortamlarda ester sentezi ve
transesterifikasyon reaksiyonlarin1 da katalizleyebilmeleri enzimatik YAME
tiretiminde farkli canlilardan izole edilen lipazlarin kullanilabilmesini olanakli hale

getirmistir.



2.3.1. Lipazlar Kullanilarak YAME Uretilmesi

Lipazlar kullanilarak YAME f{iretilmesi ilk kez Nelson er. al, [1996]
tarafindan incelenmistir. Rhizomucor miehei lipaz hekzanda %95’den daha fazla
verimle YAME sentezlemistir. Ayni sartlarda fakat hekzan kullanilmadan %65 verim
elde edilmistir. Hayvansal yag ile gerceklestirilen reaksiyonda metanol yerine i-
propanol, i-biitanol ve 2-biitanol gibi daha uzun zincirli alkoller kullanildiginda
verim %90-95’e cikmistir. Ayrica Candida antarctica lipazin, YAME {iretmek i¢in
kullanilabilecek uygun bir lipaz oldugu belirtilmistir [Nelson et. al, 1996].
Lipazlarin kullanildigi benzer YAME iiretimi ¢alismalardan elde edilen sonuglara
gore; a) metanol ve etanole gore daha uzun zincirli alkoller kullanildigi zaman
reaksiyon verimi artmaktadir, b) yaglarin metanol ve etanol ile alkolizi organik
¢oziici varhiginda yiiksek verimle ger¢eklesmekte yoklugunda verim oldukca
diismektedir, c¢) organik ¢oziici varliginda YAME sentezlenmesi maliyetli

olmaktadir ve organik ¢oziicii patlama riski igermektedir.
2.3.1.1. Lipazlarin Céziinmemis MeOH ile inaktive Olmasi

Solventsiz ortamlarda lipazlar, TAG ve MeOH substratlar1 birbirleri
icerisinde ¢ozilindiikleri zaman reaksiyonlart yliksek verimler ile katalizlemislerdir.
YAME reaksiyon esitligine gore (Sekil 2.1.) reaksiyonun tamamlanmasi i¢in en az 3
molar ekivalent (TAG’a gore) MeOH gereklidir. Fakat TAG’a gore 3 molar
ekivalent MeOH, TAG igerisinde ¢ézlinmemektedir [Shimada et. al., 1999]. Yapilan
calismalarda stokiyometrik miktar MeOH’nin ancak 1/3’iiniin TAG igerisinde
¢Oziinebildigi belirtilmistir [Shimada et. al., 1999]. TAG’da ¢oziinmeyen MeOH
damlaciklarinin lipaz molekiilii ile temas etmesi protein yapisim degistirerek
reaksiyon verimini diigiirlir. Diger taraftan biitanol ve ter-BiOH gibi ii¢ karbondan
daha fazla sayida karbon iceren alkoller, TAG’a gore 3 molar ekivalentten daha fazla

olsalar bile TAG igerisinde ¢ozilinebilmektedir [Nelson et. al., 1996].



2.3.1.2. Lipaz Katalizortiigiinde TAG’larin Asamali Metanolizi

TAG’larin tamamen YAME’lere doniisebilmesi i¢cin TAG’a gore en az 3
molar ekivalent MeOH gereklidir. Novo 435 TAG’a gore 1 mol’den daha fazla
MeOH kullanildiginda inaktive olmus ve reaksiyon ger¢eklesmemistir [Shimada et.
al, 1999]. Soya yagin MeOH ile Novo 435 lipaz katalizorliigiindeki bu
reaksiyonunun her asamada 1/3 molar ekivalent MeOH (TAG’a gore) ilavesi
yapilarak lic asamada gerceklestirilmesi Onerilmistir. Reaksiyonun ilk asamasi
30°C’de yag agirhiginin %4’ Novo 435 lipaz, 1/3 molar ekivalent (TAG’a gore)
MeOH kullanilip yapilmistir. Yedi saat sonra TAG’mm %33.1’i YAME’ye
doniismiistiir. Ikinci 1/3 molar ekivalent (yaga gore) MeOH ilave edilmis, ayn1 deney
sartlarinda, 10 saat sonra, TAG’1n %66.4’i YAME’ye doniistiigii belirtilmistir. Son
olarak ti¢iincii 1/3 molor ekivalent MeOH ilavesi yapildiginda ayni1 deney sartlarinda
24 saat sonra TAG’1n %97.3’liniin YAME’ye doniistiigii belirtilmistir [Shimada et.
al, 1999]. Bu sunuca gore li¢ asamali metanol ilavesi ile lipaz-katalizorligiinde

TAG’1n neredeyse tamami1 YAME’ye doniigmiistiir.

Metanoliin YAME’deki ¢oziintirliigii bitkisel yagdaki ¢oziiniirliiglinden daha
fazladir. Bu ¢oziiniirliik avantajindan yararlanilip lipaz katalizli TAG ve MeOH’1n
reaksiyonunda MeOH ilavesi ii¢ asamada degil de iki asamada gergeklestirilmistir
[Watanabe et. al, 2000]. YAME + TAG (ayrica kismi gliseritleri) iceren birinci
asama karisimina 2 molar ekivalent (TAG’a gore) MeOH ilave edilmesi metanol i¢in
bir ¢oziliniirliik sorunu olusturmayip Novo 435 lipaz1 inaktive etmemistir [Watanabe
et. al., 2000]. Novo 435 lipaz bu iki ve li¢ asamali metanoliz deneylerinde tekrar
tekrar kullanilmistir [Shimada et. al., 1999; Watanabe et. al., 2000]. Aciklanan ii¢
asamali YAME firetimi 52 kez (105 giin), iki asamali YAME {iretimi 70 kez (104
giin) %95’den daha fazla verim elde edilerek tekrar edilmistir. Tekrar kullanimlarin
sonunda %4’e yakin kismi gliserit, %0.25’den daha az yag asitleri ve %95 YAME
olusmustur. Bu sonuglara gére Novo 435 lipaz aktivitesinde onemli bir kayip
olmadan 100 giinden daha fazla bir siire boyunca TAG ve MeOH’dan YAME

sentezlemistir.



2.3.1.3. Bitkisel Yagdan Akish Reaktor ile YAME Elde Edilmesi

Iki asamal1 reaksiyonda YAME iiretmek i¢in sevk edici pervanesi olan bir
reaktdr (batch reaktor) kullanilmistir. Uzun siireli kullanimda Candida antarctica
lipaz tasiyict matriksinin fiziksel kuvvetlerden etkilendigi belirtilmistir. Bu
olumsuzlugu engellemek icin Novo 435 akish biyoreaktorde kullanilmistir. Bu
durumda biyoreaktdriin tabaninda gliserol birikmistir. Yan {iriin gliserol, substrat
molekiilleri ve lipaz difiizyonunu sinirlamistir. Ayrica reaksiyon ortamindaki MeOH’
nin fazlas1 gliserol tabakasinda birikmistir. Akishi biyoreaktdrde lipaz, gliserol
tabakasindaki MeOH ile temas ettiginde inaktivasyon olmustur. Sonugta akigh
reaktorde iki asamali YAME iiretimi basarisiz olmaktadir. iki asamali batch
reaktdrde daha siddetli karistirmadan dolay1r immobilize enzim bir gliserol tabakasi
ile kaplanmayip MeOH sabit bir seviyede tutulabilmistir. Boylece iki asamali batch
reaktorde lipaz inaktive olmamistir [Watanabe et. al. 2000]. Fakat daha once
belirtildigi gibi iki asamali batch reaktor’de fiziksel kuvvetlerden dolay1 lipaz tastyict

matriksi etkilenmektedir.

Akisli reaktorde bitkisel yagin li¢ asamali metanolizi ile bir inaktivasyon
olmamustir [Watanabe et. al. 2000]. Reaksiyonda 3 adet 3 g immobilize lipaz igeren
biyoreaktoér (15 mm x 80 mm) kullanilmistir. Bitkisel yag ve 1/3 molar ekivalent
MeOH karisimi 6 ml/saat sabit akis hizi ile ilk biyoreaktdre beslenmistir (verim
%33). Elde edilen eliisyon bir gece bekletilerek gliserol tabakasi uzaklagtirilmistir.
Gliserolden ayrilmis eliisyona ikinci 1/3 molar ekivalent MeOH ilave edilmis ayni
akis hiz1 ile ikinci biyoreaktdre besleme yapilmistir (verim %66). Reaksiyonun son
asamasinda da gliserolden ayrilmig eliisyona 1/3 molar ekivalent MeOH ilave
edilmis ve ayni akis hiz1 ile ii¢lincii biyoreaktdre besleme yapilmistir (verim %93).
Bu ii¢ asamali akish reaksiyon 100 gilin siirdiiriilmiis ve aktivite ayni kalmistir.
Verimin benzer sekilde yapilan batch reaktdordeki YAME {iretimi ile aymi oldugu
bulunmustur. Akish reaktorde elde edilen {iriin icerisindeki serbest yag asidi orani
%0.2, kismi gliserit oran1 %7’°dir. Novo 435 lipaz hem ii¢ asamali batch reaktorde
hemde ii¢ asamali akisli reaktorde metanoliz reaksiyonunu oldukc¢a yiiksek verimler

ile katalizlemistir.



2.3.1.4. Kullanilmis Kizartma Yaginun Lipaz Katalizli Metanolizi

Rafine yaglar restoranlarda kullanildiktan sonra da YAME iiretmek igin
hammadde olabilmektedirler. Bir yag kizartma yapmak amaciyla kullanildiginda
icerdigi su oran1 yaklagik 4 kat artar (2000 ppm). Diger taraftan kullanilmis kizartma
yaglart %2.5 yag asidi %4.6 kismi gliserit igerebilmektedir. 500 ppm’den daha fazla
su iceren bir yag ile Novo lipaz-katalizorliiglinde metanoliz yapildiginda baslangig
reaksiyon hizinin diistligli fakat dengenin degismedigi belirtilmistir [Shimada et. al.,
1999]. Su oranmin yiiksek olmasi lipazlarin aktivitelerini etkileyebilmektedir.
Bitkisel yag restoranda kullanilmadan 6nce, 1/3 molar ekivalent (yaga gére) MeOH
substrat karisiminin lipaz-katalizorliiglinde reaksiyonu gerceklestirilmis 7 ve 9 saat
sonra sirastyla %9 ve %33.2 verim elde edilmistir. Lipaz yeni hazirlanmis bitkisel
yag ve 1/3 molar ekivalent MeOH’dan olusan reaksiyon karisimina transfer edilmis
ve ayni sekilde bes kez kullanilmistir. Benzer bes reaksiyon dongiisii atik yag ile de
yapildiginda reaksiyon dongiisiiniin arttikca baslangi¢ reaksiyon hizlarmin da arttigi

ve ayni benzer verimlerde YAME iiretildigi belirtilmistir.

2.3.1.5. Kullanilmis Kizartma Yaginin Batch Reaktorde Metanolizi

Novo 435 lipaz-katalizorliigiinde atik yag ve bitkisel yag kullanilarak, batch
reaktorde, lic asamalt MeOH ilavesi ile YAME fiiretilmistir (diger sartlar kisim
2.3.1.2°de agiklanmistir). Hem kullanilmis hemde kullanilmamis kizartma yaginda 1
molar ekivalent MeOH ilavesi ile (yaga gore) %33, ikinci 1 molar ekivalent (yaga
gore) MeOH ilavesi ile %66 verim elde edilmistir. Ugiincii MeOH ilave edilmesi
asamast yapildiktan sonra atik yagdan %90.4, bitkisel yagdan %95.9 verim elde
edilmistir. Atik yagda bulunabilen epoksitler, aldehitler ve polimerler gibi yag asidi
tiriinlerinin  YAME verimini diisiirebilecegi belirtilmistir. Lipaz bu oksitlenme
tiriinlerini fark edemedigi i¢in verimde ¢ok fazla bir diisme olmamustir. Ayrica atik
yagdaki serbest yag asitlerinin (%2.5) ili¢lincli agsamanin sonunda oldukca azaldig:
(%0.3) belirtilerek serbest yag asitlerinin ve yagin metanolizinin birlikte

gerceklestigi belirtilmistir.
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Batch reaktorlerde reaksiyonlar tamamlandiktan sonra lipaz yeni substrat
karisimu ile tekrar kullanilmis boylece lipazin kararlilig1 belirlenmistir. ilk asama 10
saat (yaga gore 1 molar ekivalent MeOH ilave edilmesi); ikinci asama 14 saat (yaga
gore 1 molar ekivalent MeOH ilave edilmesi); liglincii asama 24 saat (yaga gore 1
molar ekivalent MeOH ilave edilmesi) siirdiiriilmiis ve 50 reaksiyon dongiisii
boyunca (100 giin) lipaz aktivitesinde bir diisme olmadan kullanilmistir. Kullanilmig
kizartma yagindaki epoksit ve aldehit gibi safsizliklarin lipaz kararliligim

etkilemedigi belirtilmistir.
2.3.1.6. Kullanilmis Kizartma Yagimin Akish Reaktorde Metanolizi

Kullanilmis kizartma yagindaki su ve serbest yag asitlerinin YAME iiretimini
hemen hemen etkilemedigi belirtilmistir. Novo 435 lipaz igeren biyoreaktor
kullanilarak  kistm 2.3.1.3’de belirtilen sekilde iic asamali akisli metanoliz
reaksiyonu yapilmigtir [Watanabe et. al. 2001]. Birinci ve ikinci biyoreaktore 3 g,
ticlincii biyoreaktore 4.5 g enzim koyulmustur. Kullanilmis kizartma yagi ve 1 molar
ekivalent (TAG’a gore) MeOH karistmindan olusan substrat birinci reaktdre
beslenmistir. Ilk eliisyondan gliserol tabakasi ayrilmis ve gliserol igermeyen bu
kisma 1 molar ekivalent (TAG’a gore) MeOH ilavesi yapilarak ikinci biyoreaktore
besleme gergeklestirilmistir. Yine ayni sekilde {igiincii biyoreaktore de besleme
yapilmistir. Deneyler boyunca sicaklik 30°C’de akis hiz1 6 ml/saatte sabit tutulmus
bu sistem 100 giin kullanilabilmistir. Bir reaksiyon dongiisii tamamlandiktan sonra
her bir reaktdrdeki immobilize enzim ¢ikarilmig ve aktivite Ol¢iilmiistiir. 100 giin

boyunca lipaz aktivitesinin diismedigi belirtilmistir [ Watanabe et. al. 2001].
2.3.1.7. Ham Yagdan YAME Uretilmesi

Rafine edilmis bitkisel yaglar ve kizartmalarda kullanilmis yaglar, daha
onceki bolimlerde belirtildigi gibi, lipaz-katalizorligiinde YAME iiretmek icin
kullanilmislardir. Diger taraftan rafine edilmemis soya yagi kullanilarak YAME
tiretilmesi de incelenmigtir [Watanabe ef. al, 2002]. Rafine isleminin bir
basamaginda ham yagdan sakiz denilen kisim uzaklastirilmaktadir. Sakiz kismi
uzaklastirilmis rafine yag kullanilarak, {i¢ asamada MeOH ilavesi yapilip (kisim

2.3.1.2°de belirtildigi sekilde) %90’dan daha fazla verim ile YAME iiretilmistir. Ug
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asamali metanoliz aktivitede bir diisme olmadan 50 kez tekrarlanmistir. Sakiz kismui
fosfolipitlerden olusmaktadir. Bitkisel yaga %1 fosfolipit ilave edildikten sonra ise
YAME iiretilememistir. YAME f{iretilememesinin sebebinin sabit enzim matriksine
adsorplanan fosfolipitler oldugu bulunmustur. Rafine edilmemis yagdan YAME
tiretmek i¢in kullanilan sabit lipaz kloroform:MeOH (2:1 hacim/hacim) ile ¢ekilmis
ve siiziintiide fosfolipitler tespit edilmistir. Immobilizasyon materyaline baglanan
fosfolipitlerin lipaz molekiilii ve substrat etkilesimini engelledigi belirtilmistir

[Watanabe et. al., 2002].

2.3.1.8. Lipozyme TL IM ile YAME Uretilmesi

Lipozyme TL IM (TL IM) lipaz Thermomayces lanoginosus lipazin silika
tagitict matriksine sabitlenmesi ile olusturulmustur. Novo 435 lipaza gore daha
ekonomik olan TL IM lipaz kullanilarak soya yagdan %90 verim ile YAME
tretilmistir [Wu et. al., 2003].

Tamamen hidrojenlenmis soya yagi-soya yagi (27-73) + MeOH substrat
karigimi, %30 TL IM lipaz kullamilip siirekli batch reaktdr ve kesikli batch
reaktorlerde YAME iretilmistir. Stirekli batch reaktérde reaksiyonda 1 molar
ekivalent MeOH birer saat ara ile {i¢ asamada ilave edilerek bir reaksiyon dongiisii
tamamlanmistir. Siirekli batch reaktdrde, 30°C sicaklikta aktivitenin 10 reaksiyon
dongiisii boyunca korundugu belirtilmistir (%95 verim). Kesikli bacth reaktdrde

optimum sicaklikta (40°C), %92 verim elde edilmistir [Du et. al., 2003].

Palmiye yagi, pamuk yagi, findik yag1 ve ay c¢igek yaglarin her biri ile
hekzanda, TL IM, Lipozyme RM IM (RM IM) ve Pseudomonas fluorescens (AK
lipaz) lipazlari-katalizorliigiinde metanoliz reaksiyonlari yapilmistir. Palmiye yag: ve
TL IM lipaz kullanildiginda en yiiksek verime ulasilmistir (%97). Diger taraftan
pamuk yagi substrat olarak kullanildiginda AK lipaz ile en yiiksek verime
ulagilmigtir. Verimlerin farkli olusu lipaz yag asidi secicilikleri ile ilgilidir

[Soumanou et. al., 2003].

TL IM lipazin ¢oziiciisiiz ortamda 1.5 molar ekivalent (TAG’a gore)

MeOH’dan daha fazla MeOH ile inaktive oldugu belirtilerek {ic asamada 1’er molar
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ekivalent MeOH ilavesi yapilarak YAME iiretilmesi Onerilmistir. Diger taraftan
Novo 435 aym sartlarda 2 molar ekivalent (TAG’a gore) MeOH’dan daha fazla
MeOH ile inaktive olmaktaydi. TAG agirligina gére %10 TL IM kullani1ldiginda, 150
rpm ve 40°C’de tli¢ agamali MeOH ilavesi yapilarak 12 saat reaksiyon sonunda %98
verim elde edilmistir. Enzim bu reaksiyonda her kullanimdan énce IPA ile yikanarak

15 kez tekrar kullanilmig ve aktivitesini kaybetmemistir [Xu et. al., 2004].

Novo 435, RM IM ve TL IM lipazlar1 ¢dziiciisiiz ortamlarda cesitli bitkisel
yaglar ve MeOH substratlarindan YAME f{iretebilmek i¢in yaygin kullanilmiglardir
(Cizelge 2.1). Bu lipazlar kullanilarak %60’dan %98.4’e kadar degisik verimlerde
YAME sentezlenmistir. Calismalara gore bu ii¢ lipazin katalizledigi reaksiyonlarda
40°C reaksiyon sicakligt ve 150 rpm karigtirma tercih edilmistir. Caligmalarda
immobilize enzimlerin adsorpladig: gliserol propanol, i-propanol, biitanol, ¢-biitanol

gibi ¢oziicliler kullanilip uzaklastirilmistir [Chen et. al., 2003; Du et. al., 2003].

