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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

ETIL LAKTATIN LIPAZ KATALIZORLUGUNDE URETIMI ICIN BIYOPROSES
PARAMETRELERININ INCELENMESI

Azime ARIKAYA

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Kimya Miihendisligi Anabilim Dali

Danigman: Prof. Dr. Z. Serpil TAKAC

Calismada, Novozym 435 lipaz enzimi katalizorliigiinde ve derin 6tektik ¢oziicii (DES)
ortaminda, laktik asitin etanol ile esterlesme reaksiyonu ile etil laktat tretiminde
biyoproses parametreleri incelenmistir. Esterlesme tepkimesi izorterm kosullarda
calkalamali hava banyosunda gergeklestirilmis ve girdi ve iriin analizleri HPLC
cihazinda yapilmistir. Incelenen parametrelerin reaksiyon baslangic hizi, déniisiim ve
verime etkileri arastirilmigtir. Hazirlanan DES’lerden yiiksek baslangi¢ reaksiyon
hizlarindan birinin elde edildigi kolin kloriir-gliserol (ChCI-Gly (mol orani: 1:2))
reaksiyon ortami olarak secilmistir. DES:su ikili karisiminda gerceklestirilen deneylerde
en yliksek baslangig reaksiyon hizinin elde edildigi % 10 (h/h) su igeriginde
calistlmistir. En uygun baslangi¢ laktik asit ve etanol derigimleri sirasiyla 3 M ve 5 M
olarak bulunmustur. Yiiksek derisimlerde etanol inhibisyonu gozlenmistir. Enzim
derigimi, sicaklik ve karistirma hizinin en uygun degerleri, baslangi¢ reaksiyon hizi,
doniistim ve verim dikkate alinarak sirasiyla 30 mg/mL, 50 °C ve 200 rpm olarak
belirlenmistir. Optimum kosullarda ulasilan en yiiksek baslangi¢ reaksiyon hizi 13.81
pmol/gdk’dir. 72 saat sonunda elde edilen doniisiim ve verim degerleri ise sirasiyla %
29.47 ve 28.68’dir. DES:su ikili karisiminda laktik asitin etanol ile lipaz katalizli
esterlesme reaksiyonunda dis yayinim ve i¢ yayimim etkilerinin ithmal edilebilir oldugu
bulunmustur. Tepkime i¢in etanol inhibisyonlu Ping-Pong Bi-Bi mekanizmasina uyan
kinetik model Onerilmis ve verilerin model ile uyumu gosterilmistir. Tepkime
aktivasyon enerjisi 43.28 kJ/mol olarak hesaplanmistir. Calismada ayrica, doniistimii
artirmak amaciyla olusan etil laktatin reaksiyon ortamindan hidrofobik bir ekstraksiyon
fazina gegtigi ve ekstraksiyon fazi olarak yesil ¢oziiciilerin kullanildig1 bir ekstraktif
reaksiyon sistemi de kullanilmigtir.

Temmuz 2018, 81 sayfa

Anahtar Kelimeler: Etil laktat, laktik asit, lipaz, yesil ¢oziicii, derin 6tektik ¢oziicii



ABSTRACT

Master Thesis

INVESTIGATION OF BIOPROCESS PARAMETERS FOR THE LIPASE
CATALYSED PRODUCTION OF ETHYL LACTATE

Azime ARIKAYA

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemical Engineering

Supervisor: Prof. Dr. Z. Serpil TAKAC

Bioprocess parameters for the production of ethyl lactate by esterification of lactic acid
with ethanol using Novozym 435 lipase enzyme in deep eutectic solvents (DESs) were
investigated. Esterification reaction was performed in a shaking incubator under
isothermal conditions where substrate and product analyses were done by a HPLC. The
effects of parameters on the initial reaction rate, conversion and yield were investigated.
Among DESs prepared, choline chloride-glycerol (ChCI-Gly (mol ratio: 1:2)), which
provided high initial reaction rate, was selected as the reaction medium. In the
experiments performed in DES:water binary mixture, water content was kept 10 % (v/v)
where the highest initial reaction rate was obtained. The optimum initial lactic acid and
ethanol concentrations were found to be 3 M and 5 M, respectively. Ethanol inhibition
was observed at high concentrations. The optimum enzyme concentration, temperature
and agitation rate were determined as 30 mg/mL, 50 °C ve 200 rpm, considering the
initial reaction rate, conversion and yield. The highest initial reaction rate was obtained
as 13.81 umol/gmin under optimum conditions. After 72 hours, conversion and yield
values obtained were 29.47 % and 28.68 %, respectively. For the lipase catalyzed
esterification of lactic acid with ethanol in DES:water binary mixture, it was found that
the external and internal mass transfer limitations were negligible. A kinetic model that
obeys the Ping-Pong Bi-Bi mechanism with ethanol inhibition was suggested and found
to be compatible with the experimental data. The activation energy of the reaction was
calculated as 43.28 kJ/mol. In the study, the extractive reaction system was also carried
out to increase conversion by extracting ethyl lactate to a hydrophobic extraction phase
where green solvents were used as extraction phase.

July 2018, 81 pages
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SIMGELER DiZiNi

A Absorbans

Ap Enzim pelletinin yiizey alani, cm?

Ca Girdi derigsimi, mol/L

Ce Enzim derisimi, mg/mL

CiLro Baslangi¢ laktik asit monomer derisimi, mol/L
CLa2o Baslangi¢ laktik asit dimer derigimi, mol/L
CLazo Baglangic laktik asit trimer derisimi, mol/L
Cs Substrat derisimi, mol/L

Cso Enzim yiizeyindeki substrat derisimi, mol/L
cm Santimetre

cP Santipuaz

De Etkin yaymim katsayis1, cm?/st

dk Dakika

Ds Substrat difiizivitesi, cm?/s

Ea Aktivasyon enerjisi, kd/mol

g Gram

k Sabit

K Kelvin

kg Kilogram

Ka, Kg Girdilerin Michaelis-Menten sabitleri, mol/L
kJ Kilojoule

Kia, Kig Substrat inhibisyon sabitleri, mol/L

Km Michaelis-Menten sabiti, mol/L

L Litre

Lads Adsorbent hacmi, L

logP Dagilim katsayist

M Molar

mg Miligram

mL Mililitre

mm Milimetre

mM Milimolar

mPa Milipascal

mS Milisiemens

n Ornek sayist

N Karistirma hizi, rpm

nm Nanometre

°C Santigrat

PVDF Polivinilidin difloriir

pH Hidrojen derigiminin eksi logaritmasi
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pKa Asitlik sabitinin eksi logaritmasi

r Tepkime hizi, mol/Lst, umol/gdk
R Ideal gaz sabiti, JJmolK

Imax Maksimum tepkime hizi, mol/Lst, pmol/gdk
ro Baslangig tepkime hizi, mol/Lst, umol/gdk
Rp Enzim pelletinin yarigapi, cm
rpm Devir/dakika

S Saniye

S Standart sapma

st Saat

t Zaman

T Sicaklik, °C, K

X Dontisiim, %

Xi Ornege ait deger

Xort Orneklere ait ortalama deger

U Unite

Va Substrat A molar hacmi, cm®

Vg Substrat B molar hacmi, cm®

Vs Substrat molar hacmi, cm®

VE Ekstraksiyon fazi hacmi, mL

VR Reaksiyon fazi hacmi, mL

Vp Enzim pelletinin hacmi, cm®

V1 Reaksiyon toplam hacmi, mL

Y Verim, %

BF4 Bor tetrafloriir iyonu

C,H¢O Etanol

C3HgO3 Laktik asit

CsH1003 Etil laktat

CsH1105 Laktik asit dimeri

CsH160s5 Etil laktat dimeri

CoH1607 Laktik asit trimeri

C11H2007 Etil laktat trimeri

CO; Karbon dioksit

H,O Su

HsPO, o-Fosforik asit

KOH Potasyom hidroksit
KysHosPW1,0,  12-Fosfotungstik asit potasyum tuzu
PFe¢ Fosfor hekzafloriir iyonu

€p Pellet gbzenekliligi
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i Tepkime ortami viskozitesi, CP

uL Mikrolitre

um Mikrometre

umol Mikromol

T Pellet kivrim faktorii

o Daralma orani

¢ Thiele Modiilii

Kisaltmalar

ala Agirhik/agirhik

A336 Aliquat 336

A B Substratlar

Ac Agil grubu

ACN Asetonitril

AYME Aycicek yagi metil esteri

CAS Kimyasal Kurumlar Servisi
ChCl Kolin kloriir

DES Derin o6tektik ¢oziicii

DA Dekanoik asit

Dode 1-Dodekanol

E Enzim

E.A Enzim-Substrat A kompleksi
E.ACc.A Enzim-Agil-Substrat A kompleksi
E.Ac.B Enzim-Agil-Substrat B kompleksi
E.B Enzim-Substrat B kompleksi
EG Etilen glikol