2.4. TAG Molekiilu

TAG’lar li¢ yag asidinin ii¢ degerlikli alkol olan gliserol ile olusturdugu
esterlerdir. Sadece bir yag asidi gliserol ile esterlestiginde iirlin monoagilgliserol
(MAG) olarak tanimlanir. Daha fazla yag asidi ile esterlesme diagilgliserolleri ve
sonucta da yag molekiilii olan triagilgliserolleri (TAG) olusturmaktadir. Yaglar
yiiksiiz oldugundan nétral yaglar olarak da ifade edilirler. Yaglardaki gliserol
karbonlar1 esdeger degildirler. Bu karbonlar TUPAC-IUB’nin O6nerdigi sn
(Stereospesific numbering) numaralari ile belirtilirler. sn-1, sn-2 ve sn-3 sirasiyla 1, 2

ve 3. gliserol karbonlarini belirtmek i¢in kullanilmaktadir.

Bir TAG molekiiliiniin yag asidi birimleri ayn1 olmayabilir. Biyolojik kokenli
yaglar her zaman sadece yag asidi birimlerinde farkliliklari olan ¢ok benzer
TAG’larin karigimidirlar. Besinsel yaglar genellikle palmitik, stearik (doymus), oleik
(tekli doymamis) ve linoleik (ikili doymamais) asitleri igerirler. Oleik asit genellikle
gliseroliin sn-2 pozisyonundan esterlesmistir [Koolman et. al., 2002]. TAG’lar apolar
ve ¢ok esnek molekiillerdir. C-C tek baglarinin etrafinda rotasyon yapabilir ve bu

yolla bir¢ok farkli konformasyon edinebilirler. TAG iskeletini olusturan gliseroliin
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bir simetri diizlemi vardir. Gliseroliin iki primer hidroksili farkli yag asitleri ile

esterlesirse olusan TAG asimetrik ve optikg¢e aktif hale gelir [Koolman et. al., 2002].

Cizelge 2.1. Novozym 435 (Novo 435), Lipozyme TL IM (TL IM) ve
Lipozyme RM IM (RM IM) sabit (immobilize)-lipazlari katalizorliiglinde bitkisel ve

hayvansal yaglar ve alkollerin YAME’ye doniistiiriilmesi literatiir caligmalari.

Lipaz Enzim" | Yag Alkol |Sicakhk | Verim | Zaman Referans
O (%) (saat)
Kullanil
TL IM 10 mis MeOH 35 90 96 Wu 2003
kizartma
Soya ve
435 4 Kolza MeOH 30 98.4 48 Shimada 1999
karigimi
TL IM 10 Soya MeOH 40 98 48 Xu 2004
TL IM o 97 24°
TL IM 10 yB;tgklsel MeOH 40 60 30 |Soumanou 2003
RM IM 90 30
TL IM 30 Soya MeOH 30 100 9 Du 2003
435 30 Pamuk MeOH 50 91.5 7 Kose 2003
435 4 Balik Etanol 40 95 48 Watanabe 1999
TL IM 10 Soya MeOH 40 90 48 Du 2005
?Oar: 10.3°
435 4 Y MeOH 30 6 | Watanabe 2002
Rafine b
30.2
soya
435 4 Soya MeOH 30 97 3.5 Samukava 2000
Soya ve
435 4 koza Metanol 95 36 Watanabe 2000
karisimi

* Yaga gore agirlikca % immobilize (sabit) enzim
b Yaga gore 1 molar ekivalent alkol kullanildiginda.

¢ Reaksiyon hekzanda yapilmigtir. Tablodaki diger ¢alismalar bir solventin kullanilmadigi ortamlarda

gergeklestirilmiglerdir.
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2.5. Lipaz Reaksiyon Mekanizmasi

Serin proteazlar; agil-serin, sistein proteazlar; acil-sistein, protein kinaz ve
fosfatazlar; posfoaminoasit, pyridoksalfosfat kullanan enzimler; pyridoksal-
aminoasit Schiff bazi kovalent gegis hali olusturan enzimlerdir. Kovalent katalizde
aktivasyon enerji bariyerin asilmasi i¢in enzimle kovalent {irliniin olustugu ve
salindig1 iki adim olusmaktadir. Bu enzimlerin hiz belirleyici adimi biiyiik
cogunlukla bu iki adimdan biridir. Serin proteazlar aktif bdlgelerinde serin iceren
enzimlerdir. Bu aminoasit site-directed mutageneses calismasi ile degistirilirse
aktivite 10° kat azalmaktadir. Reaksiyon mekanizmasina gore aktif blgede bulunan
serin, peptid karbonil karbonuna baglanip enzim-substrat (ES) kompleksini
olusturmaktadir. Aktif bolge amino asitleri ve substratin oksianyonu arasinda olusan
hidrojen baglar1 gecis halini karli tutmaktadir. Histidin protonunun substrat azotuna
baglanmas1 ile gecis hali bozulur ve reaksiyonun ilk {rlinii olusur. Enzim
molekiiliindeki ilk {riinlin ¢iktig1 oyuktan giren suyun niikleofilik atagi enzimden
acil grubununda ayrilmasini saglar. A¢il grubunun ayrimasi sirasinda (deacillenme)
acillenme reaksiyonuna oldukca benzer ikinci tetrahedral gecis hali olusmaktadir. Bu
gecis hali sudan histidine proton transferi ile bozulur ve ikinci peptid salinir
[Marangoni, 2002]. Lipazlar serin proteazlar gibi agil-serin ge¢is hali olusturan
enzimlerdir [Holmquist, 2000]. Buna gore lipaz-katalizorliigiindeki ay cicek yag ve
MeOH’nin 1,2-sn-gliserol ve YAME’ye doniligmesi reaksiyon semas: Sekil 2.2°de

gosterilmistir.
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Sekil 2.2. Lipaz-katalizorliiginde TAG ve MeOH’nin 1,2-sn DAG ve

YAME’ye doniismesi reaksiyon mekanizmasi. 1-Serbest enzim (lipaz aktif bdlgesi). Lipaza
TAG molekiiliiniin yaklasmasi. 2-Ilk gegis hali. Serin protonunun histidine yaklasmasi, karbonil cift
baginin agilmasi ile olugsan oksianyonun alanin ve glutamin protonlari ile kararli halde tutulmasi. 3-
Enzim agil kompleksinin olugmast. 1,2-sn-DAG’1n (ilk iiriin) lipazdan ayrilmasi. 4-ikinci gegis hali.
MeOH’nin (ikinci substrat) enzim agil kompleksine baglanmasi. MeOH protonunun histidine
yaklagmasi. Oksianyonun alanin ve glutamin protonlari ile kararli halde tutulmasi. Metil esterin (ikini

iiriin) salinmasi (enzimin baslangi¢ haline donmesi).
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2.6. Acil Gocii

Acil gocii lipaz-katalizli bazi asidoliz reaksiyonlarinda (yag+yag asidi
kullanliarak yapilan reaksiyonlar asidoliz reaksiyonlaridir) ayrica bazi lipaz katalizli
YAME iiretim reaksiyonlarinda istenilmeyen fakat engellenemeyen bir yan
reaksiyon olarak meydana gelmektedir. Reaksiyon ortaminda digliserit olmasi lipaz-
katalizli asidoliz reaksiyonlarinda agil gocii olmasimi saglar. Bu reaksiyonlar
digliserit ve monogliserit molekiillerinde meydana gelmektedir. 1,2-digliserit, 1,3-
digliserite, 2-monogliserit 1 monogliserite doniigmektedir. Acil gocli 1,2-digliserit
serbest hidroksilindeki ortaklanmamis elektron c¢iftinin ester karbonil karbonuna
niikleofilik atak yapmasiyla baslar. Bes tiyeli bir gecis hali (kararsiz bir orto ester)
meydana gelir. Orijinal esterin C-O baginin kopmasi ile halka agilmasi agil gociinii
saglar. Reaksiyon sicakligi, acil zincir uzunlugu, su aktivitesi, asit ve bazlar gibi
unsurlar acil go¢ilinliniin hizin1 etkileyebilir. Gliserol iskeletindeki primer hidroksil
oksijeninin sekonder hidroksilin oksijeninden daha aktif bir niikleofil olmas1 agil

grubunun sekonder hidroksilden primer hidroksile gegisini saglayan itici giigtiir

[Yang et. al. 2005].

Agil goci lipaz katalizli YAME iiretimi esnasinda da meydana gelmis bir
reaksiyondur [Salis et. al., 2003; Du et. al., 2005]. 1,2-sn-DAG’1n 1,3-sn-DAG’a ve
2-sn MAG’mn 1-sn MAG’a doniismesi agil gocii reaksiyonlarinin mekanizmast Sekil

2.3.’de gosterilmistir.

o
[ o1 I
o 0O— C—R3 C—R3 O—C—R3
i Iy, -
R2—C —o0 H
_ \C<// —_— (e} Ho
OH RZ/ H/O+ O——c—R2
o OH oH OH
I — TV . -
R2—C—0 o e o
- ~s 7 - oo
o I
OH R2 s O——Cc—R2

Sekil 2.3. A- 1,2-sn DAG molekiiliiniin agil gogii ile 1,3-sn DAG
molekiiline doniismesi. B- 2-su MAG’m 1(3)-sn MAG’a agil gocl ile

donilismesi.
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2.7. Yiiksek Basinch Sivi Kromatografi (HPLC) Calismalar:

Enzimlerin kinetik ve mekanizma ¢alismalari, uygun lipaz sisteminin
secilmesi i¢in gereken Onemli parametrelerin belirlenmesini saglamaktadir. Bu
dogrultuda bitkisel yaglardan YAME iiretimi esnasindaki substrat (TAG), ara-iiriin
(DAG ve MAG) ve irin (YAME) molekiillerinin tespit edilebilecegi ve
konsantrasyonlarinin belirlenebilecegi giivenilir ve uygulanmasi kolay bir teknigin
secilmesi gereklidir. YAME analizinde kullanilan gaz kromatografi analizden 6nce
mono ve digliseritlerdeki serbest hidroksil gruplarmin trimetilsililasyonu veya
asetilasyonunu gerektirdigi i¢in TAG gibi uguculugu olduk¢a az olan agil

gliserollerin analizinde daha az tercih edilir [Holcapek ez. al., 1999].

Cizelge 2.2. HPLC (yiiksek basingli sivi kromatografi) ile TAG, DAG ve
MAG molekiillerinin ayrica YAME ve YAEE’lerin analizlerinin yapildigi bazi

literatiir ¢alismalari.

Analizi HPLC Kolonu Mobil faz | Akis | Dedektor Referans
yapilan hiz
madde Boyut Dolgu ml/dk
Maddesi
YAEE 250 x 4.6 mm; Nucleosil C18 | MeOH- 0.7 |RI Chulalaksananu
5 um Asetik asit kul 1990
TAG ve DAG | 251 x 4.6 mm; Spherisorb Aseton- UV210 |Dossat 2002
5 um ODSII C18 ACN nm
YAME ve 252 x 4.6 mm; Spherisorb MeOH- 1 RI Dossat 2002
MAG 5 um ODSIIC19 Asetik asit
TAG ve 150 x 3 mm; Separon SGX | MeOH- 1 UV205 | Holcapek 1999
YAME 7 pm C18 2prop-Hek nm
MAG, DAG, | 151 x 3 mm; Separon SGX | Su-ACN- 1 UV205 | Holcapek 1999
TAG ve 7 pm C18 2prop-Hek nm
YAME
YAME 150 x 3 mm; C18 Su-ACN- UV205 | Komers 2001
reaksiyon 7 pm 2prop-Hek nm
ornegi
Kolza yag
TAG 250 x 4.6 mm; Diasfer-110- Aseton- 1 RI Deineka 2003
6 um C18 ACN
TAG 25 cmx 4.6 mm; | LiChrosorb ACN- 1.5 |RI Jensen 1981
5 um RP 18 THF-n-
hekzan




18

HPLC, YAME iiretim reaksiyonu esnasinda olusan biitiin bilesenlerinin
ayrica reaksiyon substratinin (TAG) bir derivasyon yapilmadan tek bir analiz ile
belirlenebilecegi etkili bir aymrma yontemidir. Bu molekiilleri belirlemek i¢in
HPLC’de yaygin sekilde UV (ultraviyole) ve MS (kiitle spektrometre) dedektor
kullanimaktadir. Ayrica RI (kiricilik indeksi) ve FID (alev iyonizasyon dedektor)
dedektorlerde yaygindir.

HPLC ile; TAG, DAG, MAG, YAME ve YAEE’nin belirlenebilmesi icin
mobil faz, kolon, dedektor se¢cimi gibi ¢esitli bilesenleri ve sartlar1 birbirinden
farklilik gosteren ¢aligmalar yapilmistir (Cizelge 2.2). Ters-faz HPLC (RP-HPLC)
teknigi ile kolza (rapeseed) yagdan NaOH katalizli YAME iiretilmesi sirasinda
olusan bilesikler UV dedektor (205 nm), ELSD (buharlastirma 151k sagma) dedektor
ve pozitif iyon moda APCI-MS (atmosferik basing kimyasal iyonizasyon kiitle
spektrometre) dedeksiyon sistemleri kullanilarak testip edilmislerdir [Holcapek et
al., 1999]. YAME, yag molekiilleri ve kismi gliseritlerin (MAG ve DAG)
ayrigtirllmasini saglayan, su igeren ve su icermeyen iki mobil faz sistemi onerilmistir
[Holcapek et al, 1999]. Ay cigcek (oleik asit orami fazla) yagi ile biitanoliin
transesterifikasyonunda olugan TAG ve DAG’lar UV-210’da aseton : asetoniril (1:1
v/v) solventleri ile ayristirilip UV-210 nm dedektor ile tespit edilmislerdir. Biitilester
ve MAG’lar ise akig gradienti yapilarak analiz edilmislerdir. Biitilester ve MAG’larin
analizi i¢in metanol:asetik asit (99.7:0.3) ¢oziciileri kullanilip akis gradienti
yapilmistir gradient sartlari: ilk 7 dakikada 0.5 ml/min, 7-10 dk 3 ml/min, 10-16 dk 3
ml/min, 16-20 dk 0.5 ml/min olarak uygulanmistir [Dossat et. al., 2002]. Ticari
olarak satilan aygigek yaglari ve susam yaglarinda bulunan TAG’lar aseton :
asetonitril (80:20 v/v) mobil fazi kullaninip ve RI dedektorii ile tespit edilmiglerdir.
Buna gore aycicek yaginda %?20-33 trilinolein, %?28-32 oleildilinolein, %6-11
palmitildilinolein, %10-16 dioleillinolein, %11-15 stearildilinolein + palmitil oleil
linolein ve %]1-11 triolein + stearil oleil linolein+palmitil diolein TAG’leri bulunur

[Dossat et. al., 2002].

Yag molekiillerinin RP-HPLC ile ayristirlmasinin mekanizmasi hemen
hemen bilinmektedir. tg (kolonda alikonma siiresi) yagi olusturan yag asitlerinin

toplam karbon sayisina baglidir ve bir tane ¢ift bag karbon sayisini iki azaltmaktadir.
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tr degerlerinin tahmini i¢in esdeger karbon sayis1 (ECN Ekivalent Carbon Number)
hesaplanilmasi kullanilmaktadir. Buna gére ECN = yag asitlerindeki toplam karbon
sayisi ¢ift bag sayisinm iki katindan gikarilmasi ile hesaplanir. Ornegin oleik-oleik-
linoleik (18:1-18:1-18:2 (yag asidindeki toplam karbon sayisi:¢ift bag sayisi)) asit
igeren bir TAG molekiiliniin ECN’si; 54 — 2 x 4 = 46, 14:0-16:0-14:0 TAG’1n
ECN’si 34 olarak hesaplanir. ECN degeri az ¢ikan TAG, RP-HPLC analizinde
kolonu daha cabuk terk eder.

Oktadesilsilil kolonlar (ODS veya C;g) yag ayristirilmasinda kullanilan en
yaygin kolonlardir. HPLC calismalarinda yag asidi ile ayn1 sayida karbon igeren
kolonlar kullanildiginda daha iyi ayristirma elde edilmistir. Kisa kolonlar ile daha az
solvent harcandigindan analiz siiresi de azalir. 100 x 3 mm (3 p paketlenmis)
kolonlarin 250 x 5 mm (5 p paketlenmis) kolonlarin yerine gecmesi piklerin
goriiniimiinde bir fark olusturmamis fakat analiz siiresini kisaltmistir [Christie,

2000].

Yagims: maddelerin ayrigtirilmasi i¢gin HPLC ile yapilan ilk caligmalarda
siklikla propiyonitril (PPN) mobil faz1 tercih edilmistir. Daha sonra PPN hem pahali
hem toksik oldugundan terk edilip aseton ve asetonitril (ACN) yayginlagsmistir. Diger
taraftan PPN bazi MS ¢aligmalarinda giiniimiizde de tercih edilmektedir. Aseton ve
asetonitrilin UV dedektor ile kullanildigi ¢aligmalarda kantitatif analizde asetonun da
UV absorbansindan kaynaklanabilecek cesitli sorunlar ile karsilasilmistir. ACN
HPLC ana solventi olarak tercih edilmektedir. ACN-aseton sistemi doymus yag
asitlerinden olusan yaglarda bu yag molekiillerini pek c¢ozemedigi i¢in tercih
edilmemistir. Bunun yerine ACN-diklormetan (DCM) kullanilmasi daha iyi bir
ayristirma saglamistir [Christie, 2000].

TAG molekiillerinin analizleri i¢in c¢esitli MS iyonlastirma teknikleri
incelenmis, bu alandaki en basarili iyonizasyon tekniginin APCI (atmosferik basing
kimyasal iyonizasyon) oldugu sdylenmistir [Holcapek et al, 1999]. APCI hem

yapisal hem de molekiiler agirlik bilgileri verilmektedir.
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2.8. Kinetik Calismalar

Enzimlerin kinetik ve mekanizma c¢alismalari uygun lipaz sisteminin
secilmesi igin gereken Onemli parametrelerin belirlenmesini saglamaktadir. Iki
substratin girip iki {Urliniin olustugu transesterifikasyon reaksiyonlarinda gecerli
olabilecek ii¢ reaksiyon mekanizmasi vardir. Bu mekanizmalar rastgele-diizen
(random-order) Ping-pong bi-bi ve sirali (ordered) bi-bi mekanizma’lardir. Lipaz-
katalizli reaksiyonlarda oncelikle enzim ile yag molekiilii arasinda bir enzim-agil
kompleksi olustugu bilindiginden rasgele diizen mekanizmasi elenmektedir.
Literatiirdeki lipaz-katalizli bazi kinetik calismalarda, ping-pong bi bi, dortli
kompleks mekanizmas1 ve ordered (sirali) bi-bi mekanizmalarin gecerli oldugu
belirtilmistir (Cizelge 2.3.). Ayrica lipaz-katalizli TAG ve MEOH’nin YAME
olusturmasi reaksiyonunun Michaelis-Menten kinetigine gore gerceklestigi ve
enzimatik kinetigin ping-pong bi bi mekanizmasina uydugu belirtilmistir [Srivasta et.
al. 2000]. Bu mekanizmalarda genelde kisa zincirli alkollerin sebep oldugu

inhibisyonlar gézlemlenmistir.

Solventsiz ortamda soya yagi ve metil asetatin interesterifikasyon reaksiyonu
ile YAME ve triasetilgliserole doniismesi kinetik olarak incelenmistir [Xu et. al.
2005]. Reaksiyonun geri doniisiimli TAG’m DAG’a sonra DAG’in MAG’a ve
MAG’mm triasetilgliserole doniistiigii iic adimdan olustugu belirtilmistir. Her bir
adimin ileri ve geri yondeki hiz sabitlerini belirlemisler ve birinci adimin en yavas
adim oldugunu bulmustur. Ayrica bu ¢alismada MAG ve DAG araiiriinlerinin pek

fazla olugsmadigi belirtilmistir.
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Cizelge 2.3. Cesitli acil alict ve agil vericilerinin kullanildig literatiirdeki lipaz

katalizli kinetik ¢alismalar.

Lipaz Solvent Sicaklik,’C | Asit (acil Alkol veya | Reaksiyon tiirii Mekanizma Referans
verici) asit
Mucor n-hekzan 40 oleik asit Etanol esterifikasyon ping pong bi | Chulalaksananukul
miehei bi, alkol 1990
(Lipozyme kompetatif
Immobilize) inhibisyon
Mucor n-hekzan 40 biitiirik asit | Izoamilalkol | esterifikasyon ping pong bi- | Krishna 2001
miehei bi substratlarin
(Lipozyme kompetetif
IM 20) inhibisyonu
Mucor n-hekzan 40 TAG Biitanol transesterifikasyon | ping pong bi Dossat 2002
miehei (yliksek bi alkol
(Lipozyme) oleik asit) kompetetif
inhibisyon
Alcaligenes | THF 40 a-siyano MeOH transesterifikasyon | ping pong bi Zhang 2004
sp benzaldehid bi MeOH
inhibisyonu
Novo 435 70 palmitik i-propanol esterifikasyon ordered bi-bi | Garcia 1999
asit substratlar ve
iriinlerin
inhibisyonu
Novo 435 toluen 30 metil Biitanol transesterifikasyon | ping pong bi- | Yadav 2004
TL IM asetoasetat bi inhibisyon
RM IM B-ketoester yok.
Novo 435 40 TAG metil asetat | interestarifikasyon | ping pong bi- | Xu 2005
bi substrat
kompetatif
inhibisyonu
Rhizomucor 30 oleik asit Oktanol esterifikasyon ping pong bi | Yong 1996
miehei bi
(Lipozyme
10 000)
Rhizomucor | bifazik 30 oleik asit Etanol esterifikasyon dortli Olivera 2001
(serbest ve | sistem kompleks
immobilize) mekanizmasi
Novo 435 toluen 30 laurik asit H,0, perasit sentezi ordered bi-bi Yadav 2002
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerecler

Novozym 435 lipaz (immobilize Candida antarctica lipase B), Lipozyme TL
IM lipaz (immobilize Thermomayces lanoginosus), Lipozyme RM IM lipaz
(immobilize Rhizomucor miehei) hediye olarak Novo Nordis (Danimarka)
firmasindan temin edilmis; metil linoleat, metil oleat, metil palmitat, metil stearat,
linoleik asit, oleik asit, I-monooleil gliserol, 1,2-dioleilgliserol, 1,2-dilinoleilgliserol,
trioleilgliserol Sigma (USA)’dan; HPLC kalitesinde aseton, asetonitril ve metanol
ayrica palmitik asit ve stearik asit Merck (Darmstand Almanya)’dan, rafine aycigek
yag1i (ONA marka) marketten satin alinmistir. Ay¢icek yagi, GC (gaz kromatografi)
analiz sonuclari: %64.9 linoleik asit, %23.5 oleik asit, %6.0 palmitik asit, %4.2
stearik asit ve %0.6 behenik asittir (iiretici firma, Marsa, tarafindan saglanmustir).

Saponifikasyon degerleri sirastyla % 0.0566 ve 132°dir.

Termostabil triagilgliserol hidrolaz (E.C. no. 3.1.1.3)’larin baz1 6zellikleri:
Novo 435’in aktivitesi 10.000 propil laurat unit/gr’dir. Immobilizasyon materyali,
boncuk seklindeki makroporlu akrilik rezindir. %]1-2 maksimum 3 (agirlik¢a) su
icerir. TL IM’nin aktivitesi 250 interesterifikasyon unit (IUN)/g’dir. Silikaya
immobilize edilmistir. RM IM anyon degisim rezinine immobilize edilmistir. RM IM
%2-3 (agirlikga) su igerir. Aktivitesi 150 IUN/g’dir [Novozym 435 product sheet,
Lipozyme TL IM product sheet, Lipozyme RM IM product sheet].

3.2. Yontem

3.2.1. Enzim Yikamasi Yapilarak Solventsiz Ortamda Aycicek Yagin

Metanolizi

9.140 g aycicek yag1 ve 0.332 g MeOH (yaga gore 1 mol) 50 mI’lik falkon
tiipii icerisine dikkatlice tartilmigtir. Bu silispansiyon el ile calkalanip homojenize
edilmistir. Falkon tiipii £1°C hassas su banyosuna koyulmus ve sicaklik dengesinin

saglanmasi i¢in yaklasik 30 dakika bekletilmistir. Transesterifikasyon reaksiyonlari
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immobilize enzim ilaveleri ile baglanmistir. Reaksiyonlar ii¢ lipazin her birisi ile 40-
60°C arasindaki sicakliklarda, yaga gore agirlikca %@4-15 arasinda degisen
miktarlarda lipazlar kullanilarak 200-500 rpm karistirma hizlarmda yapilmistir. Uriin
olusumu sabit bir seviyeye eristiginde (MeOH ilavesinden iki saat sonra) immobilize
enzimler reaksiyon ortamindan alinarak, dnce 5 ml ter-BiiOH ile iki kez ardindan 5
ml hekzan ile iki kez yikandiktan sonra tekrar reaksiyon karigimi igerisine
koyulmuglardir. Bu enzim yikama isleminin pesinden 0.332 g MeOH ilavesi yapilip
ayni sartlarda iirlin olusumu sabit bir seviyeye erisinceye kadar (MeOH ilavesinden
iki saat sonra) reaksiyona devam edilmistir. Ayn1 sekilde ikinci enzim yikamasi ve
pesinden 3iincii 1 mol MeOH ilavesi yapilmis ve reaksiyon siirdiiriilmiistiir. Uriin
olusumu sabit bir seviyeye eristiginde (MeOH ilavesinden iki saat sonra) 4iincii
MeOH ilaveside yapilmistir. Belli zamanlarda alinan 10 pl 6rnekler 990 pl aseton ile
seyreltilip Kisim 3.2.3°de belirtildigi sekilde HPLC analizleri yapilmustir.

3.2.2. Enzim Yikamasi Yapilmadan Solventsiz Ortamda Lipaz-

Katalizli Aycicek Yagin Metanolizi

Reaksiyonlar kisim 3.2.1.”de belirtildigi gibi gergeklestirilmistir. Farkli olarak
immobilize enzimin yikama islemi yapilmamistir. Yaga gore agirlikca %4 Novo 435
ve RM IM lipazlar kullamilmistir; fakat TL IM lipazdan %10’da kullanilip deney
yapilmustir. Diger biitiin sartlar kisim 3.2.1 ile aynidir.

3.2.3. HPLC Analizleri

HPLC analizleri, gaz giderici vakum sistemi, dortli gradient pompa, 1-900 pl
hacimli “loop”, termostatli kolon (10-80+0.15 °C) boliimii ve diod-“array” UV-vis
dedektor iinitelerinden olusan HP1100 (Agilent Tech., USA) sivi kromatografi
cihaziyla yapilmistir. Yag molekiillerinin ayrigtirlmasinda ACE 3 C18 (150 x 4.6
mm i.d. 3 um) kolon ve koruma kolon ACE 3 C18 (30 x 4.6 mm i.d. 3 pl) birlikte
kullanilmistir. TAG, DAG, MAG ve YAME’leri ayristirmak i¢in akis hizi, kolon
sicakligl, dedektor dalga boyu ve enjeksiyon hacmi, ayn1t mobil faz oranlar1 farkli iki

HPLC metodu Onerilmistir.
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HPLC Metod 1 bes asamadan olusmaktadir.

I. asama: %100 asetonitril (ACN) ile 5 dk izokratik yikama (eliisyon).

II. asama: 3 dk’lik lineer gradient sonunda %50 ACN+%50 aseton karisimina gegis.
II1. asama: %50 ACN+%50 aseton karisimi ile 12 dakika izokratik yikama.

IV. asama: %50 ACN+%50 aseton karistmindan %30 ACN+%70 asetona dik (step)
gegis.

V. agama: %30 ACN+%70 aseton ile 25 dk izokratik yikama asamalaridir.

HPLC Metod 2 ii¢ mobil faz asamasindan olugmaktadir.

I. asama: %100 ACN ile 5 dk izokratik yikama.
II. asama: 3 dk’lik lineer gradient sonunda %30 ACN+%70 aseton karisimina gegis.
III. asama: %30 ACN+%70 aseton karistminda 20 dk izokratik yikama agamalaridir.

Mobil faz akis hiz1 1 ml/dakika (dk), kolon sicakligi 10°C enjeksiyon hacmi
5-20 pl°dir.

3.2.4. HPLC Kolon Sicakhiginin Ayc¢icek Yag TAG’larinin

Ayrismasina Etkisinin incelenmesi

Kolon sicakliginin aygicek yag TAG’larinin ayrismasina etkisini incelemek
i¢in 40°C, 30°C, 20°C ve 10°C sicakliklart denenmistir. HPLC cihaz belirtilen kolon
sicakliklarinda 1 ml/dk akis hizi, %70 aseton+%30 ACN mobil fazi ile yarim saat
sartlanmistir. 10 mg/ml (asetonda) aycicek yagdan 10 pl enjeksiyonlar yapilip,
ayristirilan TAG molekiilleri UV dedektor (210 nm dalga boyu) ile takip edilmistir

3.2.5. HPLC/Kiitle Spektroskopi (HPLC/MS) Analizleri

HPLC/kiitle spektrometre analizleri HPLC 1100/MSD Ion Trap SL Model
(Agilent Tech. USA) cihaz ile gerceklestirilmistir. RP-HPLC metod 1 sartlarinda
Zorbax XDB C18 (150 x 4.6 mm i.d., 5 pm) kolon, diod “array” UV dedektore seri
bagli atmosferik basing kimyasal iyonizasyon probu kullanmilmigtir. Kiitle

spektrometre datalar1t m/z (kiitle/ylik) 35-1000 arasinda kaydedilmistir. Diger
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parametreler: alternatif iyon polarite modu, nebulizing gaz basinci 60 psi, kurutucu
gaz akis hiz1 5 L/dk seklindedir. Kurutucu gaz ve APCI 1siticilarinin sicakliklar
sirastyla 350°C ve 400°C°dir. APCI-MS ile belirlenen tiim bilesiklerin eliisyon

zamanlar1 Cizelge 4.1°de verilmistir.

3.2.6. Kalibrasyon Grafiklerinin Hazirlanmasi

MeL kalibrasyon grafigini ¢izmek icin 5 mg/ml stok MeL ¢ozeltisi (asetonda)
hazirlanmistir. Stok ¢ozelti seri diliisyon ile 2.5 mg/ml, 1 mg/ml, 0.2 mg/ml ve 0.1
mg/ml son konsantrasyonlara seyreltilmistir. MeO kalibrasyon grafigini ¢izmek i¢in
10 mg/ml stok MeO ¢ozeltisi hazirlanmistir. Stok MeO 5 mg/ml, 3 mg/ml, 1 mg/ml
son konsantrasyonlara seyreltilmistir. 20 mg/ml’lik MeS ve MeP c¢ozeltileri
hazirlanmistir. MeL, MeO, MeS ve MeP ¢ozeltilerinden HPLC metod 2 sartlarinda
10-15 ve 20 pl enjeksiyonlar yapilmis ve madde miktar: relatif integre alan grafikleri
olusturulmugstur. Kalibrasyon grafikleri en az iki kez tekrarlanip standart sapmalar
hesaplanmistir. 5 mg/ml stok dioleoyl gliserol (%85 1,3-OL DAG; %15 1,2-OL
DAG) c¢ozeltisi ve 1 mg/ml dioleoyl gliserol ¢ozeltileri hazirlanmistir. Dilinoleil

gliserol i¢in de kalibrasyon grafigi olusturulmustur.

LL DAG kalibrasyon egrisini ¢izmek i¢in hazirlanan 5 mg/ml LL seri
diliisyon ile 1 mg/ml, 0.5 mg/ml, 0.1 mg/ml, 0.05 mg/ml ve 0.01 mg/ml son
konsantrasyonlara seyreltilmistir. 1-oleil-rac-gliserol (1-L) kalibrasyon egrisini
cizmek icin 5 mg/ml stok ¢ozelti hazirlanmistir. Stok 1-L, 2.5 mg/ml, 1 mg/ml, 0.5
mg/ml, 0.2 mg/ml ve 0.1 mg/ml son konsantrasyonlara seyreltilmistir. LL DAG ve
1-L ¢ozeltilerinden HPLC metod 2 sartlarinda 10-15 ve 20 pl enjeksiyonlar yapilmis
ve madde miktar1 relatif integre alan grafikleri olusturulmustur. Kalibrasyon

grafikleri en az iki kez tekrarlanip standart sapmalar hesaplanmistir

3.2.7. Kinetik Deneyleri

Lipazlarin kinetik deneyleri yag konsantrasyonu 25-500 mM MeOH
konsantrasyonu 50-200 mM arasinda degistirilerek (heptanda) yapilmistir. Kinetik
deneylerde TL IM ve RM IM’den 10+0.05 mg, Novo 435’den 50+1 mg

kullanilmistir. 50 ml’lik erlenmeyerde yapilan deneylerin toplam hacmi 5 ml’dir.
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Sabit deney sartlar: 41+1°C sicaklik ve 150 oscillation/dakika karigtirma hizidir.
Sicaklik dengesini saglamak icin belirtilen konsantrasyonlardaki yag ve MeOH sabit
deney sartlarinda 30 dk bekletilmistir. Daha sonra belirtilen miktardaki enzim ilavesi
ile reaksiyonlar baslatilmistir. 10uncu ve 20inci dakikalarda alinan 50’°ser pl 6rnekler
aseton ile 5 kat seyreltilerek HPLC metod 2 sartlarinda analizleri yapilmistir (Kisim

3.2.3).
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Lipaz-Katalizli Aycicek Yagin Metanoliz Reaksiyon

Uriin ve Araiiriinlerinin HPLC ile Belirlenmesi

Aycicek yag ve metanoliin lipaz-katalizorliiglindeki transesterifikasyon
reaksiyonunu takip edebilmek i¢in, kisim 3.2.1.’de agiklanan yeni iki farkli ters-faz
HPLC prosediirii gelistirilmistir. Uzun kolonlar (250x4.6 mm i.d., 3 um) yaygin
kullanilmasma karsin, elimizde kisa (150x4.6 mm id., 3 pum) CI18 kolonu
bulundugundan, yag molekiillerini (TAG’lar1) daha iyi ayristirmak i¢in diisiik kolon
sicakligl uygulanmistir. Baglangigta %70 aseton+%30 asetonitril (ACN) mobil fazi
ile yaptigimiz izokratik yikama, 10°C kolon sicakliginda TAG’larin ayrigsmasini
saglarken; yag asidi metil esterlerin, mono ve diagilgliserollerin ayristirtlmasinda
etkili olmamustir. Aseton ve asetonitrilin kullanildig: iki farkli ters faz HPLC metodu,

bir¢ok izokratik ve gradient mobil faz denemeleri yapildiktan sonra olusturulmustur.

4.1.1. HPLC Kolon Sicakhigimin Ay¢icek Yag TAG’larinin
Ayrismasina EtKisi

RP-HPLC ile TAG analizi yapilirken diisik kolon sicakliginda TAG
molekiillerinin daha iyi ayristigt bulunmustur (Sekil 4.1). Jensen et. al. [1981],
LiChrosorb RP-18 kolonu, asetonitril:hekzan:tetrahidrofuran (agirlikga w/w/w
224:123.2:39.6) mobil faz1 kullanip 14.5-25.5°C sicakliklarinda zeytin yagi
TAG’larint ayrnistirilmasini inceleyerek, en iyi ayristirmanin 14.5°C’de oldugunu
bulmustur. Calismamizda, bu calisma ile benzer sonuca ulasilmistir. Hidrofobik
kromatografide ayristirilmaya caligilan molekiiller, mobil faz ve sabit faz ile geri
dontisiimlii (denge) etkilesimlere girmektedirler. Diisiik sicaklikta TAG’larin mobil
fazda daha az ¢oOziinmesi, sabit faz ile etkilesimlerini arttirmis ve daha fazla
ayristirma saglanmig olabilir. Bu ¢alismada diisiik sicaklikta analiz yapmak, analiz
siiresini biraz uzatmistir; fakat literatiir calismalarinda da yaglarin HPLC ile
analizleri, bizim ¢alismamizda oldugu gibi 20-25 dk siirmiistiir [Holcapek et. al.,

1999; Deineka et. al., 2003].
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Sekil 4.1. Farkli kolon sicakliklarinda ay¢icek yagindaki TAG molekiillerinin
ters-faz HPLC ile ayristirilmasi. A, 40°C; B, 30°C; C, 20°C; D, 10°C. 1, trilinolein; 2, oleil-
dilinolein; 3, palmitil-dilinolein; 4, dioleil-linolein ve 5, stearil-dilinolein+palmitil-oleil-linolein.
HPLC sartlar: %70 aseton+%?30asetonitril ile izokratik yikama yapilmistir. Diger sartlan kisim

3.2.3°de agiklanmistir.
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4.1.2. Ters-Faz HPLC (RP-HPLC) Metodlan

Bu tez calismasinda iki farkli HPLC metodu gelistirilmistir. Molekiillerin
ayristirilmasinin daha diizgiin oldugu HPLC metod 1, kiitle spektrometre analizinde
kullanilmistir. 40 dakika siiren analizde iki ayr1 gradient asama uygulanmustir.
Aycigek yagin lipaz (RM IM) katalizli metanolizi sirasinda gézlemlenen maddelerin
birinci metod ile elde edilen HPLC kromatogrami Sekil 4.2°de gosterilmistir. Bu
maddelerin kolondan ¢ikis (eliisyon) zamanlar1 Cizelge 4.1°de verilmistir (madde
yapilart MS dedektdr ile belirlenmistir. Metod 1, ayn1 esdeger karbon sayisina (ECN)
sahip 1,2-SL/1,2-PO (ECN = 32) ve 1,2-00/1,3-SL/1,3-PO (ECN = 32) DAG’lar
haricindeki diger DAG’larin, SLL/POL (ECN = 46) ve SOL/POO (ECN = 48)
haricindeki diger TAG’larin, yag asidi metil esterlerin (YAME’ler) ve
monoagilgliserollerin (MAG’lar) birbirinden ayristirilmasint saglamistir. Eliisyon
zamanlart MAG<YAME<DAG<TAG sirasina gore artmigtir. 1,3-sn izomerler, 1,2-

sn izomerlerinden ve 2-sn izomerde 1-sn izomerlerinden daha 6nce ayrigmiglardir.