EL Etil laktat

EL2 Etil laktat dimeri

EL3 Etil laktat trimeri

EtOH Etanol

FAME Yag asiti metil esteri

FDA Amerikan Gida ve ila¢ Dairesi
Fru Fruktoz

Ga Galaktoz

Glu Glukoz

Gly Gliserol

h/h Hacim/hacim

HBA Hidrojen bag alicis1

HBD Hidrojen bag dondrii

HPLC Yiiksek performansl sivi kromotografi



IUPAC
LA
LA2
LA3
Lid
Malt
Ment
n/n
NADES
OA

PA

P, Q
Pro

viv
Xyl

Uluslararas1 Temel ve Uygulamali Kimya Birligi
Laktik asit

Laktik asit dimeri

Laktik asit trimeri
Lidokain

Maltoz

DL-Mentol

Mol/mol

Dogal derin otektik ¢oziici
Oktanoik asit

Palmitik asit

Uriinler

L-Prolin

Volume/volume

Ksiloz
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1. GIRIS

Etil laktat (EL), toksik, korozif, kanserojenik ve teratojenik olmayan, biyobozunur bir
yesil ¢oziiciidiir. Biyokiitleden fermentasyon ile elde edilen ve yenilenebilir bir kaynak
olan laktik asit, etil laktat {retiminde substrat olarak kullanilmaktadir. Laktik asitin
alkol ile esterlesme tepkimesiyle elde edilen esterleri c¢evreci ¢Oziicii olarak
kullanilmaktadir. Laktik asit etil esteri olarak bilinen etil laktat bu ¢oziiciilerin basinda
gelmektedir (Vu vd. 2005, Pereira vd. 2011). Yiiksek ¢ozme giicii, yliksek kaynama
noktast ve diisik buhar basmci gibi 6zellikleri nedeniyle etil laktatin en yaygin
kullanimi1 ¢6ziicii olarak kullanimidir. Basta farmasotik endiistrisi olmak lizere ¢esitli
alanlarda kullamimi giderek yayginlasmaktadir. Ayrica Amerikan Gida ve Ilag Dairesi
(FDA) tarafindan gidalarda kullanimi1 onaylanmis olan bir gida katki maddesidir. Etil
laktat dogal olarak bazi meyvelerin icinde oldugu cesitli gidalarda az miktarda
bulunmaktadir (Villanueva-Bermejo vd. 2017, Kamalanathan vd. 2018).

Etil laktat endiistriyel olarak etil alkol ile laktik asitin kimyasal esterlesme reaksiyonu
ile tretilmektedir. Ancak bu proseste karsilasilan problem doniisiimiin termodinamik
denge ile sinirli olmasidir. Doniisiimiin arttirilmast i¢in kuvvetli bir asidik katalizér,
denge doniisiimiiniin arttirilmasi i¢in asir1 alkol kullanilmaktadir. Bunun yani sira
tepkimedeki doniisiim ve verimi artirmak ve daha yiiksek saflikta {iriin elde etmek
amactyla hibrit proseslerin kullanimi giderek artmaktadir. Etil laktat sentezinde
kullanilan hibrit prosesler arasinda membran reaktorler, reaktif distilasyon tiniteleri ve
ekstraktif reaktor sistemleri sayilabilir (Pereira vd. 2011). Bu hibrit proseslerde, siilfiirik
asit gibi homojen katalizérler ya da asidik iyon degistirici regineler gibi heterojen

katalizorler kullanilmaktadir.

Hibrit proseslerden biri olan ekstraktif reaksiyon ile istenilen {iriin veriminde ve
secimliliginde artis saglanmakta ve yan iriinlerin tepkime ortamindan ayrilmasi
kolaylagsmaktadir. Ekstraktif reaktorlerde reaksiyon, ekstraksiyon islemi ile esanli olarak
gerceklesmektedir. Reaksiyon ortami ile karigsmayan ikinci bir faz ile ekstraksiyon
yapilmaktadir (Samant ve Ng 1998). Cesitli ¢alismalarda ikinci faz olarak n-biitil asetat
(Mukarami ve Hirata 1997) ve diklorometan (Kachasakul vd. 2003) gibi organik
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coziiciler kullanilmigtir. Bunlarin yani sira biyocoziicii olarak adlandirilan metil
oktanoat (Krause vd. 2010) ve kanola yag1 metil esteri (Vu vd. 2013) gibi yag asidi
metil esterleri (FAME) de denenmistir.

Literatiirde enzimatik etil laktat {iretimine yoOnelik caligmalar da yer almaktadir. Bu
amagla Candida antartica kaynagindan elde edilen lipaz enzimi tercih edilmektedir.
Enzimatik sentez yonteminde de doniisiim ve verimin artirilmasi amaciyla biyokatalitik

proseslere uygun sekilde hibrit prosesler lizerinde ¢alisilmaktadir.

Bu yiiksek lisans ¢alismasinin amaci, ticari bir lipaz enzimi biyokatalizorliigiinde laktik
asitin esterlesme reaksiyonuyla etil laktat {iretiminin yesil ¢oziicii sinifinda olan derin
otektik ¢oziicii varliginda incelenmesi ve yine yesil coziiciiler ile gergeklestirilecek
ekstraktif reaksiyon sistemi ile laktik asit doniisiimiinlin arttirilmasidir. Caligmada
biyokatalizor olarak Candida antartica lipaz B enzimi (Novozym 435) kullanilmistir.
Enzimatik etil laktat sentezinde hidrofilik 6zellikteki farkli derin 6tektik ¢oziiciilerin
kullanim1 ve ekstraktif reaksiyon ortaminda hidrofobik o6zellikteki yesil ¢oziiciilerin
kullanimi ¢aligmanin 6zgiin degeridir. Literatiirde bu tepkime ortami i¢in derin dtektik
¢oziicli kullanim1 ve ekstraktif reaksiyon sisteminde yesil ¢oziicii kullanimina yonelik

bir ¢calisma yer almamaktadir.



2. KAYNAK OZETLERI
2.1 Etil Laktat

Organik esterler kimya endiistrisinin esans, tatlandirici, plastiklestirici, ¢oziicli ve ara
iirlin olarak ¢ok cesitli alanlarinda uygulamasi olan 6énemli bir kimyasal siniftir ve bu
smifin en Onemli iyelerinden biri etil laktattir. Laktik asit esterleri, siiperkritik
akigkanlar ve iyonik sivilarin yanmi sira son zamanlarda yesil ¢oziicii olarak fazlaca
dikkat gekmektedir (Aparicio vd. 2009b). Kapali formiilii CsH1003 olan ve agik formiilii
sekil 2.1°de verilen etil laktat, laktik asit etil esteri olarak da adlandirilan 6nemli bir
monobazik esterdir. -L ve -D formlarinda bulunabilen etil laktat yesil ¢oziicli olarak
gelecek vadeden alternatif bir ¢oziictidiir (Pereira vd. 2011, Kamalathan vd. 2018). Etil

laktat i¢in kimyasal ve fiziksel 6zellikler ¢izelge 2.1°de verilmistir.

O

H3C

OH
Sekil 2.1 Etil laktatin molekiil yapisi

Cizelge 2.1 Etil laktat icin fiziksel ve kimyasal 6zellikler

Ozellik Etil Laktat

IUPAC Adlandirmasi Etil (L)-2-hidroksipropanoat

CAS No 97-64-3

Molekiil Agirlig 118.13

Molekil Formiili C5H1003

Renk/Goriintis Renksiz s1vi

Erime Noktas1 (°C) -25

Kaynama Noktas1 (°C) 154

Yogunluk (g/ml) 1.0328 (20°C)

Coziintirlik Alkol, Keton, Ester, Hidrokarbonlar, Su

Etil laktat fermentasyon ile iiretilen laktik asit ile etil alkoliin esterlesme reaksiyonu ile

elde edilebilmektedir. Hem hidrofilik hem de hidrofobik ¢dziiciiler ile karisabilen etil



laktat, sahip oldugu organik karakteri ile geleneksel organik ¢oziiciilerin yerini kolayca
alabilecek bir bilesendir. Petrol temelli ¢oziiciilere kiyasla cevreci, polar, protik bir
biyogoziciidir (Aparicio vd. 2009a, D’Archivio vd. 2018). Birgok regineyi ¢ozebilen
yesil ¢oziicii olarak kullaniminin yan sira etil laktat, gida endiistrisinde gida katkis1 ve

tatlandirici olarak, parfiimeride koku verici olarak kullanilmaktadir (Pereira vd. 2011).

Tiim bu 6zelliklerin yaninda etil laktat Yesi/ Kimya’nin 12 prensibinden en az 8 tanesini

karsilamaktadir (Pereira vd. 2011). Bu 6zellikler:

1) Etil laktat yenilenebilir ham maddeler ile elde edilebilir ve petrokimyasal ¢oziiciilere

daha g¢evreci bir alternatif olabilir (7. Prensip).

2) Etil laktat % 100 biyobozunur, geri kazanimi kolay, korozif ve kanserojen olmayan
bir ¢dziiciidiir. Amerikan Gida ve Ilag Dairesi’nin (FDA) gida iiriinlerinde kullanimini

onayladig1 bir kimyasaldir (3., 4. ve 10. Prensip).

3) Etil laktat reaktiflerin asir1 kullanimima, homojen ve korozif katalizér kullanimina

gerek kalmadan heterojen katalizorler ile tiretilebilmektedir (1. ve 9. Prensip).

4) Etil laktat reaksiyonun gergeklestigi ve en az bir irilinlin ayrildigi, daha az enerjiye

thtiyac duyan hibrit teknolojiler kullanilarak iiretilebilir (5. ve 6. Prensip)

Etil laktat bir¢ok sektorde farkli amaglarla kullanilan bir bilesendir. Tahta, polistiren ve
metalleri kaplama amaci ile kullanilirken ayn1 zamanda ¢ok etkili bir boya soyucu ve
grafiti temizleyicidir. Etil laktat, poliliretan1 yiiksek c¢ozebilme giicli sayesinde
politiretan endiistrisinde temizleme ajan1 olarak kullanilmaktadir. Kat1 yakitlarin,
yaglarin ve gres yaginin metal yiizeylerden temizlenmesinde de etkilidir (Pereira vd.
2011). Manyetik bant kaplamada toluen, metil izobiitil keton ve metil etil keton gibi
hava kirleticilerinin de yerini almistir (Nikles vd. 2001). Son zamanlarda ise kirlenmis
topraklardan bakirin uzaklastirilmasinda etkin rol oynadigi belirlenmistir (Zhan vd.