Aycicek yag ve MeOH’nin lipaz-katalizli transesterifikasyonu sirasinda
gozlemlenen MAG, DAG ve TAG molekiillerinin analizi, HPLC-kiitle spektrometre
ile yapilmistir. Ayrica saf standartlar kullanilarak yapilan analizlerin bir kism
dogrulanmigtir. Kiitle spektrometre analizleri birlikte yikanan 1,2-OL/1,3-PL
(ECN=30), 1,2-00/1,3-SL/1,3-PO (ECN=32), 1,2-SL/1,2-PO (ECN=32), SLL/POL
(ECN=46) ve SOL/POO (ECN=48) maddelerinin belirlenmesini saglamstir.
Holcapek et. al. [1999] bu gibi ¢akisan bazt DAG ve TAG APCI-MS piklerini TIC
ve secilen m/z kromatogramlarini kullanip analiz etmistir. Sekil 4.3’de pozitif-iyon
mod toplam iyon kromatagramindan secilen m/z 339 ve 337’deki iyonlar
gosterilmistir. Bdylece birlikte yikanan bilesiklerin ger¢ek eliisyon zamanlari
belirlenmistir. Cizelge 4.1°de tespit edilen bilesiklerin kiitleleri ve relatif alikonma
zamanlar1 gosterilmistir. Bir diger cihazdan elde edilen alikonma siireleri
degisebilmektedir. Bundan dolay: her bir grup i¢in standart bilesikler (O asit, 1-O,
MeO, 1,3-O0 ve OO0O) kullanilip relatif alikonma siireleri hesaplanmistir (Cizelge
4.1).
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Sekil 4.2. RM IM-katalizli ay¢igek yagin metanolizi sirasinda gdzlemlenen
maddelerin ve bazi standartlarin RP-HPLC Metod 1 sartlarinda elde edilen HPLC

kromatogrami. HPLC Metod 1 Sartlar1 : C18 kolon, 1 ml/dk akis hizi, 10 °C kolon sicaklig, 0.dk
%100 ACN, 3.dk %50 ACN+%50 aseton, 15.dk %50 ACN+%50 aseton, 15.01 dk %30 ACN+%70
aseton, 40.dk %30 ACN+%70 aseton, 45.dk %100 ACN. Analizi yapilan madde RM IM-katalizli
reaksiyondan alinan 10 mg/ml’lik bir numunedir. Bu numunenin kromatograminanda ilave olarak
4.12 pg O0O0; 7.70 pg 1-0; 2.87 pg O0; 11.37 ng MeP; 14.38 pug MeS; 12.17 ng P; 20.62 pg S; 3.17
ug aycicek yag hidroliz orneginden gelen piklerde goriilmektedir. (Kisaltmalar Tablo 4.1. de
aciklanmustir). flave edilen maddeler, aym1 HPLC sartlarinda tek tek de analiz edilip Sekil 4.2 ile

kargilagtirilmiglardir.
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Cizelge 4.1. Lipaz-katalizli aycicek yag ve metanoliin transesterifikasyonu

sirasinda HPLC/MS ile belirlenen maddelerin alikonma siireleri (tg) ve molekiil

agirliklari. HPLC sartlari: Kisim 3.2.3°de belirtilen HPLC metod 1°dir.

tr (dk) r Isim Kisaltma ECN® M.K.C
Yag asitleri

5.5 0.74  Linoleik asit L 279.3
6.6 1.00  Oleik asit o 281.3
7.5 1.21  Palmitik asit P 2553
9.1 1.60  Stearik asit S 283.3
Monoagilgliseroller

4.5 0.66  2-Monolinolein 2-L 14 3553
4.8 0.75  1-Monolinolein 1-L 14 3553
5.4 0.94  2-Monoolein 2-0 14 357.3
5.6 1.00  1-Monoolein 1-0 16 3573
Yag asidi metil esterler

6.1 0.79  Linoleik asit metil ester MeL 293.3
7.1 1.00  Oleik asit metil ester MeO 295.3
7.3 1.06  Palmitik asit metil ester MeP 269.3
9.9 1.60  Stearik asit metil ester MeS 297.3
Diagilgliseroller

9.7 0.60  1,3-Dilinolein 1,3-LL 28 617.5
10.0 0.62  1,2-Dilinolein 1,2-LL 28 617.5
11.7 0.76  1,3-Oleoil-linoleil-gliserol® 1,3-OL 30 619.5
12.2 080 1 ,2—Oleil—linoleil—gliserold 1,2-OL 30 619.5
12.4 0.82  1,3-Palmitil-linoleil-gliserol" 1,3-PL 30 593.5
13.0 087 1 ,2—Palmiti1—linoleil—gliserolGl 1,2-PL 30 593.5
14.6 1.00  1,3-Diolein 1,3-00 32 617.5
15.2 1.05 1,2-Diolein 1,2-00 32 617.5
15.3 1.06  1,3-Steril-linoleil-glisero 1,3-SL 32 619.5
15.4 1.07  1,3-Palmitil-oleil-gliserol’ 1,3-PO 32 595.6
16.3 1.14  1,2-Stearil-linoleil-gliserol® 1,2-SL 32 619.5
16.4 1.15 1,2- Palmitil-oleil- gliserold 1,2-PO 32 595.6
18.9 1.35  1,3-Stearil-oleil-gliserol® 1,3-SO 34 621.8
19.5 1.40 1,2—Stearil—oleil—gliserold 1,2-SO 34 621.8
Triagilgliseroller

22.8 0.62  Trilinolein LLL 42 879.7
259 0.72  Oleil-dilinoleil-gliserol® OLL 44 881.8
27.0 0.75  Palmitil-dilinoleil-gliserol” PLL 44 855.8
29.8 0.84  Dioleil-linoleil-gliserol® OOL 46 882.7
31.2 0.88  Stearil-dilinoleil-gliserol” SLL 46 883.8
314 0.89  Palmitil-oleil-linoleil-gliserol’ POL 46 856.7
35.1 1.00  Triolein 000 48 883.2
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Cizelge 4.1 devam

tr (dK) r isim Kisaltma ECN® M.K.
36.6 1.05  Stearil-oleil-linoleil-gliserol® SOL 48 884.3
37.1 1.06  Palmitil-diolein’ POO 48 857.6

 Relatif alikonma siireleri r = (tp-ty)/(ts-ty). tr net alikonma siiresi, tg her bir gruptaki standart maddenin
alikonma siiresi (standartlar oleik asit, monoolein, oleik asit metil ester, diolein, triolein) ve ty; (6lii hacim) = 2.4
® ECN ckivalent karbon sayisidir, ECN = KS - 2 CB, KS tiim agil gruplarindaki toplam karbon sayisi ve CB ¢ift
bag sayisidir.

° M.K. = Molekiiler kiitle.

4 Pozisyonel izomerlerdir (6rnegin., 1,2-LL-3-O ve 1,3-LO-2-L). Yag asitlerinin 1-sn, 2-sn ve 3-sn pozisyonlart
belirlenememistir

HPLC metod 1’¢e ilave olarak, ikinci bir HPLC metodu gelistirilmistir. HPLC
metod 2’nin olusturulma gayesi analiz siiresini biraz daha kisaltmak; fakat ayni
zamanda ayristirma saglamaktir. Kisim 3.2.3°de sartlar1 belirtilen HLPC metod 2
transesterifikasyon veriminin 25-30 dk’lik kisa bir siirede belirlenmesini saglamistir.
Sekil 4.4’de bu sartlar altinda lipaz (RM IM)-katalizli reaksiyondan alinan bir
ornegin HPLC kromatogrami gosterilmistir. HPLC metod 1 ve HPLC metod 2’de
maddelerin eliisyon profilleri benzerlik gostermistir (MAG<YAME<DAG<TAG).
HPLC metod 2, 1,2-LL/1,3-LL ve 1,2-OL/1,3-OL pozisyonel izomerlerin kismi

ayrigmasini saglamistir; fakat ayristirma metod 1’°de oldugu kadar belirgin degildir.

Deineka et. al. [2003] 40°C kolon sicakliginda, Diasfer-110-C18 kolonu ve
aseton/asetonitril (80:20) izokratik mobil fazi kullandiklarinda ay¢icek yagin HPLC
kromatograminda sirasiyla LLL, OLL, PLL, OOL ve SLL+LOP’a ait 5 ana pik ve
00O ve SOL+POOQO’ya ait iki kiiclik pik elde etmistir. Calismamizda kullandigimiz
aycicek yagin kompozisyonu belirtilen ¢alisma ile benzerlik gostermektedir. Ayrica
Holcapek et al. [1999], kimyasal-katalizli MeOH ile kolza yagin
transesterifikasyonunu RP-HPLC ile takip etmistir. Literatiir bilgimize gore bu tez
calismas1 lipaz-katalizli metil ester liretimi sirasinda gézlemlenen her bir bilesenin

HPLC ile ayrnistirilip tespit edildigi ilk ¢aligmadir.
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Sekil 4.3. RM IM lipaz-katalizli ay¢icek yagin metanoliz reaksiyonunda olusan
maddelerin HPLC/APCI-MS ile belirlenmesi. APCI-MS, Analiz sartlar1 kistm 3.2.3 ve

3.2.5’de belirtilmistir. Tiim pozitif iyonlarin kromatogrami (TIC (total iyon current)) ve m/z 339, 337

ve 335°de segilmis pozitif iyonlar zamana karst gosterilmistir.
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Sekil 4.4. RM [M-katalizli aygi¢ek yagin metanolizi sirasinda gézlemlenen
maddelerin ve bazi standartlarin RP-HPLC Metod 2 sartlarinda elde edilen HPLC

kromatogrami. TAG, DAG ve MAG pik igerikleri LC-MS ile belirlenmistir (Ek 1). RP-HPLC

Metod 2 sartlart: Guard kolon + C18 kolon, 1 ml/dk akis hizi, 10 °C kolon sicakligi, 0.dk %100 ACN,
3.dk %30 ACN+%70 aseton, 40.dk %30 ACN+%70 aseton. Diger sartlar Sekil 4.2 ile aynidur.
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4.1.3. HPLC/APCI-MS ile Pik Iceriklerinin Belirlenmesi

Lipaz (RM IM)-katalizli bir reaksiyon 6rnegi pik igeriklerinin belirlenmesi
icin kisim 3.2.5°de agiklanan sartlarda APCI-MS ile analiz edilmistir ve bdylece
olusan tirlin ve araiirlinlerin her birisi tespit edilmistir. Tezin son kisminda verilen
birinci ekte kiitle spektrometre analiz sonuglar (pozitif iyon APCI-MS spektrumlari)
gosterilmistir. Cizelge 4.2°de pozitif-iyon modunda her pikte mevcut bilesik yada
bilesiklere ait dnemli iyonlarin relatif bolluklar1 ve kiitleleri gosterilmistir. TAG’larin
pozitif APCI-MS spektrumlarinda goriilen ana iyonlar: protonlanmis molekiil
[M+H]" (iyon A) ve bu iyondan bir yag asidi kopmasi ile olusan [M+H-R,COOH]"
(iyon C)’dir. Aycicek yaginda TAG’lara ait bes ana pik (LLL, OLL, PLL, OOL ve
SLL+POL) ve iki kiiciik pik (OOO ve POL+POO) goézlemlenmistir. Beklenildigi
gibi tek cesit yag asidi iceren TAG molekiillerinden (6rnegin LLL) tek C iyonu, iki
cesit yag asidi igeren TAG molekiillerinden (6rnegin OLL, LLP, OOL ve SLL) iki C
iyonu, Ui¢ ¢esit yag asidi iceren TAG molekiillerinden (6rnegin POL) 3 tane C iyonu
olugsmustur (Bkz. Ek 1; LLL, OLL ve POL kiitle spektrumlar1). OLL, LLP, OOL ve
SLL de C iyonlart i¢in beklenen istatistiksel bolluk orani 2:1 dir. Ciinkii bu
TAG’lardan iki tane OL" ve bir tane LL" iyonu olusmasi gerekir. Fakat oranlar;
[OL]"/[LL]" 1.6, [LP]/[LL]" 1.3, [OL]/[0O]" 1.7 ve [SL]/[LL]" 1.1 olarak
bulunmustur. Ek olarak OLP i¢in beklenen C iyonlarinin bolluk orani 1:1:1°dir
OLP’de C iyonlarmin bolluk oran1 [OP]":[OL]":[LP]" 1:1.9:1 seklindedir. Istatiksel
ve deneysel degerler arasindaki bu uyumsuzlugun nedeni belli degildir; fakat
sonuglar sn-1, sn-2 ve sn-3 pozisyonlarindaki kopma enerjilerinin ayni olmadigin
gostermekedir. Diger taraftan Holcapek et. al. [1999] TAG MS analizlerinde, farkl
[M+H-RCOOH]" iyonlarinin relatif bolluklarinin hem iyonlastirma teknigine hem de
cihazin cinsine bagli oldugunu belirtmistir. Bizim ¢alismamiz Holcapek ve
arkadaslarinin ¢aligmasiyla uygunluk gostermektedir. Pozitif iyon APCI-MS
sonuglart TAG yag asitlerinin belirlenmesinde yeterli olmus; fakat sn- numaralarinin

belirlenmesini saglamamustir.

DAG’larm kiitle spektrumlarinda, protonlanmis molekiile ((M+H]") ait iyonla
birlikte [M+H-H,0]" ve [M+H-R,COOH]" iyonlar1 da olusmustur. Holcapek et. al.
[1999], calismasinda [M+H-H,0]"/[M+H-R,COOH]" oranmi kullanip 1,3-sn ve 1,2-
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Cizelge.4.2. Lipaz-katalizli aycicek yag ve metanoliin transesterifikasyon

reaksiyonunda olusan maddelerin APCI-MS ile belirlenmesi (Bkz EK 1). Pozitif iyon-

APCI kiitle spektrumlarindaki iyonlarin kiitleleri ve bu iyonlarin relatif bolluklar1 parantez iginde

verilmistir®. HPLC sartlar: Kisim 3.2.3’de verilen HPLC metod 1 kullanilmistir.

Bilesik Ma® Iyon A Iyon B fyon C

[M] [M+H]" [M+H-H20]" [M+H-R;,COOH]"

2-L 3543 3552(27) 337.3 (100)

1-L 354.3 355.3 (30) 337.2 (100) - -

2-0 356.5 357.3 (21) 339.3 (100) - -

1-0 3565 3572 (15) 339.3 (100)

MeL 2943 2953 (18)

MeO 296.3 297.2 (13) --- --- ---

13-LL 6165  617.5(74) 599.5 (100) 337.3 (15)

1,2-LL 616.5 617.5 (100) 599.6 (17.5) 337.3 (41) -

13-0L 6185  619.5(4) 601.6 (100) 337.6 (6.1) 339.3 (8.3)

1,2-OL 618.5 619.5 (57) 601.5 (73.4) 337.3 (100) 339.3 (90)

13-PL 5925  TE° 575.5 (10) TE TE

1,2-PL 592.5 593.6 (16) 575.5 (58) 337.3 (100) 313.2 (66)

13-00 6210 TE 603.6 (100) 339.3 (16)

1,2-00  621.0 621.6 (6) 603.6 (40) 339.3(100) -

13-SL 6205  621.6(17) 603.6 (50) 337.3 (7) 341.3 (10)

1,3-PO 594.5 TE 577.5 (45) 313.3(5) 339.3(5)

12-SL 6205  621.6(17) 603.6 (67) 337.3 (100) 341.3 (67)

1,2-PO 595.9 595.6 (5) 577.5 (69) 339.3(100) 313.3 (80)

13-SO 6220 TE 605.6 (100) 339.3 (12)

1,2-SO 622.0 623.6 (8) 605.6 (61) 339.3 (100) 341.3 (65)

LLL 8787  879.8 (100) 599.6 (22)

OLL 8807  881.8(100) 601.6 (32) 599.6 (20)

PLL 8547  855.8(100) 599.5 (21) 575.6 (29)

OOL 882.7 883.8 (72) --- 601.6 (100) 603.6 (58.1)

SLL 882.7 883.8 (100) --- 599.6 (28) 603.6 (30.3)

POL 856.7  857.8 (60) 601.6 (100) 577.6 (60)
575.5 (50)

000 885.4 885.8 (12) --- 603.6 (100) ---

SOL 8854  885.8 (56) 601.5 (100) 603.6 (79)
605.5 (80)

POO 859.4 859.8 (13) --- 603.6 (62) 577.5 (100)

*Ma = Molekiil agirhigi (formiiler agirlik).
® Birlikte eliisyon olan maddeler pozitif iyon APCI-MS ile analiz edilmistir.

“TE = Tespit edilemedi.
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sn izomerlerinin iyon bolluklarmi belirlemis bu oranin 1,3-sn izomerlerde /,2-sn
izomerlerden daha yiiksek oldugunu sdylemistir. Bu kural, LL, OO, OL, LP, SL ve
OP’ye ait 1,2-sn ve 1,3-sn izomerlerin ayirt edilmesini saglamistir. Ayrica LL ve

OO pikleri saf standartlar ile de dogrulanmustir.

MAG’larin (¢ogunlukla 2-L ve 1-L) kiitle spektrumlarinda [M+H]" ve [M+H-
H,0]" iyonlar1 olusmustur. 2-L ve 1-L maddelerinin kiitle spektrumlari oldukca
benzerdir (Bkz.Ek 1). Bu maddelerin ayirt edilmesi i¢in iki yaklagim kullanilmistir:
Bunlardan ilki; daha once RP-HPLC c¢alismalarinda 2-sn izomerlerin, 1-sn
izomerlerden once eliisyon olduklar1 belirtilmesidir [Holcapek et. al., 1999; Jensen
et. al., 1981]; ikincisi ise 1(3)-sn spesifik TL IM ve RM IM lipazlarin-katalizledigi
aycicek yagin MeOH ile transesterifikasyonunun baslangicinda 2-sn izomerlerin
olugmasidir. Dolayisi ile reaksiyon baglangicinda HPLC analizi ile dnce 2-MAG’lar

gorilmiistiir.

MeL ve MeO pozitif iyon APCI-MS spektrumlarinda en bol iyonlarin m/z
oranlart sira ile 371.3 ve 354.4’dir (Sekil 4.5). Bu degerler gercek molekiil
agirliklarindan sirastyla 76 ve 57 daha fazladir. MeL ve MeO molekiil agirliklar ile
bu molekiil kiitleleri arasinda bir iliski kurulamamistir. Ayrica bu spektrumlarda
diger iyonlara ait oldukea fazla pik olugsmustur. Ayn1 maddelerin, negatifiyon APCI-
MS spektrumlarindaki en bol iyonlara ait yiik/kiitle oranlar1 sirasi ile 279.3 (linoleik
asit molekiil agirhg = 279.3) ve 281.4 (oleik asit molekiil agirhigr = 281.4) djir.
Sonug olarak metil esterlerin tespit edilmesinde negatif iyon APCI-MS, pozitif iyon

APCI-MS’den daha avantajli olmustur.
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Sekil 4.5. MeL ve MeO’nun, negatif iyon (-) APCI ve pozitif iyon (+) APCI

spektrumlart . (A) MeL, +APCI; (B) MeL, -APCI, (C) MeO, +APCI; (D) MeO —~APCI. HPLC ve

MS analiz sartlari sirasiyla kisim 3.2.3 ve kisim 3.2.5’de agiklanmustir.
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4.2. Kantitatif Analiz

Kinetik ve mekanizma ¢alismalarinda reaksiyon iriinlerinin ve aratiriinlerin
kantitatif analizi olduk¢ca 6nem tasimaktadir. Bu ¢alismada lipaz-katalizli yaglarin
metanolizi sonucunda olusan metil esterlerin (metil esterin), MAG ve DAG’larin
konsantrasyonlarinin UV dedektor ile 210 nm’de belirlenip belirlenemeyecegini
tespit ettik. Sekil 4.6’de MeL ve MeO, Sekil 4.7°de MeP ve MeS ye ait yag asidi
metil ester standartlarinin, miktarlarina karsi c¢izilen relatif alan grafikleri
(kalibrasyon egrileri) gosterilmistir. Cizelge 4.3.’de Lineer regresyon analizi ile bu
metil ester standartlar1 ve baz1 mono- ve diacilgliserollerin, kalibrasyon egrilerindeki
sabitler gosterilmistir. MeL ve MeO sirasiyla yaklasik 14 ug ve 80 pg’dan daha ¢ok
oldugunda relatif integre alanlar lineer bolgenin disinda kalmaktadir. Sekil 4.6’de bu
iki maddenin konsantrasyonlarinin dogru bir sekilde belirlenebilecegi bdlgeler kiiciik

grafikler halinde gosterilmistir.

MeS ve MeP miktar1 MeL’den oldukc¢a fazla alinmis (yaklasik 10 kat) ama
yinede MeL’nin relatif integre alan1 kadar bir alan olusmamistir. Buna goére MeS ve
MeP’nin 210 nm’de abzorbanslar1 ¢ok diistiktiir. Kalibrasyon egrilerinin korelasyon
degerleri sirastyla 0.99908, 0.99922, 0.99996 ve 0.99997°dir. UV dedektor kullanilip
MeL i¢in 8000 relatif pik alan1 MeO icin 6000 relatif pik alanina kadar dogru bir
konsantrasyon analizi yapilabilmektedir. Daha yiiksek alanlarda asetonun da UV
absorbansi daha etkili bir sekilde goriilmekte ve konsantrasyon degerleri lineeriteden

sapmaktadir.