2012).

Farmasotik endiistri ¢oziicti kullaniminin ¢ok oldugu alandir. Bu sektérde kullanilan

kimyasallarin % 80’1 c¢oziiclidiir ve iiretimlerde toksik ve zararli olmayan yesil
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coziiclilerin kullanilmas1 Onemlidir (Pereira vd. 2011). Etil laktat farmasotik
endistrisinde ¢esitli  biyoaktif bilesenler icin aktif icerige zarar vermeyen
¢Oziicii/dagitict yardimci madde olarak kullanilmaktadir. Diger ilag katkilarinda
¢Ozilinmesi zor olan bir¢ok aktif bilesen etil laktat i¢erisinde ¢oziinmektedir (McConville
vd. 2009). Farmasotik endiistrisinde etil laktatin kullanimi lizerine bir patentte de etil
laktatin aktif bilesenlerin aktifligine zarar vermeden ¢dziicii/dagitict madde olarak

kullanilan etkili bir ajan oldugu gosterilmistir (Muse ve Colvin 2011).

Etil laktat, aril aldimin ve “synparvolide B” gibi bilesenlerin liretim reaksiyonlarmin
daha yesil ortamlarda gergeklesmesini saglar. Karotenoid ekstraksiyonunda, kurutulmus
domatesten -cis ve -trans likopen izomerlerinin ekstraksiyonunda etkili bir ¢oziicii
olarak kullanilmaktadir (Pereira vd. 2011). Son yillarda Arthrospira platensis’den y-
linolenik asit ekstraksiyonu (Golmakani vd. 2012), yesil ¢aydan kafein ve katesinlerin
ekstraksiyonu (Bermejo vd. 2015) ile zerdecal bitkisinden gida ve tekstil endiistrisinde
renk verici olarak kullanilan bazi bilesenlerin ekstraksiyonunda (D’Archivio vd. 2018)

etil laktat ¢oziicii olarak kullanilmis ve olumlu sonugclar elde edilmistir.

2.2 Etil Laktat Uretim Prosesleri

Etil laktat endiistriyel olarak siilfiirik asit gibi kuvvetli bir asit katalizorliigiinde etil

alkol ile laktik asitin sekil 2.2 *de verilen tersinir tepkimesi ile iiretilmektedir.

C3HsO; + C,HiO «—» CsH ;03 + H,0
Laktik asit Etanol Etil laktat Su

Sekil 2.2 Laktik asit esterlesme tepkimesi ile etil laktat tiretimi

Laktik asitin esterlesme reaksiyonu bir denge reaksiyonudur. Doniisiimii arttirmak igin
stilfiirik asit gibi kuvvetli bir asidik katalizor kullanilirken dengeyi asmak icin agir1 alkol
kullanilmaktadir (Pereira vd. 2011). Laktik asit esterlesme reaksiyonu ile etil laktat

tiretimi lizerine alinmis patentler bulunmaktadir.



Arkema (Fransa) etil laktat iiretiminde iki patentin sahibidir. US20060041165 Al
numarali patentte siilfiirik asit katalizor olarak kullanilmaktadir. 80°C’de gerceklestirilen
reaksiyonda baslangic alkol/asit mol orami 2.5°dir. Reaksiyonda % 70 doniisiime
ulasildiginda reaktorden etil laktat, etil alkol, su ve laktik asit iceren karisim alinmakta
ve bir flas distilasyon iinitesine beslenmektedir. Ust iiriin olarak % 44 etil alkol, % 42
etil laktat ve % 14 su igeren karisim elde edilmektedir. Bu karigim kismi damitma
kolonuna beslenmekte ve alt iirlinde % 94.6’dan yiiksek saflikta etil laktat elde
edilmektedir (Tretjak vd. 2003). Arkema’nin ikinci patentinde de (US7297809 B2)
reaksiyon ortamindan azeotrop su/etil alkol karigimi siirekli olarak bir distilasyon
kolonuna gonderilmektedir. Bu karisim molekiiler elek kullanilarak dehidrasyon
islemine tabi tutulmakta ve etil alkol reaksiyon ortamina tekrar beslenmektedir.
Reaksiyon ortamindan girdi ve friinleri igeren karigim da siirekli olarak alinarak
damitilmaktadir. Kolon iistiinden su/etil alkol karisimi alinirken etil laktat da bu birimde

% 97’den yiiksek saflikta elde edilmektedir (Martino-Gauchi ve Teissier 2007).

Argonne National Laboratuvari (Amerika Birlesik Devletleri), etil laktatin bir membran
tinitesi de iceren proses ile iliretimi lizerine US5723639 A numarali bir patentin
sahibidir. Bu patentte diger iki patentten farkli olarak iyon degistirici regine (Amberlyst
XN-1010) heterojen katalizor olarak kullanilmaktadir. Ayrica olusan suyun
uzaklastirilmas1 amaciyla pervaporasyon membrant olarak GFT PerVap 1005
kullanilmistir. Agirlikca % 10 laktik asit iceren reaksiyon ortaminda gergeklestirilen
tepkimede % 99 laktik asit doniisiimiine ulasilmistir. Tepkime sicakligt 95 °C ve
pervaporasyon vakum basimci 0.5 mbar degerinin altindadir. Reaksiyon 81.7 saat
sonunda tamamlanmistir ve son reaksiyon karisimi agirlikca % 76.3 etil laktat, % 23.2
etil alkol ve % 0.5 laktik asit igermektedir. Su miktar1 ise Ol¢lim degerinin altinda
kalmistir. Etil laktat ikinci bir membran initesi ya da bir distilasyon kolonu ile
saflastirilmaktadir (Datta ve Tsai 1998).

Patentlerin yani1 sira siireli yayin literatiiriinde etil laktat iiretimi {izerine ¢calismalar yer
almaktadir. Bu c¢aligmalarda etil laktat {iretiminde genellikle heterojen katalizorler
kullanilmaktadir (Zhang vd. 2004, Asthana vd. 2006, Delgado vd. 2007, Pereira vd.
2008).



Zhang vd. (2004) etil laktat tiretimi i¢in 5 farkli katalizor varliginda etil alkol ile laktik
asitin esterlesme reaksiyonunu incelemislerdir. Calismada reaksiyon kinetigi {izerine
katalizor tiirii (002, Amberlyst 15, D001, D002 ve NKC), katalizor miktar1 (% 2, 4 ve 6)
ve sicaklik (60-88 °C) parametrelerinin etkileri arastirilmistir. En yiiksek doniisiimii
veren katalizor 002 olarak bulunmustur. Tiim sicakliklarda ayni denge doniigiimiine
ulasildig1 ve sicaklik arttikca reaksiyon hizinin arttigr goriilmiistiir. Katalizor miktart %
4 ile % 6 arasinda degisirken doniisiim 6nemli oranda degismedigi i¢in optimum deger
% 4 olarak kabul edilmistir. Baslangi¢ alkol/asit mol oranmi 3:1, katalizér miktar1 % 4,
katalizor 002 ve sicaklik 88 °C kosullarinda gergeklestirilen reaksiyonda 3 saat i¢inde
yaklagik % 25 doniisiime ulagilmigtr.

Diger bir ¢alismada laktik asit ve oligomerlerinin etil alkol ile esterlesme reaksiyonlari
Amberlyst 15 katalizorliigiinde incelenmistir (Asthana vd. 2006). Laktik asit ve
oligomerlerinin reaksiyonlari i¢in kinetik model arastirilmig ve laktik asitin % 20, 50 ve
88 sulu c¢ozeltilerinin esterlesme reaksiyonlart i¢cin model tahminlerinin genis bir
aralikta deneysel sonuglarla uyumlu oldugu bulunmustur. Calismada, baslangi¢
alkol/asit mol orami (1:1-4:1), katalizér miktar1 (% 0-5) ve reaksiyon sicaklig1 (62-90
°C) parametreleri incelenmistir. Karistirma hizinin 740 rpm oldugu ¢alismada optimum
kosullar baslangic alkol/asit mol orani, katalizér miktar1 ve reaksiyon sicakligi i¢in
sirastyla 3:1, % 3 ve 80 °C olarak bulunmustur. Optimum kosullar altinda yaklasik %

80 doniistime ulasilmastir.

Delgado vd. (2007) Amberlyst 15 katalizorliiglinde etil laktat iiretiminin yani sira etil
laktatin hidrolizini de incelemislerdir. Laktik asitin etil alkol ile esterlesme
reaksiyonuna karistirma hizinin (100-235 rpm), katalizor miktarinin (% 1.1-6),
alkol/asit mol oraninin (0.5-6) ve sicakligin (55-85.5 °C) ve etil laktatin hidrolizi
tepkimesine ise su/etil laktat mol oraninin (1-15) ve sicakligin (55-87 °C) etkisinin
incelendigi deneyler yapilmistir. Karistirma hiz1 i¢in dis kiitle aktarim direncinin thmal
edilebildigi 185 rpm en uygun deger olarak bulunmustur. Katalizér miktar1 ve sicaklik
arttikga esterlesme ve hidroliz i¢in reaksiyon hizlar1 artmis, doniistim degismemistir.
Optimum kosullarda calisilarak esterlesme ve hidroliz i¢cin maksimum doniisim

sirasiyla % 35 ve % 85 olarak bulunmustur.