Dioleilgliserol kalibrasyon egrisinde (Sekil 4.8) lineerite yeterince saglandigi
icin (korelasyon sabiti 0.999) 180 pg’a kadar dogru bir konsantrasyon analizi
yapilabilmektedir. Dioleilgliserolde iki tane ¢ift bag oldugundan, MeO (tek cift
bag)’ya gore hem relatif integre alanlar hem de miktar iki katina ¢ikmis, yine lineer
bolgenin icerisinde kalinmistir. 1-oleoyl-rac-gliserol kalibrasyon egrisinin egimide
1,2-O0 kalibrasyon egrisinin egimi ile yaklasik olarak aymidir (Cizelge 4.3).

Dilinoleinde lineer bolge MeL’ye gore biraz daha azalmistir.
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Sekil 4.6. Aycicek yag metil esterlere; (A) MeL ve (B) MeO, ait kalibrasyon

egrileri. Analiz sartlart HPLC metod 2 kisminda agiklanmustir.
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Sekil 4.7. Aygigcek yag metil esterlerin; (A) MeP ve (B) MeS kalibrasyon

egrileri. Analiz sartlart HPLC metod 2 kisminda agiklanmugtir.
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Cizelge 4.3. Lineer regresyon analizi ile metil ester standartlar1 ve bazi mono-

ve diagilgliserollerin, kalibrasyon egrilerindeki sabitler.

Madde Egim “y” ekseni Korelasyon Lineer bolge
o/ ug)b kesim sabiti (alt-iist simirlar)
noktas1 (IU)" ug v’
MeL 643 169 0.999 0.3-12.0  200-8000
MeO 75 113 0.999 2.0-80.0  200-6000
MeP 12.4 85 0.999 35-350 500-4000
MeS 11.1 12 0.999 40-400 500-5000
1-0 67 -43 0.999 2.0-80.0  200-6000
1,2-00 69 237 0.999 2.0-80.0  200-6000
1,3-LL 512 213 0.997 0.3-12.0  200-6500

*HPLC sartlart metod 2 olarak bsliim 3.2.3°de agiklanmugtir.
bIU:Integrasyon unit.

4.3. Sabit Lipaz Sistemleri icin Optimum Sartlarin

Belirlenmesi

4.3.1. Optimum Yag:Metanol (mol:mol) Oraninin Belirlenmesi

Literatiirdeki Novo 435 ile yapilan ¢alismalardan fazla miktardaki metanoliin
lipaz enzimlerinin aktivitesini olumsuz yonde etkiledigi bilinmekteydi; Novo 435
icin 3 asamali MeOH ilavesi onerilmistir [Shimada ez. al., 2002; Watanabe et. al,
2002]. Tez calismamizda her bir immobilize lipaz i¢in uygun MeOH orani
belirlenmigtir. Cizelge 4.4’de yag:metanol (mol:mol) oraninin lipaz aktivitesine
etkisi gosterilmektedir. Buna gore Novo 435’in baslangic aktivitesi, metanol yaga
gére mol bazinda, bir kat ve iki kat ilave edildiginde sirastyla 0.171 mM.dk.gr” ve
0.176 mM.dk'.gr”" olarak bulunmustur. Yaga gore alkol orani ii¢ kat oldugunda ise
baslangi¢ aktivitesi 0.0179 mM.dk'l.gr'l’a diismiistiir. Diger taraftan TL IM ve RM
IM i¢in en uyun yag:metanol oran1 1:1 oldugu goriilmektedir. Bu sonuglara gore her
bir lipaz enzim sistemi i¢in metanol ilavesi, her bir agamada 1 mol ekivalent
yapildiginda aktivitede bir diisme olmayip daha yiiksek reaksiyon verimi elde
edilebilmektedir.
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Cizelge 4.4. Novo 435, TL IM ve RM IM-katalizli transesterifikasyon

reaksiyonlarinda yag:metanol oraninin lipaz aktivitesine etkisi. Deney sartlar:
Transesterifikasyon reaksiyonlart 40+1°C'lik su banyosunda 200+1 rpm sabit deney sartlarinda
gergeklestirildi. Yaga gore agirlikca %4 katalizor kullanildi. Deney baglangicindan 10. ve 20. dakika
sonra alman 10 pl 6rnekler 990 pl aseton ile seyreltilerek HPLC metod 2 sartlari kullanilip analiz

edildi. Baslangi¢ reaksiyon hizlari linoleik asit kalibrasyon grafigi kullanilip hesaplanmustir.

Baslangic reaksiyon hizi, mM.dk™.gr"'enzim

Lipaz Sistemleri 1:1 yag:alkol 1:2 yag:alkol 1:3 yag:alkol
Novo 435 0.171 0.176 0.0179
TL IM 0.860 0.0019 e
RM IM 0.633 0.0029 e

4.3.2. Gliseroliin inhibisyon Etkisinin Giderilmesi

Yaptigimiz ilk calismalarda gliseroliin, lipaz aktivitesini olumsuz yonde
etkiledigi ve verimi etkili bir sekilde diisiirdiigli goriilmiistiir. Literatiirde de benzer
bir inhibisyondan bahsedilmistir; fakat hangi asamaya kadar oldugu net degildir
[Deineka et. al., 2003].

Yapilan deneylerde, ticari lipaz enzimlerinin sabitlendigi matrikslerin de
gliserol ile etkilesim gosterdigi gdzlenmistir. Tkinci metanol eklendikten kisa bir siire
sonra, sabit enzim topaklanarak reaksiyon tilipliniin ¢eperlerine yapigmakta ve bu
asamadan sonra reaksiyon ¢ok yavas ilerlemekte veya hi¢ devam etmemektedir;

gliseroliin matriks ¢evresinde bir bariyer olusturdugu gozlenmistir.

Gliserol transesterifikasyonu iki agidan olumsuz etkilemis olabilir. Bunlardan
ilki, immobilizasyon matriksine adsorplanip iirlin substrat diflizyonunun
engellenmesi; ikincisi, enzimi inhibe etmesidir. Verimi yiikseltmek i¢in enzimi
reaksiyon kabinin ortasina konuslandirmaktan bir sonu¢ alinamadiktan sonra ikinci
ve lgciinci MeOH ilaveleri yapilmadan Once sabit lipaz reaksiyon ortamindan

almarak, ilk once ter-BiOH ve daha sonra hekzan ile yikanmistir. Bu yikama
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prosediirii, gliserolii matriksten ayirmakta etkili olmus, ve gliseroliin inhibisyon
etkisi biiylik ol¢iide giderilmistir. Du ef. al. [2003] immobilize lipazdan gliseroliin
desorpsiyonu i¢in propanol, izopropanol, biitanol ve ter-BiOH organik ¢dziiciilerinin
kullanilabilecegini  belirtmistir. ~ Yikama  yapilmadan o6nce %60  olan

transesterifikasyon verimi yikama yapildiktan sonra %97’ye ulasmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Gliseroliin inhibisyon etkisinin giderilmesi. A, sabit lipaz (TL IM)

yikanmadan; B, sabit lipaz yikanarak metil ester iiretilmesi. Oklar metanol ilavelerini gostermektedir.
Deney sartlart 3.2.1 ve 3.2.2 kisimlarinda acgiklanmistir. Analizler kisim 3.2.3.’de agiklanan HPLC

metod 1 sartlarinda gerceklestirilmistir.
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4.4. Enzim Miktarinin Metil Ester Verimine Etkisi

4.4.1. Novozym 435

Novo 435 miktarinin metil ester verimine etkisi Sekil 4.10°da gosterilmistir.
Enzim miktarinin artmasiyla daha hizli reaksiyon gerceklesmekte ve verimler %80-
97 arasinda degismektedir. %5 ve %7.5 enzim kullanildiginda 4iincii MeOH ilavesi
gerekirken %10 enzim kullanildiginda 4iincii MeOH ilavesine gerek kalmamustir.
Bunun sebebi enzim miktar1 az oldugunda, immobilizasyon matriksi tarafindan
adsorplanan MeOH’nin, gliserol ile birlikte reaksiyon ortamindan uzaklastirilmasi
olabilir. Enzim konsantrasyonu fazla oldugunda daha kisa zamanda daha fazla metil

ester sentezlendiginden dordiincii metanoliin ilave edilmesine gerek kalmamustir.
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Sekil 4.10 Novo 435 miktarinin metil ester verimine etkisi. Deneylerde yaga gére
agirlikga %5, %7.5 ve %10 Novo 435 lipaz kullanilmistir. Oklar, MeOH’ nin ilave edildigi dakikalar
gostermektedir. Diger deney sartlari kisim 3.2.1°de agiklanmustir. Analizler 3.2.3 kisminda belirtildigi

sekilde gerceklestirilmistir.
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4.4.2. Lipozyme TL IM

Novo 435 lipaz kullanilarak yapilan enzim miktar1 deneyleri sartlar hig
degistirilmeden TL IM lipaz kullanilip yapilmistir. Aygigcek yag agirligina gore %5
(yaga gore agirlikca), %10 ve %15 TL IM lipaz kullamilip gergeklestirilen bu
reaksiyonlarin zamana karsi metil ester miktarlarindaki degisim Sekil 4.11°de
gosterilmistir. TL IM konsantrasyonunun artig1 baslangi¢ hizlarinin artigina neden
olmustur. %10 TL IM kullanilmasi ile %15 TL IM kullanilmasi transesterifikasyon
verimini degistirmemis, %5 TL IM kullanildiginda verim %88’de kalmistir. %15 TL
IM kullanildiginda immobilize enzimin agregasyonu %10 TL IM ile ayn1 verim elde
edilmesini saglamig olabilir. %15 TL IM kullanildiginda yiiksek karistirma hizina
ragmen bir miktar TL IM’nin reaksiyon kabinin dibine biriktigi goriilmiistiir. %5 TL
IM kullanildiginda 4iincii MeOH ilavesi gerekmistir. % 10’dan daha fazla enzim
kullanilmas1 reaksiyon ortaminin bulaniklagsmasina sebep olup 6rnek alinmasini

zorlagtirmigtir.
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Sekil 4.11 TL IM miktarmin metil ester verimine etkisi. Deneylerde yaga gore

agirlikga %5, %10 ve %15 TL IM lipaz kullanilmigtir. Oklar, MeOH nin ilave edildigi dakikalari
gostermektedir. Diger deney sartlart kisim 3.2.1, HPLC analiz sartlart kisim 3.2.3’de belirtilmistir.
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4.4.3. Lipozyme RM IM

Yaga gore agirlik¢a %5 enzim kullanildiginda %80, yaga gore agirlik¢a %10
enzim kullanildiginda %97 verime ulasilmistir (Sekil 4.12). Verimin %80 ¢ikmasinin
sebebi MeOH nin sebep oldugu enzim inhibisyonu veya yikama isleminde kullanilan

ter-BiOH ve hekzan solventlerinin enzim aktivitesini diigsiirmesi olabilir.
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Sekil 4.12 RM IM miktarinin metil ester verimine etkisi. Deneylerde yaga gore

agirlikga %5 ve %10 RM IM lipaz kullanilmistir. Diger deney sartlar1 kisim 3.2.1°de ve HPLC analiz
sartlar1 kisim 3.2.3’de belirtilmistir.
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4.5. Sicakhgin Lipaz-Katalizli Metil Ester Verimine ve

Araiiriinlerin Olusmasina EtKisi

4.5.1. Sicakhigin Novozym 435-Katalizli Metil Ester Verimine ve

Araiiriin Olusumuna Etkisi

Yag agirhigina gore %10 Novo 435 lipaz kullanilarak farkli sicakliklarda
gerceklestirilen transesterifikasyon reaksiyonlarmin metil ester verimleri Sekil
4.13A’da gosterilmistir. 60°C’de gergeklestirilen reaksiyonda 4iincii MeOH’nin ilave
edilmesi verimi %100’e ¢ikarmistir. 40°C’de MAG araiiriinleri olusurken 50°C’de ve
60 °C’de MAG araiiriinleri ¢ok az olusmustur (Sekil 4.13B). 50°C’de ve 60°C’de
MAG olusmamasimin sebebi iiglincii geri doniisiimlii reaksiyon hizinin artmasi
olabilir. Sicaklik artisi, DAG konsantrasyonlarinin da degismesine sebep olmustur
(Sekil 4.13C). Reaksiyon sicakligi arttikca daha fazla DAG olusmustur. Sicaklik
artistyla enzimin yapisinda olusan degisim, ilk geri doniistimlii reaksiyonun hizini

arttirarak, diagilgliserol aratiriinlerinde artisa sebep olmus olabilir.



50

100 A A
&di. A/
7%2/
80 A./'
- —m— 40°C
o = —e— 50°C
— ey A s —4A— 60°C
@ 604
&
e A
40
/.7
a—ae
_ A7<o
20
A
0 = T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600
Zaman, dk
1400 12000
—— e —8—40°C
—0— 50°C "

1200 —A— 60°C —0—50°C
B 10000 - —A—60°C C

1000
8000

YA A 1A \
N ‘./ . - O&ﬁfi\/

Relatif Pik Alan1
n
Relatif Pik Alani

A
] (‘:{’;Q
o}
\. .
Oda ol A saca Ac A & 4 A A A 0
T T T T T 1 T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600 0 100 200 300 400 500 600
Zaman, dk Zaman, dk

Sekil 4.13. Sicakligin Novo 435-katalizli metil ester verimine ve araliriin

miktarina etkisi. A, % Metil ester; B, toplam MAG; C, toplam DAG. Reaksiyon sicakliklar1 sekilde

gosterilmistir. Oklar MeOH’nin ilave edildigi dakikalari gostermektedir. Deney sartlar1 ve analiz

sartlar1 sirastyla kisim 3.2.1. ve kisim 3.2.3’de agiklanmistir; HPLC metod 2 kullanilmistir.
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4.5.2. Sicakhigin TL IM-Katalizli Metil Ester Verimine ve Araiiriin

Olusumuna EtKisi

Sicakligin TL IM-katalizli transesterifikasyon reaksiyon verimine etkisi Sekil
4.14A’da gosterilmistir. %10 TL IM lipaz kullanilarak gerceklestirilen deneylerde
sicaklik artist verimi azaltmistir. Bu verim diismesi yiiksek sicaklikta enzimin
yapisinin degismesinden kaynaklanabilir. Wu et. al.,, [2003] benzer sartlarda
40°C’den yiiksek sicakliklarda verimin distiigiinii bulmustur. 40°C ve 50°C
sicakliklarda MAG araiiriinlerinin - zaman ile degismesi Sekil 4.14.B’de
gosterilmigtir. 50°C’de tiim reaksiyon boyunca hi¢ MAG olusmamistir. Halbuki
40°C’de oldukga fazla MAG olusmus (6zellikle 2-L ve 1-L); 2-L, zamanla meydana
gelen acil gogii reaksiyonlari ile 1-L’ye doniligmiistiir. 50°C’de TL IM katalizli
transesterifikasyon reaksiyonunda, MAG olusmadigi i¢cin DAG-MAG ara
reaksiyonu ve MAG firiinlerinin agil gocl reaksiyonlart meydana gelmemistir. Sekil
4.14C de farkli sicakliklarda DAG araiiriinlerinin zaman ile degismesi gosterilmistir.
Yiksek sicaklikta enzim inhibe olmasindan kaynaklanabilecek DAG
konsantrasyonlarmin diistisii gozlemlenmistir. DAG konsantrasyonu 40°C’de 2inci
MeOH ilavesi ile diisiise gecerken 50°C’de bir diisiis olmamis ve 3iincii MeOH
ilavesine kadar sabit bir seviyede gitmistir (Sekil 4.14C).



% Biyodizel

3000

2500

2000

1500

Relatif Pik Alant

1000

500

0

52

100 o \
—=— 40°C - ™
—e— 50°C
L
80 — (o o® o
N —
60 - - A
/. ——@
40
/- —
|
20 —
o o—©O
0 | | | | |
0 100 200 300 400 500
Zaman, dk
[} —e—50°C 12000 —
—e—50°C
10000 + 2inci MeOH ilavesi
B A
£ 8000 3iincii MeOH ilavesi
. \ 2 o= \.u\o—o — C
\ I o
[ ] ] A~ 6000 -
- h=! O
— \ =
/ ! Sl
. & 4000
\ \.\.\. 4iincii MeOH ilavesi
e E\: \.{.V
\ 2000 5
a
.7.7.|7..7.7|.7..7.|7.7.7|.7. , 0 T T T T !
0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500
Zaman, dk Zaman, dk

Sekil 4.14. Sicakligin TL IM-katalizli metil ester verimine ve araliriin

miktarlarina etkisi. A, % Metil ester, B, toplam MAG, C, toplam DAG. Reaksiyon sicakliklar1 40

ve 50°C’de yapilmistir. Oklar MeOH’nin ilave edildigi dakikalar1 gostermektedir. Deney sartlar1 ve

analiz sartlart sirasiyla kisim 3.2.1. ve kisim 3.2.3°de agiklanmigtir; HPLC metod 2 kullanilmstir.
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4.6. Metil Ester Uretiminde Kullamlan Lipaz Enzimlerinin

Mekanizmasinin Aydinlatilmasi

TAG’larin tamamen yag asidi metil esterlerine doniistimii mono ve diagilgliserol
araiirinlerinin olustugu, asagida gosterilen, en az ii¢ geri doniisiimlii reaksiyon

asamastyla olmaktadir.

1. TAG + MeOH < ME + DAG
2. DAG + MeOH <« ME + MAG
3. MAG + MeOH < ME + Gliserol

Lipazlarin reaksiyon mekanizmalarinin aydinlatilmasi i¢in iiriin ve araiiriinlerin
zamana kars1 takibi gerekmektedir. HPLC metodu metil esterlerin, mono ve
diagilgliserol araiiriinlerinin ve ayn1 zamanda TAG (substrat) konsantrasyonlarindaki
degisimlerin belirlenmesini saglamistir. Reaksiyon sartlar1 ve HPLC sartlar1 ayni
tutularak, Novo 435, TL IM ve RM IM lipazlarin katalizledigi transesterifikasyon
reaksiyonlarindan 120 dk sonra alinan 6rnekler HPLC ile analiz edilip MAG ve
DAG gibi araiiriin seviyeleri karsilastirilmistir  (Sekil 4.15). Novo 435
katalizorliigiinde, TAG’larin fazla bir MAG ve DAG birikmesi olmadan metil
esterlere doniismesi, ilk adimin (TAG’in DAG’a geri doniisiimlii reaksiyonu) hiz
belirleyici adim oldugunu gostermistir. Diger taraftan sn-1,3 sec¢ici olan RM IM ve
TL IM lipazlarda 1,2-DAG’lar ve 2-MAG’lar (6zellikle 2-L ve 1,2-LL)’nin oldukca
biriktigi gorilmistiir (Sekil 4.15A, B). Metanol konsantrasyonu azaldikca RM IM ve
TL IM lipazlarin 2-L < 1-L ve 1,2-LL < 1,3-LL reaksiyonlarin1 katalizledigi
goriilmiistlir. Reaksiyon tiipline 2inci (veya 3iincii) MeOH ilave edilir edilmez, 1,3-
DAG’lar ve 1-MAG’lar lipazlarin kullandig1 substratlar olmuslardir. Sekil 4.16°de
RM IM-katalizli reaksiyonda bahsedilen bu agamalar gosterilmistir. TL IM lipaz ile
de benzer sonug elde edilmistir. Sonuglar acil gociiniin bu enzimlerin hiz belirleyici
basamagi oldugunu gostermektedir. Bu sonuglara gore; a¢il gocti, 1,2-DAG’larin 1,3-
DAG’lara ve 2-MAG’larin 1(3)-MAG’lara doniisiimii, RM IM ve TL IM lipazin hiz

belirleyici adimlar1 olmaktadir.
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Sekil 4.15. Lipaz-katalizli yagin metanoliz reaksiyonundan alinan Ornegin

HPLC kromatogramlari. A, Lipozyme RM IM; B, Lipozyme TL IM; C, Novozym 435.
Reaksiyon sartlari: 202+2 rev/min, 41+1°C, metanol/yag mol oran1 1:1. Enzimlerden yag agirliginin
%41 kadar kullanildi. HPLC sartlar1: Reaksiyon baslangicindan 120.dk sonra 10 pl 6rnek alinip 990
pl aseton ile seyreltilmistir, enjeksiyon hacmi 15 pl, dedektdr dalga boyu 210 nm’dir. Ayristirmanin
diger sartlart HPLC Metod 2°de yazilmustir.
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Sekil 4.16. Ayc¢icek yagin RM IM lipaz-katalizli metanoliz reaksiyonundan
alman 10(A), 40(B), 120(C), 130(D) ve 160(E). dk orneklerinin HPLC

kromatogramlari. 120inci dk’da érnek alindiktan sonra 2inci MeOH ilavesi yapilmistir. Deney

sartlari: Yaga gore agirlika %10 enzim kullanilmigtir. Diger deney sartlart bolim 3.2.1°de
belirtilmistir. Analizler boliim 3.2.3’de belirtilmistir.
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Aycicek yag ve MeOH’nin Novo 435-katalizorliiglindeki transesterifikasyon
reaksiyonlarinda fazla araiiriin birikmesi olmamustir. Fakat diger iki lipaz ile
karsilastirildiginda oldukg¢a az da olsa bu aratiriinlerin olustugu goriilmiistiir (Sekil
4.17). Sekil 4.17 de reaksiyon basinda ¢ok az 1,2-DAG olustugu, MeOH tiikendikce
1,2-DAG’1n 1,3-DAG’a ¢evrildigi gosterilmistir. Bu sonuca gore Novo435 acil gogii
yapmustir; fakat hiz belirleyici adim acil gogii degildir. 2inci (veya 3iincii) MeOH
ilavesi yapildiginda 1,3-DAG o6ncelikle kullanilmistir. Ayrica Novo435 lipaz sn-1(3)
secici davranmistir. Salis et. al. [2003] hekzanda TAG ve setil (cetyl) alkolden mum
sentezlerken Novo 435’in ¢ agil grubundan o&zellikle birisini tercihen
kullanmadigimi (segici davranmadigini) belirtmistir. Diger taraftan, Kirk ez. al.
[2002] ayni lipazin pH 7-10°da tribiitirin hidrolizinde sn-1(3) segici davrandigini
belirtmisgtir.