Reaktif distilasyon, tersinir reaksiyonlarin bulundugu birgok proseste kullanilmaktadir.
Distilasyon kolonunun katalitik bdlgesine sabitlenmis kat1 asidik katalizorlerin
kullanilmas1 homojen prosesleri aksine ¢evreye daha dost bir proses haline getirmistir
(Gao vd. 2007). Buna karsin reaktif distilasyon prosesi yiiksek enerji kullanimini
gerektirmektedir. Reaktif distilasyon kolonunda etil laktat iiretiminin gerceklestirildigi

calismalar literatiirde yer almaktadir.

Asthana vd. (2005), etil alkol ile laktik asit ¢ozeltisinin Amberlyst 15 varliginda
esterlesme reaksiyonu ile siirekli sistemde etil laktat liretimini reaktif ayirma kolonunda
gerceklestirmislerdir. Calismada alkol/asit besleme orani, etil alkoliin besleme sicaklig
ve geri akma orani gibi parametreler incelenmis ve en uygun degerler sirasiyla 3, 85 °C
ve 0 olarak bulunmustur. Optimum degerlerde yapilan deneylerde laktik asit dontigiimii

% 85 iken etil laktat verimi % 66 olarak hesaplanmistir.

Diger bir reaktif distilasyon kolonunda yapilan etil laktat iiretim ¢alismasinda SO4*
1ZrO,—Fe30,4 katalizor olarak kullanilmistir (Gao vd. 2007). Geri akma orani, alkol/asit
mol orani, laktik asit besleme hiz1 ve beslemenin yeri gibi parametreler ile kullanilan
sistemin etil laktat tiretimi igin uygun olup olmadig: arastirilmistir. Yapilan deneyler ile
geri akma orani, alkol/asit mol orani ve laktik asit besleme hizi i¢in en uygun degerler
strastyla 1, 4:1 ve 0.6384 mol/st olarak bulunmustur. Etil alkol kolonun en altindan ve
laktik asit ise kolonun en iistiinden beslendiginde en yiiksek verim elde edilmistir.

Optimum kosullarda elde edilen etil laktat verimi ise % 51.64 olarak hesaplanmustir.

Farkli bir caligmada ise reaktif distilasyon iinitesinde etil alkol ve laktik asitin
esterlesme reaksiyonu ile siilfiirik asit katalizorliigiinde incelenmistir (Komesu vd.
2015). Deneylerde alkol/asit mol orani, kazan sicakligi ve katalizor derisiminin etil
laktat verimine etkileri incelenmistir. En yliksek etil laktat verimi etil alkol/laktik asit
mol oran1 50, kazan sicakligi 100 °C ve katalizor derisimi % 10 (a/a) iken % 87.61

olarak hesaplanmistir.

Pervaporasyon reaktorler katalizor varliginda gerceklesen esterlesme reaksiyonlarinda

en ¢ok kullanilan reaktor sistemleridir. Pervaporasyon, ugucu bilesenlerin ayrilmasi ve
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organik kimyasallarin dehidrasyonu icin yiiksek segicilikte ayirma ve enerji verimi
saglamaktadir. Bunun yani sira verimlilik ve doniisiim 6nemli oranda artmaktadir
(Wasewar vd. 2009). Membran temelli pervaporasyon prosesleri ekstra ayirma tinitesi
de gerektirmezler. Ancak bu proseslerde etil laktat {iretiminde verimlilik disiiktiir.
Asidik kosullarda membranlarin kullanim siiresi veya kararliligi sorun olabilir ve ek
olarak vakum maliyeti de vardir (Pereira vd. 2011). Literatiirde membran reaktorler ile

etil laktat tiretimi incelenmistir:

Tanaka vd. (2002), Amberlyst 15 katalizorliigiinde gergeklestirilen etil laktat tiretiminde
Zeolit T membran ile ayirma islemini de uygulamislardir. Bu membran reaktorde
reaksiyon karigimindan suyun uzaklastirilmasi ile kisa silirede yaklasik % 100 doniisiime
ulagilmistir. Baslangic alkol/asit mol oran1 2.4 ve 3.6 iken membran i¢ceren ve membran
icermeyen reaktorde 4 farklt deney yapilmistir. Membran icermeyen reaksiyonlarda
denge doniisiimiine 22 saat sonunda ulasilirken Zeolit T membran igeren sistemlerde
denge doniisiimiine 8 saat sonunda ulagilmistir. En yiiksek doniisiime yaklasik % 100

olarak 87 °C sicaklikta ulagilmistir.

Wasewar vd. (2009), pervaporasyon teknolojisini kullanarak etil laktat {iretimi {izerine
calismiglardir. Calismada baslangi¢ girdi mol orani, etkin membran alaninin reaksiyon
karigtmi hacmine orani, katalizor derisimi ve sicaklik gibi parametrelerin proses
degiskenlerinin lizerine etkileri arastirilmistir. Bu parametreler i¢in en uygun degerler
strastyla 2, 10 m?, 30 g/L ve 95 °C olarak bulunmustur. Laktik asit doniisiimiinde

yaklasik % 80 degerinin iizerine ¢ikilmistir.

Pervaporasyon isleminin uygulandigi bir baska c¢alismada ise etil laktat iiretimi
PERVAP 2201 hidrofilik membrani ile reaksiyon ortamindan suyun uzaklastirildig:
sistemde Amberlyst 15 katalizorliigiinde incelenmistir (Delgado vd. 2010). Calismada
baslangi¢c girdi mol orani, katalizér derisimi, membran alaninin baslangi¢ reaksiyon
hacmine oran1 ve reaksiyon ile pervaporasyon sicakliklarimin dontisiime etkisi
arastirilmistir. Bu parametreler i¢in optimum degerler sirasiyla 2, % 2 (a/a), 23 m™ ve
75 ile 69 °C olarak bulunmustur. Optimum kosullarda yaklagik % 20 doniisiime

ulagilirken pervaporasyon prosesi ile birlikte yaklasik % 90 doniisiime ulasilmistir.
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Teerachaiyapat ve Ramakul (2016), laktik asitten etil laktat sentezi i¢in siirekli olarak
isletilen bir reaktdr gibi tasarlanan “hollow fiber” destekli sivi membran
kullanmislardir. Laktik asit tri-n-oktilamin ile kompleks olusturmakta ve bu kompleks
ile etil alkol arasindaki reaksiyon sonucu su ve amin olusurken etil laktat iiretilmektedir.
Caligmada tri-n-oktilamin derisimi, etil alkol derisimi ve reaksiyon sicakliginin
optimum degerleri Merkezi Kompozit Tasarimi ile hesaplanmistir. Deneyler sonucunda
tri-n-oktilamin derisiminin etil laktat verimini etkilemedigi bulunmustur. Etil alkol
derisimi ve reaksiyon sicakligi icin optimum degerler sirasiyla 5.5 mol/L ve 65 °C
olarak bulunmus ve bu optimum degerlerde yapilan deneylerde etil laktat verimi

yaklagik % 30 olarak hesaplanmuistir.

Kromotografik reaktorler reaksiyonda doniisim ve {retimin arttirildigi, {riiniin
olustuktan sonra reaksiyon karisimindan esanli olarak ayrildigi sistemlerdir.
Kromotografik reaktdrlerden olan hareketli ve sabit yatak reaktorleri ile asir1 ¢oziicii
kullanimina gerek kalmamaktadir. Bu reaktorler kullanilarak gergeklestirilen etil laktat

tiretimi ¢caligsmalari literatiirde yer almaktadir:

Pereira vd. (2009a), hareketli yatak reaktorleri ile etil laktat iiretimi i¢in yeni bir sistem
kullanmiglardir. Hareketli yatak reaktoriiniin dinamik davranist i¢in bir matematik
model gelistirilmis ve model ile deneysel sonuclarin birbiri ile uyumlu oldugu
goriilmistiir. Besleme bilesimi, reaktor konfigiirasyonu, isletme siiresi gibi isletme
parametrelerinin etkileri incelenmistir. Hareketli yatak reaktoriin etil laktat {iretimi i¢in
uygun bir sistem oldugu goriilmiistiir. Bu proses ile 32 kgg /(Lags.giin) verimlilik ile %

95 saflikta etil laktat elde edilmistir.

Pereira vd. (2009b) bir diger ¢alismalarinda, etil laktat tiretimi i¢cin Amberlyst 15-wet ile
doldurulmus sabit yatak reaktor kullanilmistir. Hareketli yatak ve sabit yatak reaktorler
icin gelistirilen matematik modelin deneysel verilere uyumlulugu arastirilmistir. Sabit
yatak sisteminin de etil laktat tiretimi i¢in kullanilabilir oldugu goriilmiistiir. Optimum
kosullarda ve pilot Glgekte calistirilan sistemde % 100 laktik asit doniisiimii elde

edilmistir.
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Laktik asitin etil alkol ile esterlesme tepkimesi etil laktat sentezinde asit kimyasal
katalizorleri yani1 sira biyokatalizor olarak lipaz enzimi de kullanilabilmektedir.
Enzimatik tepkimeler ile ester olusumunu etkileyen Onemli parametreler arasinda
substrat ve enzim derisimi, girdi mol orani, tepkime sicaklifi ve su igerigi yer
almaktadir (Stergiou vd. 2013). Bu durumda girdi ve firiinleri ¢ozebilen ve lipaz
enziminin aktif oldugu ¢oziicii kullanimi 6nemlidir. Enzimatik tepkimelerde ¢oziicii
olarak organik ¢oziiciilerin yerini son yillarda alternatif ¢oziiciiler olan iyonik sivilar ve
derin otektik c¢oziiciiler almaya baslamistir. Lipaz biyokatalizorliigiinde gerceklestirilen

etil laktat iiretimine yonelik calismalar asagida 6zetlenmistir:

Major vd. (2010), Novozym 435 katalizorliigiinde etil laktatin farkli ¢oziiciilerde
iretimini ve bu iiretimde su iceriginin etkisini incelemislerdir. Deneyler 40 °C ve 150
rpm kosullarda 24 saat siireyle gerceklestirilmistir. Suyun varliginin reaksiyona etkisini
incelemek amaciyla ortamdan suyun membran sistemi ile uzaklastirildigi deneyler
yapilmustir. Iyonik sivi ve iki organik ¢oziicii (hekzan ve toluen) reaksiyon ortami
olarak kullamilmistir. Deneylerde katalitik etki gostermeyen % 95 verime ulagilan
Cyphos 202 c¢oziicii olarak secilmistir. Organik ¢oziiciilerde girdiler tam olarak
¢oziinmedigi icin yiiksek doniisiim elde edilememistir. Iyonik sivi ortaminda daha az
enzim varliginda daha yiiksek doniisiime ulasildigi i¢in iyonik sivi en uygun ortam
olarak bulunmustur. Ortamdan suyun uzaklastirilmasi ile etil laktat veriminin diistigi
gorilmiistir. Bunun nedeni olarak suyun ortamdan uzaklagtirilmas: ile ester

olusumunun diismesi ve laktik asitin oligomerlesmesinin artmasi verilmistir.