Acil gocii 1,2-sn-DAG’larin 1,3-sn-DAG’lara veya 2-sn-MAG’larin 1(3)-sn-
MAG’lara doniismesi ile meydana gelen durdurulmasi miimkiin olmayan
termodinamik bir prosestir [Yang et. al, 2005]. Yang et. al. [2005] acil goclinii
sicakligr kontrol ederek baskilamistir. Diger taraftan metil-fer-biitil eter gibi
solventlerde acil go¢iinii baskilamaktadir [Fureby et. al, 1997]. Solventler,
polariteye (dipol moment, dielektrik sabiti gibi ozellikler) bagli olarak protein

yapilarin etkileyebilmekte ve reaksiyon mekanizmalarini degistirebilmektedirler.

Literatiir bilgilerimize gére Novo 435 lipazin agil gdcli yapabildigi heniiz
belirtilmemistir. Novo 435 kullanilip metil ester sentezlenirken gergeklesen agil gogii
Sekil 4.17°de gosterilmektedir. 40inc1 dakikada sadece 1,2-LL ve 1,2-OL olusmus,
bunlarin 1,3-sn izomerleri olugsmamistir. 90inc1 dk’da bunlara acil gogii reaksiyonlari
ile 1,3-sn izomerlerde eklenmistir. MeOH azaldiginda, acil gocli meydana
gelmektedir. 240mnc1 dakika’da 1,3-LL ve 1,3-OL konsantrasyonlari, 1,2-sn
izomerlerinin konsantrasyonlarindan daha fazladir. Ag¢il gog¢ii 1,3-sm  izomer
konsatrasyonu 1,2-sn izomer konsantrasyonunu gecinceye kadar siirmiis yada enzim

1,3-sn izomerlerden daha fazla 1,2-sn izomer olusturmus olabilir.
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Sekil 4.17 Novo 435-katalizli ay¢icek yagin metanoliz reaksiyonundan farkli
zamanlarda alman Orneklerin  HPLC  kromatogramlart ile diagilgliserol

molekiillerindeki agil gogiiniin goriintiilenmesi. Reaksiyon drnekleri A, 40 dk; B, 90 dk; C,

240 dk; D, 250 dk; E, 280 dk’larda alinmistir. Deney sartlari ve analiz sartlari sirasiyla kisim 3.2.1. ve
kisim 3.2.3°de agiklanmistir. HPLC metod 1 kullanilmustir.
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Du etal. [2003] soya yag ve MeOH’dan TL IM-katalizli metil ester
tiretiminde, TL IM lipaz immobilizasyon matriksinin ag¢il go¢iinii hizlandirdigini
belirtmistir. Diger taraftan, RM IM lipazin konjuge linoleik asit ve tripalmitinin
asidolizinde, hekzanda acil gocli yaptigr rapor edilmistir [Camacho et. al., 2006].
Salis et. al. [2003] hekzanda RM IM-katalizli transesterifikasyonda acil gocilin hiz
belirleyici adim oldugunu belirtmistir. TL IM- ve RM IM-katalizli
transesterifikasyonlarda meydana gelen acil gogli sirastyla Sekil 4.18 ve Sekil

4.19’da gosterilmistir.

TL IM ve RM IM lipaz ile karsilastirildiginda Novo435 sn-1,2 izomerlere
daha fazla afinite gostermistir. Fakat 40°C’de tiim reaksiyona bakildiginda RM IM ve
TL IM lipazlar Novo 435 lipazdan daha hizli reaksiyon katalizlemislerdir.

RP-HPLC metil ester iiretimi sirasinda olusabilecek hidroliz iirtinlerinin
(serbest yag asitleri) belirlenmesinde kullanilabilmektedir. Gergeklestirilen
deneylerde immobilizasyon matrikslerinin i¢erdigi %1-3’liikk su, MeOH tiikendikten
sonra yag asidi (baslica L asit) olusmasini saglamistir. Reaksiyon ortamina MeOH
ilavesi yapilir yapilmaz yag asitleri metil esterlere ¢evrilmistir. Ayrica gelistirilen
HPLC metodu ile lipazlarin herhangi bir yag asidine ve TAG molekiiliine kars1 secici
olup olmadiklari belirlenebilmektedir. Novo435, TL IM ve RM IM lipazlar1 6zellikle
bir yag asidini veya TAG molekiiliinii secici olarak kullanmamustir (Sekil 4.20).
Sekil 4.20°de ayg¢igek yag1 olusturan farkli TAG molekiillerinin transesterifikasyon
reaksiyonu boyunca birbirleri ile orantili bir sekilde azaldigi buna karsilik MeL
pikinin orantili bir sekilde arttigi goriilmektedir. Eger lipaz ozellikle bir TAG

molekiiliinii kullansaydi TAG pikleri orantil1 bir sekilde azalmazdu.
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Sekil 4.18. TL IM-katalizli ay¢icek yagin metanoliz reaksiyonundan farkli
zamanlarda alman Orneklerin  HPLC  kromatogramlart ile diagilgliserol

molekiillerindeki agil gociiniin goriintiilenmesi. Reaksiyon drnekleri A, 40 dk; B, 90 dk; C,

240 dk; D, 250 dk; ve E, 290. dk’larda alinmistir. Deney sartlar1 ve analiz sartlart sirasiyla kisim 3.2.1.
ve kisim 3.2.3’de agiklanmistir. HPLC metod 1 kullanilmistir.
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Sekil 4.19. RM IM-katalizli ay¢i¢ek yagin metanoliz reaksiyonundan farkli
zamanlarda alman Orneklerin HPLC  kromatogramlart ile diagilgliserol
molekiillerindeki agil gogiinlin gorlintiillenmesi. A, 0 dk; B, 40 dk; C, 90 dk; D, 240 dk; E,

250; F, 280.dk. Deney sartlar1 ve analiz sartlart sirasiyla kisim 3.2.1 ve kisim 3.2.3’de agiklanmustir.
HPLC metod 1 kullanilmustir.
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Sekil 4.20. Novo 435 lipazin ay¢icek yagindaki her bir TAG molekiiliini

tilketmesi Oklar 240 ve 480 dakika sonra yapilan MeOH ilavelerini gostermektedir. Diger deney
sartlart kisim 3.2.2, analiz sartlar1 kisim 3.2.3°de agiklanmigtir (HPLC Metod 2 kullanilmustir).
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4.7. Transesterifikasyon Reaksiyonunda Cift Enzim

Sitemlerinin Kullanilmasi

Novozym 435 lipaz ile ay¢icek yag ve MeOH’dan metil ester sentezlenirken
ortamda fazla araiiriin (baslica LL-DAG) birikimi olmamakta (Sekil 4.21A) ve
reaksiyon uzun siirmektedir (Sekil 4.10). RM IM- ve TL IM-katalizli reaksiyonlar
Novo 435-katalizli reaksiyondan daha kisa siirmektedir (Sekil 4.11 ve Sekil 4.12);
fakat bu lipazlarin katalizledikleri reaksiyonlarda araiiriin birikmekte ve sonlara

dogru bu araiiriinlerde enzim tarafindan metil estere ¢cevrilmektedir.

Novozym 435 ve Lipozyme RM IM, metil ester elde etmek i¢in birlikte
kullanildiginda RM IM’nin biriktirdigi araiiriin Novo 435 tarafindan tercih edilmis
ve daha kisa siirede ve daha saf (herhangi bir MAG ve DAG ig¢ermeyen) metil ester
tretilmistir (Sekil 4.21B).

RM IM lipaz kullanildiginda ilk MeOH ilavesi ile 350 mM konsantrasyonda
DAG olugsmustur (Sekil 4.21A). Bu seviye RM IM + Novo 435 lipaz birlikte
kullanildiginda neredeyse sifira diismiistiir. Buna gére RM IM + Novo 435 ikili
katalizorii RM IM tek katalizorii ile karsilastirildiginda daha az araiiriin birikmistir.
Ayrica tekli katalizor kullanilan deneyler ile karsilastirildiginda reaksiyon siiresi
kisalmistir. RM IM lipazin olusturdugu araiiriinler Novo 435 lipaz tarafindan iiriine
dontstiiriilmiistiir. Metil ester sentezinde TL IM lipaz tek basina kullanildiginda ilk
MeOH ilavesi ile DAG konsantrasyonu 400 mM civarina ulasmistir (Sekil 4.21A).
TL IM + Novo 435 kullanildiginda bu alan 100 mM seviyesine diismiistiir. Ozellikle
Novo+TL IM gift enzim sistemi Novo+RM IM cift enzim sisteminden daha avantajl
olmustur (Sekil 4.21B).
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Sekil 4.21. Novo435+TL IM ve Novo435+RM IM ikili enzim sistemleri ve
Novo435, TL IM ve RM IM tekli enzim sistemleri katalizorliigiinde aycicek yag ve
metanoliin transesterifikasyonu. A; baslica LL DAG araliriin ve B; % relatif metil

ester. 40+1°C ve 200 rpm sabit deney sartlarinda 9.15 gr ONA aygicek yag 0.183 gr Novo 435, 0.183
gr RM IM Kkatalizorii kullanilarak (toplam katalizér yagin agirlikca %4'i) 0.35 gr MeOH ile 120 dk
reaksiyona sokulmustur. Sekilde gosterilen oklara karsilik gelen 120, 240 ve 660. dakikalarda sirasi
ile 0.3376 gr, 0.3416 gr, 0.332 gr MeOH ilaveleri yapilmistir. Gliseroliin kiitle trasferini
engellememesi i¢in ¢ift enzim karisimi 120 ve 240. dakikalarda iki kez 5 ml ter-biitanol pesinden iki
kez 5 ml hekzan ile yikanmiglardir. Sekilde belirtilen her bir noktalarda 10 uL numune alinimis, bu
numune 990 pl aseton ile seyreltilmis ve HPLC analizleri yapilmistir Diger HPLC sartlart kisim
3.2.3de agiklanmigtir (HPLC metod 2).
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4.8. Kinetik Cahsmalar

4.8.1. Novozym 435

Enzim katalizli reaksiyonlarin kinetik ¢aligmalar1 reaksiyon mekanizmalari
hakkinda bilgi vermekle birlikte hiz sabitlerinin bulunmasini da saglamaktadir. Bazi
lipazlarin kullanildigr bitkisel yag ve MeOH’nin kinetiginin calisildig bir kag tane
calisma bulunmaktadir. Al-Zuhair et. al, [2005] RM IM ve TL IM lipaz katalizli
aycicek yagin MeOH ile transesterifikasyonunda MeOH kompepetif inhibisyonunun
oldugu ping-pong bi bi kinetik modelini O6nermistir. Herhangi bir solventin
kullanilmadig1 rafine soya yagi ve metil asetatin Novo 435 lipaz ile kinetik
calismasinda da ayni model desteklenmistir. Asagida ping-pong bi bi alkol

kompepetif inhibisyon modeli hiz esitligi verilmistir.

- Vo X[TAG]
l KmTAG(1+[’i])+KmA@+[TAG]
K., [4]

(1

Hiz esitliginde V,, baslangig reaksiyon hizi; V,

max ?

maksimum reaksiyon hizi;
[TAG], ayg¢igek yag konsantrasyonu; [4], metanol konsantrasyonu; K, ... ve K, ,,
sirastyla, yag ve alkoliin baglanma sabitleri; K,,, alkoliin inhibisyon sabitini

gostermektedir. Novo 435 ile gergeklestirdigimiz kinetik c¢alismada MeOH
konsantrasyonu 50-200 mM arasinda, yag konsantrasyonu 25-500 mM arasinda
degistirilip baslangi¢ reaksiyon hizlar1 hesaplanmistir (Sekil 4.22). Baslangic
reaksiyon hiz datalar1 hem Michaelis-Menten esitligi hemde alkol kompetetif

inhibisyonunun oldugu ping-pong bi bi hiz esitligi kullanilarak analiz edilmistir. 50,

100 ve 200 mM sabit MeOH kullanildiginda K*” degerleri sirastyla 128 mM, 260

m

mM ve 627 mM; V% degerleri sirastyla 1.2 mM.dk™, 1.1 mM.dk™" ve 1.1 mM.dk™

max

bulunmustur. Alkol konsantrasyonu arttikca, K *” degerlerinin artip V_*”

degerlerinin degismemesi, alkol (MeOH) kompetetif inhibisyonunun oldugunu

gostermektedir.
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Sekil 4.22. Sabit MeOH ve farkli TAG konsantrasyonlarinda Novo 435-

katalizli transesterifikasyon reaksiyonu baslangi¢ reaksiyon hizlari. Deney ve Analiz

sartlart sirasiyla bolim 3.2.7 ve 3.2.3’de belirtilmigtir. HPLC metod 2 kullanmustir.
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4.8.2. Lipozyme TL IM

TL IM ile gerceklestirilen kinetik deneylerde alkol konsantrasyonu arttik¢a
baslangi¢ reaksiyon hizlar1 da artmustir (Sekil 4.23). 50, 100 ve 200 mM sabit MeOH

kullanildiginda K * degerleri sirasiyla 13.9 mM, 35.6 mM ve 69.2 mM, V**

max

degerleri sirasiyla 0.48 mM.dk™, 0.75 mM.dk 've 1.25 mM.dk™" bulunmustur.

® 50 mM MeOH
® 100 mM MeOH

1,0 4 200 mM MeOH
S 0,8
s
=)
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2
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5
[
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)
,L% 0,4 1
U
<
M

0,2 5

0,0 T T T T

0 100 200 300 400

[TAG], mM

Sekil 4. 23. Sabit MeOH ve farkli TAG konsantrasyonlarinda TL IM-katalizli

transesterifikasyon reaksiyonu baglangi¢ reaksiyon hizlari. Deney ve Analiz sartlari

sirastyla boliim 3.2.7 ve 3.2.3’de belirtilmistir. HPLC metod 2 kullanmustir.
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4.8.3. Lipozyme RM IM

RM IM ile gergeklestirilen kinetik deneylerde yaklasik 100 mM yag
konsantrasyonuna kadar alkol konsantrasyonlarinin artmasi baslangi¢c reaksiyon
hizlarin1 diistirmiistiir; bu aralikta bir alkol inhibisyonu goriilmiistiir. Yaklasik 200
mM sabit yag konsantrasyonundan sonra alkol konsantrasyonu arttik¢a baslangic

reaksiyon hizlar1 da artmistir (Sekil 4.24). 50, 100 ve 200 mM sabit MeOH
kullamldiginda K degerleri sirasiyla 7.8 mM, 45 mM ve 159 mM, V. *” degerleri

max

sirastyla 0.8 mM.dk', 13 mM.dk' ve 1.9 mM.dk' bulunmustur.

1,8 5

® 50 mM MeOH
1,6 4 ® 100 mM MeOH

200 mM MeOH

1,4

1,2 -

1,0

0,8 -

0,6 -

Bagslangi¢ Reaksiyon Hizi, mM/dk

0,4 -

0,2 1

| | | | | |
0 100 200 300 400 500 600
[TAG], mM

Sekil 4. 24. Sabit MeOH ve farkli TAG konsantrasyonlarinda RM IM-katalizli

transesterifikasyon reaksiyonu baslangic reaksiyon hizlari. Deney ve analiz sartlart

strastyla bolim 3.2.7 ve 3.2.3’de belirtilmigtir. HPLC metod 2 kullanmuistir.
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5. GENEL SONUC

Bu calismada, RP-HPLC + 210 nm dalga boyunda UV dedektérii, sabit-lipaz
sistemlerinin katalizledigi ayc¢igcek yagin metanoliz reaksiyonu mekanizmasini
incelemek i¢in kullanilabilmistir. Reaksiyon esnasindaki her bir ara iirlin ve {iriiniin
tam analizi pozitif-iyon ve negatif-iyon APCI-MS ile yapilabilmistir. Ayrica iiriinler
metil ester standartlar1 kullanilip kalitatif ve kantitatif olarak analiz edilmistir. Diger
taraftan aycigek yagin metanol ile reaksiyonundaki sicaklik, yag:alkol mol orani ve
enzim miktar1 i¢in en uygun sartlar belirlenmis ve lipazlar ile heptanda kinetik
calismalar gergeklestirilmistir. Her bir lipazin yag molekiillerine ilgisi kinetik analiz
sonucunda belirlenebilmistir. Bulgulara gore; Lipozyme TL IM ve Lipozyme RM IM
reaksiyonunda ilk adim, Novozym 435-katalizli reaksiyonda ikinci ve iigiincii
adimlarin daha hizli gergeklesmesi, tek enzim yerine iki enzim (6rnegin, Novo
435/TL) kullanildiginda reaksiyonun kisa siiriide tamamlanacagi sonucunu
desteklemistir. Lipazlarin regio-secicilik, acil gogiinii katalizliyebilmesi, baz1 yag

asitlerine olan se¢iciligide RP-HPLC metodu kullanilarak arastirilabilmektedir.
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Abstract

Reversed-phase high-performance liquid chromatography (RP-HPLC) with UV detection at 210 nm was used to monitor the formation of the
major compounds during the lipase-catalyzed transesterification reaction of sunflower oil with methanol. Individual triacylglycerols, diacylglycerols,
monoacylglyeerols as well as fatty acids and their corresponding methyl esters were separated using acetonitrile/acetone as a mobile phase and a
combined linear gradient-isocratic-step gradient-isocratic elution procedure. Another relatively short method consisting of a linear gradient elution
followed by an isocratic elution gave similar results, yet with lower resolution. HPLC/mass spectrometry with an ion trap analyzer and atmospheric
pressure chemical ionization source was used for the identification of the individual compounds. Individual calibration curves obtained with UV
detection at 210 nm were found to be of use for quantitative analyses of double-bond containing methyl esters and acylglycerols. The use of the
RP-HPLC methods in the elucidation of the mechanisms of three immobilized lipases, namely Lipozyme TL IM, Lipozyme RM IM and Novozym

435, in biodiesel production was described.
© 2006 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Reversed-phase HPLC; Biodiesel; Immobilized-lipases: Mechanism: Sunflower oil

1. Introduction

Enzymatic production of biodiesel (fatty acid methyl esters,
FAMEs) from vegetable oils by transesterification reaction with
methanol has drawn a great attention because of some of its
advantages over traditional chemical catalysis such as having
mild reaction conditions and producing no chemical waste [1,2].
Lipases (E.C.3.1.1.3) are the enzymes of interest that are used
in biodiesel production as well as in hydrolysis of lipids [1.2].
Complete conversion of triacylglycerols (TGs) to FAMEs cat-
alyzed by a lipase occurs at least at three reversible steps with
monoaclyglycerol (MG) and diacylglycerol (DG) intermediates
(Scheme 1).