Huang vd. (2009) yaptiklar1 calismada, t-biitanol ortaminda farkli biyokatalizorler
kullanarak laktik asit esterlesme reaksiyonu ile etil laktat liretimini incelemislerdir.
Lipolase, PPL, CLL, TL IM ve Novozym 435 biyokatalizérlerinden en iyi sonucu
Novozym 435 vermistir. Laktik asit ve etanol inhibisyonunu azaltmak amaciyla ¢oziicii
olarak t-biitanol kullanilmistir. Asit:alkol mol orani, sicaklik, laktik asit baslangig
derigimi, karistirma hizi, enzim miktar1 ve reaksiyon siiresi gibi parametrelerin verime
etkisini incelenmistir. Parametreler i¢in elde edilen optimum degerler sirasiyla 1:8, 60
°C, 0.3 mol/L, 200 rpm, 45 g/mol ve 24 saattir. Optimum kosullarda % 77.2 etil laktat

verimine ulasildig: bildirilmistir.
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Sun vd. (2010), tutuklanmis lipaz katalizorliigiinde ve t-biitanol ortaminda etil laktat
tiretimi ve tepkime kinetigi lizerine calismislardir. t-Biitanol, laktik asiti ¢ok iyi
¢ozebildigi i¢in ve laktik asitin asitligini bastirmasi amaciyla kullanilmistir. Reaksiyon
parametreleri olan alkol/asit mol orani, toplam substrat miktari, sicaklik, reaksiyon
stiresi ve karistirma hizi optimize edilmis ve sirastyla en uygun degerler 8.3, 0.4 g, 55
°C, 26.87 st ve 150 rpm olarak bulunmustur. Optimum kosullarda etil laktat verimi %

24.32 olarak hesaplanmistir.

Novozym 435 katalizorliigiinde gerceklestirilen bir baska ¢alismada rasemik laktik
asitten L-etil laktat Giretimi iyonik sivi ortaminda incelenmistir (Findrik vd. 2012).
Calismalarda Cyphos 104 ve Cyphos 201 olmak iizere iki farkli iyonik sivi kullanilmig
ve katalitik zellik gostermeyen Cyphos 104 en uygun ortam olarak secilmistir. Iyonik
stv1 kiitlesi/enzim kiitlesi (10, 15 ve 20), su igerigi (% 8, 12 ve 16), alkol/asit mol orani
(3, 7 ve 11) ve sicaklik (30, 50 ve 70 °C) gibi parametreler arastirilmistir. Sicaklik ve
alkollin asiris1 etil laktatin enantiyomerik asiriligini etkilerken laktik asit doniistimiini
en ¢ok sicaklik ve su igerigi etkilemistir. Iyonik siv1 kiitlesi/enzim kiitlesi reaksiyonda
enantiyomerik asirihigr ve doniisiimii etkilemezken su igerigi, alkol/asit mol orani ve
sicaklik parametreleri i¢in en uygun degerler sirasiyla % 8, 11 ve 30 °C olarak
bulunmustur. Optimum kosullarda gergeklestirilen deneylerde en yiiksek doniisiim %

63.8 ve en yliksek enantiyomerik asirilik % 34.3 hesaplanmustir.

Literatlirde ekstraktif reaksiyon ile ticari lipaz Novozym 435 katalizorliigiinde derin

otektik ¢oziicii ortaminda etil laktat {iretimine yonelik ¢alisma bulunmamaktadir.

2.3 Ekstraktif Reaksiyon ile Etil Laktat Uretimi

Ekstraktif reaksiyon, reaksiyon ve ekstraksiyon ile ayirmanin esanli olarak gergeklestigi
hibrit bir prosestir. Bu proseste ¢oziicii iceren ikinci bir sivi faz kullanilmaktadir. Bu
faza reaksiyonda olusan ara iiriin, yan {iriin ya da hedeflenen iiriiniin ekstraksiyonu ile
donlisim ve verimin arttirilmas1 amaglanmaktadir. Ektraktif reaksiyon sistemleri
temelde enzimlerin kullanildigi biyokimyasal proseslerde kullanilsa da kimyasal

proseslerde uygulandig: ¢alismalar da yer almaktadir (Kachasakul vd. 2003).

12



Literatiirde laktik asitin etil alkol ile esterlesme tepkimesinde ekstraktif reaksiyon
sisteminin uygulandigr bir ¢alisma yer almaktadir. Vu vd. (2013) siilfiirik asit,
Amberlyst 15 ve K;sHosPW1204 olmak tizere 3 farkli katalizor varliginda etil laktat
sentezini gergeklestirmislerdir. Calismada ekstraktif faz olarak kanola yagi metil esteri
kullanilmistir. Reaksiyon siiresince etil laktat yag asiti metil esteri fazina ekstrakte
edilmis ve yeni olusan biyogoziiclinlin  saflastirilmadan  biyodizel olarak
kullanilabilecegi belirtilmistir. Alkol/asit mol oraninin 3.3, sicakligin 80 °C ve katalizor
miktariin 1.4 g oldugu kosullarda gergeklestirilen tek fazli deneylerde 6 saat sonunda
% 60 etil laktat verimine ulasilirken ekstraktif reaksiyon uygulandigi durumda % 80

verime ulagilmistir.

2.4 Yesil Coziiciiler

Coziiciiler farmasotik endiistri basta olmak {lizere boyama-kaplama, kozmetik, gida ve
otomotiv endiistrisi gibi bircok alanda fazla miktarda kullanilmaktadir. Ozellikle
farmasotik dirtinlerin dretiminde az miktardaki {riin i¢in oldukga fazla c¢oziici
harcanmaktadir. Coziiciiler proseslerde kullanilan kimyasal hacminin yaklasik % 80’ini
kapsamaktadir. En c¢ok tercih edilen ¢oziiciiler ise iiriin ayrilmasinin ve ¢oziicliniin geri
kazanimmin daha kolay olmasi nedeniyle diisiilk kaynama noktasina sahip organik
coziicliler olmaktadir. Ancak bu c¢oziiciilerin yanici 6zelliklerinin yani sira depolanma
zorluklart ve ¢aligma sirasinda maruz kalinan yan etkileri vardir (Capello vd. 2007, Gu

ve Jérome 2013).

Yesil kimyaya gore proseslerde ¢oziicli kullanilmamasi en ideal durumdur. Ancak,
¢oOziiciisiiz ortamda gerceklestirilen reaksiyonlarda olcek biiyiitiildiigi zaman kiitle
aktarim kisitlamalari, reaktiflerin erime noktalari, viskozite ve ekzotermik
reaksiyonlarin kontrolii gibi zorluklar ile karsilagilmaktadir. Bu nedenle giiniimiizde
birgok proseste ¢oziiciiler kullamlmaktadir. Ozellikle ugucu ve sagliga oldukga zararl
coziiclilerin kullanimindan kaynaklanan g¢evresel etkilerin minimize edilmesi amaciyla
yesil ¢oziicli kavrami ortaya ¢ikmistir (Capello vd. 2007, Gu ve Jérdme 2013). Yesil
¢oziicli i¢in yapilmis kesin tanimlar bulunmamaktadir. Yine de bir ¢dziiciiniin tagimasi

beklenen 12 kriter Yesil Kimya prensiplerine gore belirlenmistir (Gu ve Jérome 2013).
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10.

11.

12.

Ulasilabilirlik; bir yesil ¢oziicli bliylik miktarlarda ulasilabilir olmali ve iiretim
kapasitesinde siirekli degisiklik olmamalidir.

Fiyat; yesil ¢oziiciiler geleneksel ¢oziiciiler ile fiyat anlaminda yarisabilmelidir.
Geri doniistiiriilebilirlik; tim proseslerde yesil ¢oziiciiler ekonomik yollarla
tamamen geri kazanilmalidir.

Yiiksek saflik; saflagtirma islemindeki enerji tiiketiminden kaginmak i¢in teknik
saflikta ¢oziiciiler tercih edilmektedir.

Kolay sentez; yesil c¢oziiciiler fazla enerjinin harcanmadigi prosesler ile
hazirlanabilir olmalidir.

Diisiik  toksiklik; yesil ¢oOziiciiler insan sagligi ve ¢evre agisindan ihmal
edilebilecek bir toksisiteye sahip olmalidir.

Biyobozunurluk; yesil ¢oziiciiler biyobozunur olmali ve toksik metabolit
tiretmemelidir.

Yiiksek performans; yesil ¢oziicliler kullanilan ¢oziiclilere yakin veya bu
¢oziiclilerden daha iyi performans gostermelidir.

Kararlhihik; yesil ¢oziiciiler 1s1l ve elektrokimyasal kararlilikta olmalidir.

Diigiik  yamicilik; glivenli ¢alisma kosullar1 igin yesil c¢oziiciiler yanici
olmamalidir.
Kolay depolanma; yesil ¢oziiciiler kolay depolanabilmenin yan1 sira giivenli bir

sekilde kara, hava ve deniz tasimaciligi ile taginabilmelidir.
Yenilenebilirlik; yesil ¢oziiciiler hazirlanirken kullanilan hammaddelerin

yenilenebilir olmasi karbon ayakizi agisindan 6nemlidir.

Tim bu 6zellikleri ayn1 anda saglayan bir ¢oziicli bulunmamaktadir. Ancak son yillarda
literatiirde bu kriterlerin bir¢ogunu saglayan yeni ¢oziiciiler onerilmektedir (Gu ve
Jérome 2013). Yesil ¢oziiciiler; stiperkritik akigskanlar, biyo¢dziiciiler, iyonik sivilar ve

derin otektik ¢oziiciiler olarak siniflandirilabilir.

2.4.1 Derin otektik ¢oziiciiler

Iyonik sivilar, negatif ve pozitif yiiklii iyonlardan olusmaktadir. Tuzlara benzer yapida

olmalaria ragmen tuzlar 800 °C’den diisiik sicakliklarda erimezken iyonik sivilar oda
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sicakliginda siv1 haldedir. Iyonik sivilarda imidazolyum ve piridinyum katyon olarak ve
BF,4 ile PFg anyon olarak kullanilan nemli bilesenlerdir. Iyonik sivilar birgok avantaji
ile dikkat ¢ekmis olsa da organik c¢oziiclilere gore hazirlanmasi daha zor ve daha
maliyetlidir. Toksisite, diisiik biyobozunurluk ve ayarlanamayan fiziksel 6zelliklerinden
dolay1 kullaniminda kisitlamalar olmustur. Ayrica ¢evreye olan etkileri anyon ve
katyonlarinin yapisina bagli olarak degismektedir. Iyonik sivilarm olumsuz etkilerinde
kaginmak icin derin otektik ¢oziicli olarak adlandirilan alternatif ¢oziiciiler ortaya

cikmustir (Keskin vd. 2007, Oleveira vd. 2013, Garcia vd. 2015).

Derin otektik ¢oziiciiler (DESs), iyonik sivilara benzer fiziksel ozellikler gostermesi
nedeniyle iyonik sivilarin yeni bir sinifi olarak bilinmektedir. Benzer 6zellikte olsalar da
derin Gtektik ¢oziiciilerin liretimi iyonik sivilara gore daha kolaydir ve derin Gtektik
¢oziiclilerin hammadde maliyeti daha diisiiktiir. Derin 6tektik ¢oziiciiler, 6tektik karisim
olusturabilecek hidrojen bag alict ve hidrojen bag donoriiniin dogru mol oranlarinda
karistirllmas1 ile elde edilmektedir. Derin oOtektik c¢oziicii kendini olusturan
bilesenlerden daha diisiik sicaklikta erime noktasina sahiptir (Leron ve Li 2012, Zhang
vd. 2012, Smith vd. 2014).

Derin 6tektik ¢oziiciiler gogunlukla kuaterner amonyum tuzlari ile metal iyonlar1 veya
amonyum tuzlar ile kompleks olusturabilecek hidrojen bag donoérleri karistirilarak elde
edilir. Sentetik bilesenler ile olusmasimin yani sira organik asit ve seker gibi dogal
bilesenler ile de olusturulmaktadir. Bu ¢oziiciilere de dogal derin o&tektik ¢oziicli
denilmektedir. Iyonik sivilar ile benzer ¢oziicii 6zelliklerine sahiptirler. Ancak daha
ucuz hammaddelerden iiretilmeleri, daha diisiikk toksisiteye sahip olmalar ve
biyobozunur olmalar1 iyonik sivilara gore istiinliikleridir. Literatiir calismalarinda en
¢ok kullanilan derin 6tektik ¢oziicti bilesenlerinden biri kolin kloriirdiir (ChCI). Kolin
kloriiriin ¢ok tercih edilen bilesen olmasinin nedeni olduk¢a ucuz ve biyobozunur
olmasi, toksik olmamasi, biyokiitle veya fosil rezervlerinden kolayca elde
edilebilmesidir. Kolin kloriir ile hazirlanan derin otektik ¢oziiciilerde hidrojen bag
donorii olarak {ire, sitrik asit ve amino asit gibi yenilenebilir karboksilik asitler veya
gliserol gibi yenilenebilir polioller ve karbonhidratlar kullanilmaktadir (Zhang vd. 2012,
Paiva vd. 2014).
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Kolin kloriir temelli derin 6tektik ¢oziiciilerin ilk kez ¢alisildigi 2004 yilindan bu yana
derin otektik coziiciiler lizerine onemli sayida literatiir ¢alismasi yer almaktadir. Bu
caligmalar 6zellikle otektik ¢oziiclilerin fizikokimyasal ve termodinamik 6zelliklerinin
incelenmesi lzerinedir. Bu ¢oziiciilerin farkli alanlarda kullanimlar1 arastirilmaktadir.
Hiicrelerin yasama yetenekleri, 25mg/mL derisimde ¢ozeltileri hazirlanan dogal derin
otektik coziicliler (NADES) ve iyonik sivilarda incelenmis ve dogal derin &tektik
¢oOziiciilerin hiicreler icin daha uygun ve daha az toksik ortam oldugu bildirilmistir

(Paiva vd. 2014).

Derin otektik ¢oziiciilerin biyokimyasal proseslerde kullanimi da arastirilmaktadir.
Kolin kloriir temelli derin 6tektik ¢oziiciilerde Candida antartica lipaz B enziminin
yiiksek aktivite ve kararlilik gosterdigi bulunmustur (Gorke vd. 2010). Bir baska
caligmada p-nitrofenil palmitatin hidroliz reaksiyonunda Burkholderia cepacia lipazinin
derin otektik ¢oziicli ortaminda daha aktif oldugu goriilmiistiir (Juneidi vd. 2017). Bu
yesil ¢ozilicii ortaminda kahve ¢ekirdegi, zeytin yapragi ve aygicek yapragindan fenolik
bilesenlerin ekstraksiyonu diger bir calisma alanidir. Biyomedikal uygulamalarda ve
CO2’in tutulmasi ile depolanmasi gibi 6nemli alanlarda kullanimi arastirilmaktadir

(Paiva vd. 2014).

Derin 6tektik ¢oziiciileri olusturan bilesenler arasinda giiclii bir bag olugsmaktadir. Bu
nedenle derin otektik ¢ozliciilerin reaktifligi azalarak ¢ogu durumda inert bilesen gibi
davranmaktadir. Biyokatalitik caligmalarda derin otektik ¢oziici yapisina benzeyen
substratlar kullanilmasi ile substrat ile derin 6tektik ¢oziicli arasinda bir bagka giiclii bir
hidrojen bagi olugsmaktadir. Bu da substratin reaktifli§inin azalmasina sebep olmaktadir

(Durand vd. 2013).

Bircok calismada kullanilan derin otektik c¢oziiciiler su ile karisabilen hidrofilik
coziiciilerdir. Ancak son birka¢ yilda yapilan ¢alismalarda o6zellikle sivi-sivi
ekstraksiyon proseslerinde 6nemli avantaj saglayacak hidrofobik 6zellikte derin Gtektik
¢oziciiler de hazirlanmistir. Hidrofobik 6zellik genellikle dekanoik asit ve DL-mentol

gibi suda ¢oziiniirliigli oldukca diisiik olan bilesenler kullanilarak saglanmistir. Stvi-sivi
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ekstraksiyonda hidrofobik derin &tektik c¢oziiciiler ile alkali ve gecis metal iyonlari

iceren sulu ¢ozeltiler aritilabilmektedir (van Osch vd. 2015).

Hidrofilik derin otektik ¢oziicliler ile yapilan CO, tutulmasi ve depolanmasi
caligmalarinda iyonik sivilara gore istenilen basari elde edilmemistir. 2015 yilinda sulu
cozeltilerden metal iyonlarinin, biyomolekiillerin ve yag asitlerinin uzaklagtirilmasinda
basartyla kullanilan hidrofobik derin 6tektik ¢oziiciiler kesfedilmis ve CO, depolama
calismalarinda da kullanilmistir. Hidrofobik derin otektik ¢o6ziiciiler ile hidrofilik

¢oziiciilerden daha iyi sonuglar elde edilmistir (Dietz vd. 2017).

2.4.2 Biyocoziiciiler

Biyokiitle tlirevli ¢oziiciiler (biyogoziiciiler) siirdiiriilebilir kimya ve yesil kimya i¢in
cevre dostu ve gelecek vadeden ¢oziiciilerdir. Yenilenebilir kaynaklardan iiretimi, diigiik
toksisite, diisiik ucuculuk ve ayarlanabilir fizikokimyasal 6zelliklere sahip olmalar ile
dikkat ¢ekmektedir. Biyogoziiciilerin 6nemli siniflari, karbonhidratlardan fermentasyon
ile tretilen organik asitlerin esterleri, yag asiti esterleri, biyoetanol ve gliserol

tirevleridir (Bayon vd. 2013, Vu vd. 2013).