Lipases from various sources have been used so far for trans-
esterification of vegetable oils with methanol in organic solvents
as well as in solvent-free systems [2-8]. Particularly, a number of

* Corresponding author. Tel.: +90 262 605 3132; fax: +90 262 603 3101.
E-matl address: a.turkan@gyte. edu.tr (A. Tiirkan).

0021-9673/$ - see front matter ® 2006 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi: 10.1016/j.chroma.2006.05.063

immobilized-lipase systems such as Novozym 435 from Can-
dida antarctica, Lipozyme EM IM from Rhizomucor miehet,
and Lipozyme TL IM from Thermomyces lanuginosus have been
shown to be effective in biodiesel production from vegetable oils
in solvent-free media [6-8]. Many studies have been carried out
to select the most suitable lipase system for biodiesel produc-
tion, yet the mechanisms of the enzymatic reactions have not
been investigated thoroughly [6-8]. The studies of the kinetics
and the mechanism of enzymes provide the essential parameters
for the selection of the best lipase system in biodiesel produc-
tion. In this regard, a reliable technique is required to monitor
the compounds occurring during the biodiesel production from
the vegetable oils. Gas chromatography is the most widely used
method for the analysis of FAMEs, but is not convenient for the
analysis of DGs and MGs unless they are derivatized before
the analysis by trimethylsilylation or acetylation of the free
hydroxyl groups, which is time-consuming and labor-intensive
[9.10]. Although high temperature gas chromatography with a
short capillary column can be used for the analysis of FAMEs,
TGs, DGs and MGs in a single run, trimethylsilylation of

CHROMA-346455; No.of Pages 11
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TG+ MeOH < FAME + DG
DG+ MeOH < FAME + MG
MG + MeOH « FAME + Glycerol

Scheme 1.

glycerol, DGs and MGs still has to be done prior to analysis
[9].

On the other hand, HPLC makes viable direct analysis of
FAMEs, TGs, DGs and MGs in a single run without derivatiza-
tion [11]. Reversed-phase HPLC (RP-HPLC) has been widely
used for the separation of acylglycerols in the isocratic elution
mode as well as in the gradient elution mode [12]. Isocratic
elution with acetonitrile (ACN)-dichloromethane (68:32), ACN-
acetone (30:70), or 100% n-propionitrile is sufficient in the
RP-HPLC resolution of TGs [13-15]. However, the gradient
(linear, step, etc.) elution has been the choice of the method
for the separation of FAMEs, TGs, DGs and MGs in a sin-
gle run [11,16-18]. In the gradient elution mode, the choice of
the mobile phase depends on its compatibility with the avail-
able detection mode; particularly, chlorinated solvents such
as chloroform and dichloromethane cannot be used with UV
detection because they show strong absorbance at wavelengths
(i.e., 205-220 nm) where TGs are detected. Also, acetone has
some absorbance at 205-220nm, yet not as strong as those
of chlorinated solvents. In such cases, other modifiers, such
as methanol, ethanol, methyl butylether, n-propionitrile, and
2-propanol have been utilized [15,16,19,20]. A linear gradi-
ent from 100% methanol or 100% acetonitrile to 100% 2-
propanol can be used in the RP-HPLC separationof TGs [17,21].
Holcapek et al. [11] used a combined linear gradient with
aqueous-organic and non-aqueous mobile phase steps (from
70% ACN + 30% water to 100% ACN in 10 min, and then to 50%
ACN+50% 2-propanol-haxane (5:4, v/v) in 20min) to sepa-
rate the compounds occurring during the production of biodiesel
from rapeseed oil by chemical catalysis.

Various detection techniques including UV detection [11,20],
refractive index detection [14,22], flame ionization detection
[23,24], evaporative light scattering (ELS) detection [11,24],
and mass spectrometric (MS) detection [11,19,25] have been
employed along with HPLC for the determination of acylglyc-
erols. The quantification of the acylglycerols can be achieved
using UV at 205-210nm, ELSD and MS detectors [11,24].
Unlike ELS and MS detectors, UV is the most widely avail-
able detector. However, as mentioned above, UV has limited use
with the solvents (e.g.. chlorinated solvents) having absorbance
at wavelengths where acylglycerols are defected. MS methods
with various ionization techniques such as electron ionization
[26], chemical ionization [27], electrospray ionization [28] and
atmospheric-pressure chemical ionization (APCI)) [11,17,29]
have also been successfully used for the determination of the
lipid structures. The APCI has been considered the most success-
ful ionization technique [11.25], as it provides both the structural
and the molecular mass information and full compatibility with
common HPLC conditions for the separation of acylglycerols.

The main objective of this study was to develop an HPLC
method to monitor, qualitatively and quantitatively, the com-
pounds occurring during a lipase-catalyzed biodiesel production

from vegetable oils, which, in turn, can be used in the eluci-
dation of the mechanism of the lipase-catalyzed reaction. For
this purpose, two RP-HPLC procedures with UV detection at
210nm were proposed and used in the analysis of the samples
taken at certain time intervals from the transesterification reac-
tions of sunflower oil with methanol catalyzed by Novozym
435, Lipozyme RM IM, and Lipozyme TL IM. The individ-
ual compounds occurring during the transesterification reactions
wete determined by HPLC/MS with an ion trap analyzer and
atmospheric pressure chemical ionization source. Using indi-
vidual calibration curves obtained with UV detection at 210 nm,
the quantitative analyses of double-bond containing products
{methyl esters) and the intermediates (mono- and diacylglyc-
erols) were found to be feasible. Finally, the HPLC results were
evaluated in terms of the elucidation of the mechanisms of the
lipases in biodiesel production.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Novozyme 435, Lipozyme RM IM, and Lipozyme TL IM
were generous gifts from Novo Nordisk (Bagsvaerd, Den-
mark). The standards of methyl linoleate, methyl oleate, methyl
stearate, methyl palmitate, 1-oleoyl glycerol, 1,2-dioleoyl glyc-
erol, trioleoyl glycerol and 1,2-dilinoleoyl glycerol were from
Sigma. All solvent used were HFLC grade and from Merck
{Darmstadt, Germany). Refined sunflower oil was purchased
from a local store. For the determination of fatty acid composi-
tion, sunflower oil (0.5 g oil in 10 mL heptane) was transmethy-
lated with 1 N NaOH in methanol at 80 °C for 30 min. Glycerol
and excess methoxide were removed by aqueous extraction
as suggested by Bannon et al. [30]. Fatty acid methyl esters
were analyzed on an Agilent 6890 (Agilent Tech., USA) gas
chromatography (GC) equipped with a split/split-less injector
{r=250°C) and flame ionization detector (t=250°C). A silica
capillary column (30m » 0.53 mm i.d. » 0.5 pm film thickness)
coated with DB-WAX (polyethylene glycol, JW) was used.
Helium was used as the carrier gas at a flow-rate of 5.1 mL/min.
Air and hydrogen flow-rates were 400 and 50 mL/min, respec-
tively The oven temperature was set to 100°C for 2 min and then
heated to 210 °C with a heating rate of 20 °C/min and maintained
at this temperature for 15 min. Methyl heptadecanoate was used
as an internal standard. The fatty acid composition was linoleic
acid 64.9%, oleic acid 23.5%, palmitic acid 6.0% and stearic
acid 4.2% (minors not included). The acid and saponification
values of the oil were 0.057 and 132, respectively.

2.2. Transesterification reactions in solveni-free conditions

Batch reactions were carried outin 30 mL glass-vials contain-
ing sunflower oil (10 g), and methanol (added at three steps, each
0.33 g or .03 mmol). The reactions were initiated by adding the
enzyme (4 or 10%, w/w oil) last after equilibrating the reaction
mixture at 40 °C. The reactions were agitated by mixing with a
magnetic stir at 200 rpm in a water bath at 40°C. At specified
time-intervals, 10-30 pL aliquots were withdrawn and diluted
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to 5001000 pL final volume with acetone (HPLC grade) and
subjected to the HPLC analysis.

2.3. HPLC analyses

HPLC analyses were performed with an HP1100 (Agilent
Tech.) series liquid chromatograph consisting of a quaternary
pump with an online vacuum degasser, an autosampler with
a variable injection capacity from 1 to 900pL, a column
oven with a temperature range of 7-60°C and a diode array
UV-vis detector. Lipid molecules were separated on an ACE 3
C18 column (150mm x 4.6 mm i.d. 3 um) with guard column
(30mmx 4.6 mm i.d., 3pm) of the same phase at a column
flow-rate of 1.0 mL/min and at a column temperature of about
10°C using the following methods:

Method 1: a linear gradient elution from 100% acetonitrile to
50% acetonitrile + 50% acetone over 3 min, followed by 12 min
isocratic elution at 50% acetonitrile + 50% acetone, and then
step gradient to 30% acetonitrile +70% acetone, and 25 min
isocratic elution at the same final composition.

Method 2: a linear gradient elution from 100% ACN to 30%
ACN +70% acetone over 3 min, followed by a 25 min isocratic
elution at the same final composition.

Note that it takes about 5 min, at the flow-rate of 1.0 mL/min,
for the mobile phase to reach the column from the mixing cham-
ber of the instrument. The column was equilibrated for 10min
before the next injection. Sample injection volume was 5-20 pL.
Acquisition and processing of data was made using the HP
Chemstation software provided with the instrument. The back-
ground chromatogram obtained with the injection of acetone
alone was subtracted.

24. HPLC/mass spectrometry (HPLC/MS) analyses

HPLC/MS analyses were conducted with an HPLC
1100/MSD Ion Trap SL Model {Agilent Tech.) using RP-HPLC
method 1 and Zorbax XDB C18 (150 mm x 4.6 mm i.d., 5 pm)
column with atomic pressure chemical ionization probe con-
nected in series to a diode array UV detector. The flow-rate was
1.0mL/min and the column temperature was about 10°C. The
mass spectrometric data were acquired in the range m/z 35-1000
with the following setting of tuning parameters: alternating ion-
polarity mode, pressure of the nebulizing gas 60 psi, drying gas
flow-rate 3 mL/min, the temperatures of the drying gas and APCI
heater were 350 and 400 °C, respectively. The retention time of
all the compounds identified by APCI-MS are given in Table 1.

2.5. Quantitative analyses

The calibration curves were measured in two series of exper-
iments. Each data point was obtained from at least two repeated
measurements. Stock solutions of the standards MeL and 1,3-
LL were prepared as about 5mg/mL, and of the standards
Me0, 1-O and 1,3-00 as about 10 mg/mL in acetone, and then
serial dilutions were made as required. Relative integrated peak

areas versus amount of the methyl ester standard were plot-
ted for MeL and MeO. The constants of calibration curves
{relative peak areas versus amount of compound) of the stan-
dards determined by linear regression analysis are given in
Table 3.

3. Results and discussion

3.1. HPLC separation of the compounds occurring during
lipase-catalvzed transesterification reaction

Reversed-phase HPLC (RP-HPLC) method 1 with UV detec-
tion at 210nm was proposed for the separation and the deter-
mination of the major compounds occurring during the lipase-
catalyzed methanolysis of sunflower oil. Since 90% of the total
fatty acids of sunflower oil are composed of linoleic (containing
two double bonds) and oleic (containing single double bond)
acids, the majority of the compounds are detectable at 210 nm.

Fig. 1 demonstrates the separation of the individual fatty acid
methyl esters (FAMEs), monoacylglycerols (MGs), diacylglye-
erols (DGs) and triacylglycerols (TGs) occurring in the sample
taken from the Lipozyme RM IM-catalyzed transesterification
reaction of sunflower oil using the RP-HPLC method 1. The
major products were methyl linoleate and methyl oleate. The
major intermediates were sn-2 and sn-1 monolinoleoyl glycerol,
sn-1,2 and sn-1.3 dilinoleoyl and oleoyl-linoleoyl glycerols,
and 1,2-palmitoyl-oleoyl glycerol. Furthermore, in Fig. 1, the
main triacylglycerol molecules of sunflower oil (LLL, OLL,
PLL, OOL, and SLL+POL) are also apparent (see Table 1
for abbreviations). Fig. 2 illustrates the separation of a mix-
ture of some standards and a sample taken from RM IM-
catalyzed transesterification reaction under the conditions of
RP-HPLC method 1. The retention time increases in the order:
MGs < FAMEs <DGs < TGs. The individual FAME, MG, DG
and TG molecules were separated from each other, except the
pairs, SLL/POL (ECN=46), and SOL/POO (ECN=48). Fur-
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Fig. 1. HPLC separation of the reaction mixtue of lipozyme RM IM-catalyzed
methanolysis of sunflower oil. Reaction carried out with 4% (w/w oil) enzyme as
deseribed in Section 2.2 and the sample withdrawn at 40 min. HPLC conditions
of method | as described in Section 2.3, UV detection at 210nm, flow-rate
I mL/min, column temperature about 10°C, injection volume 10 pL. Notation
of compounds as in Table 1.
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Table 1

Retention times and molecular masses of the components identified by APCI/MS with an ion trap analyzer during the transesterification of sunflower oil with

methanol catalyzed by Lipozyme RM IM

I (min) r Name Notation ECN® Molecular mass
Fatty acids
53 0.74 Linoleic acid L acid - 2803
6.6 1.00 Oleic acid 0 acid - 823
75 1.21 Palmitic acid Pacid - 1563
9.1 1.60 Stearic acid 5 acid - 2843
Monoacylglycerols
45 0.66 2-Monolinolein 2L 14 3543
48 0.75 1-Monalinolein 1L 14 3543
54 0.94 2-Monoolein 20 14 3563
56 1.00 1-Monoolein 1-0 16 3563
58 1.06 1-Monopalmitin® I-F 16 3303
6.8 1.38 1-Monostearin® 1-8 18 3583
Methyl esters of fatty acids
6.1 0.79 Methyl ester of linoleic acid MeL - 2943
7.1 1.00 Methyl ester of oleic acid MeO - 2963
73 106 Methyl ester of palmitic acid MeP - 703
99 1.60 Methyl ester of stearic acid MeS - 2983
Diacylglyeerols
97 0.60 1,3-Dilinolein 13-LL 28 616.5
10.0 0.62 1,2-Dilinolein 1.2.LL 28 616.5
117 0.76 1.Ba-Oleoy1-li1'1t:)leoyl-glycerold 1.3-0L 30 618.5
122 0.80 1,2-Oleoyl-lincleoyl-glyceral? 1.2-0L 0 6185
124 0.82 1,3-Palmitoyl-linoleoyl-glycerol 13-PL 30 5925
13.0 0.87 1,2-Palmitoyl-linoleoyl-glycerol 1.2-PL 30 5925
14.6 1.00 1,3-Diclein 1.3-00 32 620.5
152 1.03 1,2-Diclein 1.2-00 32 620.5
153 1.06 1,3-Stearoyl-linoleoyl-glycerol? 1.3-5L 12 620.5
154 1.07 1.3-Palmitoyl-oleoyl-glycerol® 13-PO 32 5945
163 1.14 1,2-5te a.royl-linoleoyl-glyterold 1.2-5L 32 620.5
16.4 L.15 1,2-Palmitoyl-oleoyl-glycerol® 1.2-PO 32 5945
189 1.35 1.3-Stearoyl-oleoyl-glycerol® 1.3-50 M 6226
195 1.40 12-Stearoyl-oleoyl-glycerol® 1.2-580 M4 6226
Triacylglycerols
128 0.62 Trilinolein LLL 42 8788
259 0.72 Oleoyl-dilinoleoyl—glycerold OLL 44 880.8
270 0.75 Pﬂlmitc}'l-dﬂimleoyl-glycerold PLL 44 854.8
208 0.84 Dioleoyl-linoleoyl-glycercld 00L 46 8828
i1z 0.88 Stearoyl-dilinoleoyl-glycerol! SLL 46 5828
4 0.89 Palmitoyl-oleoyl-linoleoyl-glycerol? POL 46 856.8
35l 1.00 Triolein 000 48 B84.8
36.6 1.05 SteaIoyl-olecyl-liru:leoyl-glycerold SOL 48 8848
71 106 Palmitoyl-dioleoyl-glycerol® POO 48 8588

" Relative retention r=(tg — i )f{is —fp). where fng is 2.4 min and f5 are retention times of a standard compound in each group (standards: O acid, 1-0, MeO,

1,3-00, 000). HPLC conditions of method 1 as described in Section 2.4.

® ECN is the equivalent carbon number, ECN = CN — 2DB, where CN is the number of carbon atoms in all acyls and DB is the number of double bonds.
© Since only a single peak was observed for monestearin as well as for monopalmitin, and saturated fatty acids are mostly located at sn-1 position, low amounts

of 2-F and 2-5 are neglected.

4 Pasitional isomers (e.g. 1.2-LL-3-0 vs. 1 3-LO-2-L or 1.0-2-L vs. 1-L-2.0) are not distinguished.

thermore, sn-2 and sn-1 isomers of MGs as well as sn-1,2 and
sn-1,3 isomers of DGs were completely resolved.

RP-HPLC method 2, which is 10 min shorter than method 1,
was intended for faster analysis of the reaction samples. With the
method 2, the separation of the FAMESs, MGs, DGs, and TGs are
also feasible and in the same order as obfained with RP-HPLC
method 1, though the resolution was not as good as in method 1
(Fig. 3). The method 2 was employed in the quantitative deter-
mination of methyl esters (biodiesel) as well as in monitoring

the variations in the concentrations of the intermediates during
lipase-catalyzed biodiesel production reactions (Fig. 3).
HPLC-mass spectrometry was used, as mentioned below
in detail, to identify each compound (including the minors
not detectable by UV at 210 nm) occurring during the lipase-
catalyzed reaction. In addition to confirming the peaks iden-
tified by pure standards and identifying those not detected by
UV, the mass data also helped determine the coeluting com-
pounds, 1,2-OL/1,3-PL (ECN=30), 1,2-00/1,3-SL/1,3-PO
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Fig. 2. HPLC separation of the reaction mixture of lipozyme RM IM-catalyzed
methanolysis of sunflower oil including some standards (L acid, 1-O, O acid,
P acid, MeP, S acid, MeS, 1,3-00, and 000). Reaction carried out with 10%
(wiw oil) enzyme as described in Section 2.2 and the sample withdrawn at
120 min. HPLC conditions of method 1 as described in the legend of Fig. 1,
except injection volume 5 L. Notation of compounds as in Table 1.
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Fig. 3. HPLC separation of the reaction mixtures of lipozyme RM IM-catalyzed
(A), Lipozyme TL IM-catalyzed (B), and Novozym435-catalyzed (C) methanol-
ysis of sunflower oil. Reactions carried out with 4% (w/w oil) immobilized
enzymes as described in Section 2.2, and the samples withdrawn at 120 min.
HPLC condition of method 2 as described in Section 2.3, UV detection at 210 nm,
flow-rate 1 mL/min, column temperature about 10°C, injection volume 10 pL.
Notation of compounds as in Table 1.