Literatlir ¢caligmalarinda biyogoziiciilerin reaksiyon performansini segicilik, katalizor
aktivitesi, kararlilik ve yeniden kullanilabilirlik acisindan arttirdign goriilmiistiir
(Hernaiz vd. 2010). Simdiye kadar gliserol, etil laktat, D-limonen ve metil soyat gibi
birka¢ biyocoziicii ticarilestirilmistir. Gliserol yesil ¢dziicli olarak bilinmesine ragmen
¢oziicii ve katalizor olarak kullanimi yliksek viskozitesi nedeniyle kisithdir. Yiiksek
viskozitesi, kolin kloriir ile derin otektik ¢oziicii hazirlayarak azaltilmistir (Gu ve

Jérome 2013).

Yag asiti metil esterleri petrol temelli ¢oziiciilere alternatif, ¢cevreye dost olarak bilinen
biyogoziiclilerdir. Metil oleatin polimerizasyon reaksiyonlarinda ¢dziicii olarak
kullanilmasi ile yag asiti metil esterlerinin endiistriyel kullanimi baglamistir. Ancak
organik c¢oOziiciilere kiyasla yiiksek maliyette {retimi nedeniyle uygulanmasi

sinirlanmigtir. Giiniimiizde bitkisel yaglarin alkol ile transesterlesme reaksiyonlariyla
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¢ok miktarda iiretilebilmesi maliyeti diistirmistiir (Wilders 2002). Ancak petrol temelli
coziiciiler ile benzer Ozelliklere sahip olsa bile biyogoziiciilerin tiikketim ihtiyacini

karsilayacak miktarda tiretiminin zaman alacagi bildirilmistir (Gu ve Jérome 2013).

2.5 Enzimatik Etil Laktat Uretim Kinetigi

Tek substratli enzimatik tepkimelerde hiz, Michaelis-Menten kinetigi ile ifade edilir.
Diisiik substrat derisimlerinde reaksiyon hizi birinci mertebedendir. Ancak derisimin
artmasi ile reaksiyon hizinin mertebesi azalmakta ve yiiksek derisimlerde mertebe sifira
yaklagmaktadir. Yiiksek substrat derisimlerinde hiz maksimum degerine ulasmaktadir
(Sekil 2.3). Substrat derisimindeki degisim ile reaksiyon hizinin bu degisimi ilk olarak
1913 yilinda Michaelis ve Menten tarafindan ortaya konmustur. Esitlik 2.1°de enzim

katalizli tepkime mekanizmasi onerilmistir (Shaw 1957).

rmax

rmax

K Cs

Sekil 2.3 Enzimatik tepkimelerde substrat derisimi ile reaksiyon hiz1 degisimi
E+S <ES=E+P (2.1)

Esitlik 2.1°deki tepkime mekanizmasi i¢in Esitlik 2.2°de verilen reaksiyon hiz denklemi
gecerlidir (Shaw 1957).

— "maxCs (22)
Km+Cs

Burada:
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r Substratin harcanma hizi, mol/Lst

Cs  substrat derisimi, mol/L

Kn  Michaelis-Menten sabiti, mol/L

I'max Verilen enzim derisimindeki maksimum reaksiyon hizi, mol/Lst

dir.

Lineweaver ve Burk (1934) tarafindan Esitlik 2.2°deki denklem ters cevrilerek
dogrusallagtirllmistir. Elde edilen denklem Esitlik 2.3’de yer almaktadir. Bu denklem
icin 1/r’e kars1 1/Cs grafigi cizilirse egim ve kayma sirasiyla Kp/rmax V€ 1/7max

degerlerini verir (Shaw 1957).

- = + (2.3)

Michaelis ve Menten tarafindan Onerilen bu model tek substrathh enzim katalizli
tepkimeler icindir. Iki substrat ile gereklesen tepkimeler igin kullanilan hiz modeli ise
sekil 2.4’de mekanizmasi verilen Ping-Pong Bi-Bi modelidir. Esterlesme tepkimeleri de
iki substrat ile gergeklestigi i¢in hiz modeli olarak Ping-Pong Bi-Bi modeli
uygulanmaktadir. inhibisyonsuz Ping-Pong Bi-Bi kinetik modelinde hiz, Esitlik 2.4’de
verilen denklem ile ifade edilmektedir. Ping-Pong Bi-Bi kinetik modeli genellikle
substrat inhibisyonunu da igermektedir. Tek substrat inhibisyonu igeren tepkimeler i¢in
reaksiyon hiz1 Esitlik 2.5°de verilmistir (Sun vd. 2010).

A P [n]

B
l [ l ] = E
E (EA=—» EAcPF} EAc (E.AG.B=—> E.Q}
- B L A

E-B E.Ac-A

Sekil 2.4 A+B = P+Q tepkimesi igin iki substrat inhibisyonlu Ping-Pong Bi-Bi
mekanizmasinin Cleland gosterimi

(A, B substratlar, P, Q iirlinler, E enzim, Ac agil grubu)
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TmaxCaCgp (2 4)
CaCg+K4C+KgpCyh )

_ "maxCaCp
r= s (2.5)
CaCg+K4Cp 1+K— +KgCyx
iB

Etanoliin lipaz enzim iizerine inhibisyon etkisinin oldugu bilinmektedir. Ancak etil
laktat iiretimindeki ikinci substrat olan laktik asit de yliksek polaritesi ve asitligi
nedeniyle enzimi deaktive edebilmektedir. Bu nedenle iki substrat inhibisyonlu
reaksiyon hizi modeli olusturulmustur ve bu model Esitlik 2.6’de yer almaktadir (Sun

vd. 2010).

T CaC,
r = e o (2.6)
CaCg+KAC [1+—]+K C [1+—]
ACBTKACB|1+q | T KBCa| 14
Burada:
r substratin harcanma hizi, mol/Lst

Ca, Cg  substrat derisimleri, mol/L

Ka Kg  Michaelis-Menten sabitleri, mol/L

Kia Kig  Inhibisyon sabitleri, mol/L

I'max Verilen enzim derisimindeki maksimum reaksiyon hizi, mol/Lst

dir.

Etil laktatin lipaz katalizli tiretim reaksiyonunda hiz modelinin incelendigi ii¢ farkl

calisma cizelge 2.2°de 6zetlenmistir.

Zhao vd. (2008) yaptiklar1 calismada, laktik asitin etanol ile enzimatik esterlesme
tepkimesinin laktik asit ve etanol inhibisyonlu Ping-Pong Bi-Bi kinetik modeline uygun
oldugunu gostermislerdir. Calismada kiitle aktarim kisitlamasi olmadigr bulunmustur.
Laktik asit ve etanol i¢in inhibisyon sabitleri sirasiyla 10.7 ve 275 mmol/L’dir.

Aragstiricilara gore laktik asit, enzim ¢evresinde sulu bir mikro tabaka olusturmakta ve
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pH diisiisiine neden olmaktadir. Bu nedenle laktik asitin enzim inhibisyonunda etanole

gore daha ¢ok etkili oldugu onerilmistir.

Cizelge 2.2 Enzimatik esterlesme tepkimesi ile etil laktat tiretiminin kinetik modelleri

Substratlar Enzim Kinetik model Kaynak
Laktik asit (A) Lipaz . _ TmaxCaCp Zhao vd. 2008
Etanol (B) CaCo + KuCp [1+ Ig—B] + KpCa[1+ IE—A

B B i iB iA
Laktik asit (A) Lipaz  _ TmaxCaCp Sun vd. 2010
Etanol (B) CaCo + KuCp |1+ IE—B] + KpCa 1+ If—*‘

i i . iB iA
Laktik asit (A) Lipaz  _ TmaxCaCp Wang vd. 2010
Etanol (B) CaCy + KuCp [1+ IE—B] + KpCa |1+ IS—A

iB iA

Sun vd. (2010) calismalarinda, etil laktat iiretim tepkimesinin iki substrat inhibisyonlu
Ping-Pong Bi-Bi kinetik modeline uydugu goéstermislerdir. Kinetik ¢alismalarinda farkli
etanol (5.6 ile 9.6 mol/L) ve laktik asit (0.5-5 mol/L) derisimlerinde ¢aligsmislardir.
Enzim miktar1 80 mg’dir. Laktik asit ve etanol i¢in inhibisyon sabitleri sirastyla 0.061
ve 1.843 mol/L olarak bulunmustur. Etanoliin lipaz enzimine inhibitor etkisi
bilinmektedir. Ancak calismada enzim inhibisyonunda laktik asitin etanolden daha
onemli rol oynadign goriilmiistiir. I¢ ve dis kiitle aktarim kisitlamalari ise ihmal

edilebilir bulunmustur.

Wang vd. (2010) calismalarinda, etil laktat sentezi i¢in amonyum laktat ve etanolii
substrat olarak kullanmislardir. Reaksiyon ortaminda ilk olarak amonyum laktat,
amonyak ve laktik asite doniismektedir. ikinci reaksiyonda ise laktik asitin etanol ile
esterlesme tepkimesi gergeklesmektedir. Calismada 0.2 mol/L amonyum laktat
derisiminde ve farkli etanol derisimlerinde (6.8-8.8 mol/L) calisilmistir. Enzim miktar1
ise 60 mg’dir. Bu c¢alismada da etil laktat {iretim reaksiyonu icin iki substrat
inhibisyonlu Ping-Pong Bi-Bi kinetik modeli onerilmistir. Ayrica amonyum laktatin
laktik asite bozunmasi da dikkate alinmistir. Laktik asit ve etanol i¢in inhibisyon
sabitleri sirasiyla 0.016 ve 0.38 mol/L olarak bulunmustur. Yukaridaki c¢alismalara

benzer sekilde laktik asitin etanole gore enzimi daha ¢ok deaktive ettigi goriilmiistiir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

Esterlesme tepkimelerinde biyokatalizor olarak kullanilan tutuklanmis Candida
antartica lipaz B (Novozym  435)  iretici  firmadan  saglanmistir
(http://www.novozymes.com 2015). Deneysel c¢alismada kullanilan kimyasallar ve

cihazlar sirastyla EK 1 ve EK 2’de yer almaktadir.