(ECN =32), 1,2-5L/1,2-PO (ECN =32), SLL/POL (ECN =46),
and SOL/POO (ECN =48). Holcapek et al. [11] described the
deconvolution of overlapping APCI-MS peaks of some DGs and
TGs. Fig. 4 illustrates the reconstruction of the selected ion chro-
matograms of ions m/z 339 and 337, as an example, from the
total ion chromatogram in the positive-ion mode. Furthermore,
the selected ion chromatograms of the ions that gave good sig-
nal in the negative-ion mode such as ions produced from the
methyl esters and fatty acids were constructed from the total
ion chromatogram obtained in the negative-ion mode. By this
way, the exact retention times of coeluting compounds were
determined. Table 1 shows the masses of the compounds identi-
fied and their relative retention times. As expected, the retention
times obtained with another instrument showed some variations.
Hence, the table also lists the relative retention times, related to
an easily identifiable compound in each group: O acid, 1-O,
Me0, 1,3-00 and 000, as suggested by Holcapek et al. [11].

3.2, Identification of the peaks with APCI-MS

The molecular masses of individual compounds and, there-
fore, the structure of acylglycerols can be readily determined
by atmospheric pressure chemical ionization-mass spectrometry
(APCI-MS) [11,17.31]. Table 2 shows the masses and the rela-
tive abundances of the important ions of the compound(s) in each
peak in the positive-ion mode. The positive APCI-MS spectra
of TGs showed two major ions: protonated molecule [M +HJ*
(ion A) and the ions [M+H-RiCOOH]* (ion C) formed by
loss of one fatty acid moiety from the ion A. Representative
mass spectra of tri-, di-, and monoacylglycerols are shown in
Fig.5. Five major peaks corresponding to LLL, OLL, PLL, OOL
and SLL +POL, and two relatively small peaks correspond-
ing to 000 and SOL +POO were observed in the RP-HPLC
chromatograms of sunflower oil. As expected LLL and 00O
provided only a single ion C, while OLL, PLL, OOL, SLL and
POO produced two different types of ion C, and POL and SOL
three different types of ion C. The statistical abundance ratios
of C jons are supposed to be 2:1 for OLL, PLL, OOL, SLL and
POO, and 1:1:1 for POL and SOL. However, the actual ratio val-
ues deviate from the theoretical values. For example, the ratio
[OL]*/[LL]" is about 1.5, [PLI*/[LL]* is 1.4, [SLI*/[LL]" is 1.1
and [PO]Y/[00]T is 1.6, and the abundance ratio of C ions of
POL (i.e., [POJT:[PL]*:{OL]") is 1.2:1:2. These results indicate
that sn-1, sn-2 and sn-3 positions are not equally susceptible to
cleavage, Cleavages of fatty acid moieties from sn-1 and sn-3
positions are more likely compared to that from 2-sn position
[31]. Mottram et al. [32] reported that sn-2 position is energet-
ically less susceptible to cleavage, thus the relative abundance
of the different types of the [M+ H-R;COOH]" ions can be
utilized to identify the acyl group predominant in the sn-2 posi-
tion. However, Holcapek et al. [17] showed that the relative
abundance of the different types of the [M+ H-R;COOH]* ions
depend on the ionization technique as well as on the instrument
type, and thus suggest using pure standards on that particular
instrument.

In the mass spectra of DGs, in addition to the ions
of the protonated molecules (ie., [M+H]"), [M+H-H20]*



&9

+ Model
[ A, Tirkan, §. Kalay /1. Chromatogr. A xex (2006 ) xxx—xee
Intens.
x10E8 t2L
3
4 sy
3 kA
2
4 7
1 1k g .8
% 4 37 83
W o 2) ] 4: 8@
Intens.
x10E8 oL
4
’ ¢
2
1 2 3 ? 8
t fL% 4 32 4 o g
® o N = : s 8
Intens.
x10E9 1L
30 3
¥
25 g g
20 %
48
15 Ta
1.0 4 S%E 29 2 .8
7 b o gt
0-5 - ‘[
(C) 0 5 10 15 20 25 30 35 Time [min]

Fig. 4. HPLC separation of the reaction mixture of lipozyme RM IM-catalyzed methanolysis of sunflower oil. Reaction camied out with 4% (w/w cil) enzyme as
described in Section 2.2 and the sample withdrawn at 40 min. APCI-MS, HPLC conditions as described in Section 2.4. Selected ion current chromatograms of ions
miz 337 (A) and 339 (B), and positive-ion modes of total ion current (TIC) chromatogram (C) are shown.

and [M+H-R;COOHJ* ions were apparent. As suggested
by Holcapek et al. [11] as a rule, the ratio [M+H-H;0]*
[M+H-R;COOH]* can be used to distinguish sn-1,3 isomers
from sn-1,2 isomers in that the ratio is higher for 1,3-DAG iso-
mers. Using this rule we were able to distinguish s-1.2 isomers
from sn-1,3 isomers. The peaks corresponding to 1,2-LL and
1,3-LL were already unambiguously identified using pure stan-
dards, but APCI-MS analysis provided further confirmation.

Two ions, [M+HJ" and [M+H-H;0]J*, were observed in
the mass spectra of the MGs. It was impossible to differentiate
between sn-2 and sn-1 isomers since both had exactly similar
mass spectra. However, the following clues helped us distin-
guish one from another: (a) it has been well established that
sn-2 isomers elutes before sn-1 isomers in RP-HPLC meth-
ods [11]; (b) sn-2 isomers build up first in the beginning of
methanolysis of sunflower oil catalyzed by lipozymes RM IM
and TL IM which are sn-1(3) specific lipases as discussed
below. We observed that sn-2 isomers accumulated first and
then were converted to sn-1 isomers through acyl migration
(see Section 3.4). In contrast to monolinolein and monoolein
peaks, monostearin and monopalmitin peaks were identified in
the negative-ion mode APCI, where more distinct signals were
observed.

The positive-ion APCI mass spectra of the methyl esters were
not as clear as those of TGs, DGs or MGs. For example, the
masses of the base peaks in the mass spectra of MeL and MeO
were 371.3 (+76m/z units higher than the mass of [M+H]*
ion) and 354.3 (+57 m/7 units higher than the mass of [M + H]*
ion), respectively. The relative abundances of the protonated
molecules were low and there were many other fragments. On
the other hand, the negative-ion APCI, besides much fewer other
fragments, provided the base peaks with masses correspond-
ing to the masses of individual fatty acids (data not shown).
Free fatty acids also produced good signals in the negative-ion
APCL

3.3. Quantitative analyses

Quantitative determination of the reaction products and the
intermediates is essential for the studies of kinetics and mech-
anism of chemical and enzymatic reactions. In this study, we
also tried to find the suitability of the UV detection at 210 nm
for the determination of the concentrations of the methyl ester
products and the mono- and diacylglycerol intermediates even
though acetone used in the mobile phase has some absorbance at
210 nm. The construction of the calibration curves foreach com-
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The masses of the important ions of some compounds occurring during the lipase-catalyzed methanolysis of sunflower oil determined by APCI-MS with ion trap

analyzer in the positive-ion mode

Compound [M] Ion B [M+H]* Ion A [M+H-H;01* Ion C [M+H-RCOOH,|*
2L 355.2(27) 337.3(100) = =
1-L 355.3(30) 337.2(100) = =
2.0 3573020 3395 (100) = =
1.0 357.3(15) 3395 (100) = =
LALL 617.5(74) 599.5 (100) 3373 (15) -
1,211 617.5(100) 599.6(18) 3373040 -
1,3-0L 619.5(4) 601.6 (100) 337.2(6) 339.3(8)
1.2-0L° 619.5 (57) 601.5(73) 337.3(100) 339.3 (90)
13-PL* ND 575.5(10) ND ND
1,2-PL 593.6(16) 575.5(58) 337.3 (100 313.2(66)
1,3-00 ND 603.6 (100) 339.3(16) -
1.2-00" 621.6(6) 603.6 (40) 339.3 (100 -
1_.3-5Lb 621.6 603.6 (50) 337.3(70) 3413 (10
1_.3’-1:'0b ND 577.5(45) 313.3(5) 339.3(5)
12.SL¢ 621.6 (17) 603.6 (67) 3373 (100) 3413 (67)
12.PO° 595.6(5) 577.5 (69) 3133 (20) 3393 (100)
13-50 ND 605.6 (100) 3393 (12) 3413 (6)
12-50 623.6(8) 605.6 (61) 3393 (100) 3413 (65)
LLL 879.8 (100) - 599.6(22) -
OLL &81.8 (100) - 601.6(32) 509.6 (20)
PLL &55.8 (100) - 599.5(21) 575.6(29)
0O0L &83.8(72) - 601.6 (100) 603.6 (58)
SLL 8838 (100) - 599.6(28) 603.6 (30)
POL 8578 (60) - 601.6 (100) 577.6 (60)
575.5(50)
000 885.8(12) - 603.6 (100) -
SOL 885.8 (56) - 6015 (100) 603.6(79)
605.6 (80)
POO 850.8(13) - 603.6 (62) 57T7.5(100)

Numbers in parentheses indicate the relative abundance of the ions. See Table 1 for abbreviations. "PNot Detected.

2 Coeluting compounds. The ion with mass of 337.3, a common ion, is mostly provided by 1,2-OL.

® Coeluting compounds. The relative abundances of the ions of 1,2-00 were determined from the first half of the peak, which mainly contained 12-00. The
second half of the peak included all three compounds and the relative abundances of the ions of 1,3-5L and 1,3-PO was roughly estimated.

¢ Coeluting compounds. The relative abundances of the ions of 1,2-5L were determined from the first half of the peak, which mainly contained 1,2-5L and the
relative abundances of the ions of 1,2-PO were determined from the second half of the peak, which mainly contained 1,2-PO.

pound would not be practical because there are many products
and the intermediates present in the reaction mixture. Therefore,
only several examples are presented here.

Fig. 6 shows the calibration curves of methyl linoleate and
methyl oleate standards as a function of relative integrated peak
area versus amount of standard. As can be seen from the figures
the calibration curves are linear up to 12 g for MeL, and 80 pug
for MeO (Fig. 6, inlets); the correlation coefficients of both are
0.999 (see Table 3) indicating good linearity. The disadvantage
of using acetone represents itself in terms of lowering these
linear ranges. However, diluting the samples, and thus bringing
the readings into the linear region can overcome this drawback
of acetone. Since the total amount of stearic and palmitic acids is
low (about 10%}) and saturated fatty acids do nothave significant
absorbance at 210 nm, the methyl ester products of stearic and
palmitic acids of sunflower oil cannot be measured by the same
way as methyl esters of linoleic and oleic acids. Yet, since the
lipases are not specific for a particular fatty acid molecule as
discussed below, the total amount of methyl esters (biodesel)
can be calculated by adding 10% to the sum of methyl esters of
linoleic and oleic acids.

Similar calibration curves were obtained with [-O, 1,3-00
and 1,3-LL standards. The constants of calibration curves (rela-
tive peak areas versus amount of compound) of MeL, MeO, 1-O,
1,3-00 and 1,3-LL standards determined by linear regression
analysis are given in Table 3. As can be seen, the response fac-
tors are very similar for MeO, 1-0 and 1,3-00; like MeO, 1-O

Table 3

The constants of calibration curves (relative peak areas vs. amount of compound )
of several pure methyl ester, mono- and diacylglycerol standards determined by
linear regression analysis®

Compound ~ Slope Intercept  Correlation  Linear ranges
(IUpg®  quU coefficient  (lower-upper limits)
re e

MeL 643 169 0.999 03-120  200-8000
MeD 75 13 0.999 20800 200-6000
1-0 67 —43 0.999 20-800  200-6000
1.2-00 69 237 0.999 20-800  200-6000
13-LL 512 213 0997 03-120  200-6500

@ HPLC conditions of method 2 as described in Section 2.3.
b U integration units, arbitrary.
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and 1,3-00 display similar slight curving off at high amounts
(>80g). The patterns of the calibration curves of 1,3-LL and
MeL are also alike: both significantly deviate from linearity at
high amounts (>12 pg), however, 1,3-LL has a lower slope.

3.4. Elucidation of the mechanisms of the lipases in
biodiesel production by HPLC

As mentioned above, the complete conversion of triacylglyc-
erols to FAMEs catalyzed by lipases occurs at least at three
reversible steps with mono- and diacylglycerol intermediates.
HFLC has provided a faster and a simple means for simultaneous
determination of the molecular species of methyl esters, mono-
. di-, and triacylglycerols forming during the lipase-catalyzed
transesterification of sunflower oil with methanol, which helped
us understand, to some extent, the mechanisms of the trans-
esterification reactions catalyzed by the three lipases, namely
Lipozyme RM IM, Lipozyme TL IM and Novozym 435.

We monitored the reactions into which methanol was added
at three steps by taking samples at certain time-intervals and
applying them to the above RP-HPLC methods. In the trans-
esterification reactions of TGs catalyzed by Lipozyme RM IM
and Lipozyme TL IM, significant amount of sn-2 monoacyl-

glycerols (primarily 2-L) and sn-1,2 diacylglycerols built up
(Figs. 3A and B and 7), consistent with the fact that RM IM and
TL IM are sn-1,3 specific lipases (i.e., they exclusively cleaves
at sn-1and/or sn-3 positions). At depleting methanol concen-
trations, RM IM and TL IM converted 2-L to I-L, and sn-1,2
DGs to sn-1,3 DGs. As soon as the second (or third) molar
equivalent of methanol was added into the reaction tube, 1,3-
DGs and 1-MGs were the preferred substrates for the lipases.
Fig. 7 demonstrates these steps for RM IM-catalyzed reaction,
but similar results were also obtained with Lipozyme TL IM
which are not shown. These results altogether indicate that the
acyl migrations, i.e., conversion of 1,2-DGs to 1,3-DGs and of
2-MGs to 1-MGs, are the rate-determining steps for RM IM and
TL IM lipases. The acyl migration ability of TL IM lipase has
been shown before [33]. Using individual calibration curves as
mentioned in Section 3.3, the concentrations of the products and
the intermediates can be calculated as a function of time, and
therefore, the individual rate constants can be determined under
given conditions.

In the Novozym 435-catalyzed transesterification reactions,
triacylglycerols were converted to methyl esters without signif-
icant accumulation of mono- and diacylglycerols indicating the
first step (i.e., conversion of TG to DG) is the rate-determining



92

+ Model
A. Tiirkan, §. Kalay/ J. Chromatogr. A xxx (2006) xx—xxx 9
25000+ ' 1000- . )
3 3.
. 3 i g
- | o |%a | 4 g3
200001 . i 1% | I 5 @
o4 M AN N VA AN
@ " (A} — T T T T T T
2
% 15000 * p
1] w0y [
'?;; o 1000+
= i
T 10000+ I S L |
i, W |
i '] f 4000 ‘.J| .]‘ !.| | II:
1 04— S B N A W A
& (B) T T T T T T T T T T
50004 g A
]
[ 3 0 T T r—— —— y
02 8 1 14 |
, '] Mol g 1000-]
R o e s 2
(A) MeL g = J . .
adla SN J Fln, P
0 I LN N S
(© — T T T T T J T T T
12000~
' |
1000+
. |
8000- i _H-L_h_u_Ju\,__,’-__.-‘_,___._
8 o P
<L
e
8
: - N |
2 . B0 1000-]
E 4000- Ll o0
» & 3000 ” ‘
] 01— b M A N
i 2000 I T T T J T J T T T
L] % [ 5 10 15 20 25
& 10
. < : . (E} Retention time [min]
u 0 10 20 30 40 50 &0 7O &0
0 T T T MeQug T Fig. 7. HPLC chromatograms of the reaction samples of Lipozyme RM IM-
0 40 LY 120 160 catalyzed methanolysis of sunflower oil taken at 10 (A), 40(B), 120(C), 130(Dj,
(B) MeO,ug and 160 (E) mins. At 120 min, after taking the sample, second molar equivalent

Fig. 6. Calibration curves of pure standards of MeL and MeO. HPLC condi-
tions of method 2, UV detection at 210 nm, injection volumes 10-20 pL. Other
conditions as described in Section 2.5,

step (Fig. 3C). These results are consistent with the results of Xu
et al. [34]; they studied the kinetics of Novozym 435-catalyzed
biodiesel production with methyl acetate, instead of methanol,
as the acyl acceptor using GC. As can be seen from the Fig. 8,
small amount of 1,2-DGs accumulated at the beginning of the
reaction and then when methanol depleted, 1.2-DGs were con-
verted to 1,3-DGs, indicating that Novozym 435 is also able to
carry out acyl migration although it is not the rate-determining
step for this enzyme. When the second (or third) molar equiva-
lent of methanol was added into the reaction medium, 1,3-DGs
were used up first. To our best knowledge, the acyl migration
ability of Novozym 435 was not reported previously. Novozym
4351s also a sn-3 specific lipase [35], hence it was expected that,
like in the case of RM IM and TL IM lipases, 1,2-DGs would
build up in large amounts. It seems that Novozym 435 has much
higher affinity for sn-1.2 isomers compared to Lipozymes TL

of methanol was added. Reaction conditions: 10% enzyme {w/w oil}, 10 wL sam-
ples withdrawn and diluted to | mL with acetone, other conditions as described
in Section 2.3, HPLC conditions: HPLC method 2, injection volume 10 pL,
other conditions as described in Section 2.5,

IM and RM IM., that is why much less amount of 1,2-DGs build
up. However, overall RM IM and TL IM catalyze the biodiesel
production faster at 40 °C compared to Novozym 435.

The RP-HPLC method is also useful for monitoring the for-
mation of the hydrolysis products (free fatty acids) during the
biodiesel production. In our reactions, since the immobilization
matrices of the enzymes contain small amount of water (about
1-3%, according to the product sheets [36—38]), small amount of
free fatty acids (mostly L acid) formed after methanol was used
up, but were converted to the corresponding methyl esters as
soon as methanol was added into the reaction system (for exam-
ple, see Fig. 7). Furthermore, fatty acid specificity can also be
investigated with the proposed RP-HPLC method. Our results
indicate that all three enzymes do not show a preference for
a particular fatty acid or TG molecules. The decreases in the
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peaks of TGs as well as the increases in the product peaks were
proportional.

4. Conclusions

In this study we showed that the RP-HPLC procedure with
universal UV detection at 210 nm proposed here is efficient in the
separation and the detection of the major compounds occurring
during the lipase-catalyzed transesterification of sunflower oil
with methanol. The identification of the individual compounds
can be done by APCI-MS in the positive-ion and negative-
ion modes. Using individual calibration curves, the quantitative
analyses of double-bond containing products (methyl esters)
and the intermediates (mono- and diacylglycerols) can be per-
formed. The proposed RP-HFLC method is particularly of use in
the determination of the rate-limiting step of a lipase-catalyzed
transesterification reaction and, therefore, in the elucidation of
the reaction mechanism. The findings that lipozymes RM IM
and TL IM catalyze the first step faster, whereas Novozym 435

catalyze the second and third steps faster have prompted us to
use a dual enzymatic system (e.g., Novo 435/TL IM) rather than
single lipase systems in the biodiesel production from vegetable
oils and the studies are in progress. In addition, some proper-
ties of the lipases such as regio-specificity, ability to catalyze
the acyl migration, and specificity for a particular fatty acid can
also be investigated by the RP-HPLC methods. Although ace-
tone has some absorbance at 210nm, UV detector can still be
used for the qualitative and quantitative determination of the
double-bond containing methyl ester products. Acetone can be
replaced by 2-propanol, which has much lower absorbance at
210nm. Yet, the HPLC analysis carried out with 2-propanol
takes longer because 2-propanol creates higher pressure at flow-
rate of 1 mL/min, and therefore, the analysis should be done at
lower flow-rates (~0.5 mL/min).
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