Esterlesme reaksiyonundaki girdi ve iriinlerin kimyasal ve fiziksel ozellikleri ¢izelge

3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1 Esterlesme reaksiyonunda yer alan girdi ve iirlinlerin fiziksel ve kimyasal
ozellikleri

Laktik Asit (LA) Etil alkol

Ozellik (Auras vd. 2011) (EtOH)! Etil Laktat (EL)>  Su®
IUPAC 2-Hidroksipropiyonik  Etanol Etil 2- Su
adlandirmasi asit hidroksipropanoat
Molekiil 90.08 46.068 118.131 18.015
Agirligt
Molekiil CgHﬁOg CzHGO C5H1003 Hzo
Formiili
Renk/Goriinlis  Sivi veya kati Renksiz s1vi Renksiz sivi Renksiz
S1V1
Erime Noktas1 18 (Rasemik) -114.14 -25 0
(°O) 53 (-Dve -L)
Kaynama 122 78.29 154 99.97
Noktasi (°C)
Yogunluk 1.224 (%100) 0.789 (20°C) 1.0328 (20°C) 0.995
(g/ml) 1.186 (%80.8) (25°0C)
Viskozite 28.5 (%85.3 LA) 1.074 (20°C) - 0.8949
(mPa.s) (25°C) (25°C)
Coziintrlik Su, Etanol Etil eter, aseton,  Alkol, keton, ester,  Etanol,
kloroform, hidrokarbonlar, su metanol,
benzen, su ve aseton
cogu organik
¢Oziiciide
logP -0.72 -0.31 -0.18 -1.38

" https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov 2018a
2 https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov 2018b
% https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov 2018c
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3.2 Yontem

3.2.1 Coziicii hazirlanmasi

Calismada kullanilan hidrofilik ve hidrofobik derin oOtektik ¢oziiciiler (DES) farkli
hidrojen bag dondrleri (HBD) ve hidrojen bag alicilarn (HBA) karistirilarak elde
edilmistir. Hazirlanan hidrofilik ve hidrofobik DES’ler sirasiyla ¢izelge 3.2-3.3’de

verilmistir.

Hidrofilik Derin Otektik Coziiciiler

Hidrofilik DES’lerin hazirlanmasinda Abbott vd. (2003), Shahbaz vd. (2010) ve Dai vd.
(2013) kullandig1r metotlar uygulanmistir. Hidrofilik DES bilesenlerinden kolin kloriir
vakum desikatorde silika jel yardimi ile kurutularak saklanmistir. Tartim yapildiktan
sonra cam siselere alinarak kapagi kapatilmig ve hava ile temast miimkiin oldugunca
kesilmistir. DES’ler kendini olusturan bilesenleri belli mol oranlarinda, belirli
sicakliklarda sicak su banyosunda homojen sivi form elde edilene kadar karistirilarak

hazirlanmastir.

Hidrofobik Derin Otektik Coziiciiler

Hidrofobik DES’lerin hazirlanmasinda van Osch vd. (2015), Cao vd. (2017) ve Ge vd.
(2017) kullandigi metotlar kullanilmistir. Kullanilan bilesenlerden DL-mentol,
desikatorde silika jel yardimi ile vakumda kurutularak saklanmistir. DES’ler literatiirde
belirtilen sicakliklarda, bilesenlerin belli mol oranlarinda sicak su banyosunda homojen

sivi form elde edilene kadar karistirilmasiyla hazirlanmastir.
Biyocdziiciiler
Calismada biyocdziicii olarak kullanilan aygicek yagi metil esteri (AYME) ve

zeytinyaglr metil esteri laboratuvarda hazirlanmistir. Bunun i¢in kullanilacak 100 g

yag, 10 ml hekzan icerisinde ¢dziinmiis ve lizerine 100 pul 2 N KOH/metanol ¢ozeltisi
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eklenmistir. Ust faz alinmis ve evaporatdrde hekzan uzaklastirilarak biyogdziiciiler elde

edilmistir (https://www.agilent.com 2018d).

Cizelge 3.2 Hazirlanan hidrofilik DES ve bilesenleri

Bilesen 1 Bilesen 2 DES (mol oram) Kaynak

Kolin kloriir Glukoz ChCI-Glu (1:1) Dai vd. 2013
Kolin kloriir Glukoz ChCI-Glu (5:2) Dai vd. 2013
Kolin kloriir  Fruktoz ChCI-Fru (1:1) Dai vd. 2013
Kolin kloriir  Sukroz ChCI-Suk (1:1) Dai vd. 2013
Kolin kloriir Maltoz ChCl-Malt (4:1) Dai vd. 2013
Kolin kloriir Ksiloz ChCI-Xyl (2:1) Dai vd. 2013
Kolin kloriir Ksiloz ChCI-Xyl (3:1) Dai vd. 2013
Kolin kloriir Galaktoz ChCI-Ga (5:2) Dai vd. 2013
Kolin kloriir  Gliserol ChCI-Gly (1:2) Dai vd. 2013
Kolin klortir  Gliserol ChCI-Gly (1:1) Dai vd. 2013
Kolin klortir  Gliserol ChCI-Gly (3:2) Dai vd. 2013
Kolin kloriir Ure ChCI-Ure (1:2)  Zhang vd. 2012
Kolin kloriir Etilen glikol ChCI-EG (1:2) Zhang vd. 2012
Fruktoz Sukroz Fru-Suk (1:1) Dai vd. 2013
L-Proline Glukoz Pro-Glu (5:3) Dai vd. 2013

Cizelge 3.3 Hazirlanan hidrofobik DES ve bilesenleri

Bilesen 1 Bilesen 2 DES (mol oram) Kaynak
DL-Mentol Oktanoik asit Ment-OA (1:1) Ge vd. 2017
DL-Mentol Dekanoik asit Ment-DA (1:1) Ge vd. 2017
Aliquat 336  Dekanoik asit A336-DA (1:2)  van Osch vd. 2015
Aliquat 336  Palmitik asit ~ A336-PA (1:2) Cao vd. 2017
Aliquat 336  1-Dodekanol A336-Dode (1:1) Cao vd. 2017
Dekanoik asit Lidokain DA-Lid (3:1) van Osch vd. 2016

3.2.2 Esterlesme tepkimesi

Laktik asitin etanol ile esterlesme tepkimesi, hidrofil DES-su ikili karisimlarinda
Novozym 435 biyokatalizorliigiinde ¢alkalamali hava banyosunda izoterm kosullarda

72 saat siireyle gerceklestirilmistir. Reaksiyon ortamindan 24 saat araliklarla 6rnek
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alimmig ve ornekler HPLC’de analiz edilerek sonuglar1 degerlendirilmistir. Laktik asit
dontigiimiine ve etil laktat verimine hidrofil DES tiiriiniin, DES-su ikili karisimindaki su
miktarinin, girdilerin baslangi¢ derisimlerinin, enzim derisiminin, reaksiyon sicakliginin

ve karistirma hizinin etkileri incelenmistir.

Novozym 435 katalizorliigiinde derin oOtektik ¢ozilicii ortaminda gerceklesen
reaksiyonlar sekil 3.1°de yer almaktadir. Laktik asitin etanol ile esterlesme reaksiyonu
sonucu istenen {iriin etil laktat olusmaktadir (1). Reaksiyon girdilerinden laktik asit
bifonksiyonel yapidadir. Bu nedenle saklama ve tepkime esnasinda derisik laktik asit
cozeltilerinde karboksilik asitin hidroksil gruplar1 bir araya gelerek (2) ve (3) numarali
reaksiyonlar da gerceklesebilmektedir. Bu reaksiyonlarla olusan laktik asit dimer ve
trimerleri de etanol ile (4) ve (5) numarali reaksiyonlar1 vererek etil laktat dimer ve
trimer yapilarini olusturmaktadir. Ancak caligsma siiresince saklama kosullarinda girdi
olarak kullanilan derigik laktik asit sulu ¢ozeltisinin igeriginin degismedigi deneysel

olarak belirlendigi i¢in tepkimede agirlikli olarak (1) numarali reaksiyon

degerlendirilmistir.
C3HeO3 + C2HeO +——>  CsHyo03 +  HO (1)
Laktik asit (LA) Etanol Etil laktat Su
C3HeO5 + C3HgO3 +— CeH1205 + H,O (2)
Laktik asit Laktik asit Laktik asit dimeri Su
(LA2)
C3HeO3 + CeH1205 «—>  CyHy0y + HO (3)
Laktik asit Laktik asit dimeri Laktik asit trimeri Su
(LA3)
C6H1205 + Cszo +—> CgH 1605 + H,O (4)
Laktik asit dimeri Etanol Etil laktat dimeri Su
(EL2)
CoH1607 + C,HsO +— C11H2007 + H,O (5)
Laktik asit trimeri Etanol Etil laktat trimeri Su
(EL3)

Sekil 3.1 Tepkime karigiminda gerceklesen reaksiyonlar
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Caligsma kapsamindaki parametrelerin degerlendirilmesi icin kullanilan doniigim (x) ve

verim (Y) tanimlar1 sirayla Esitlik 3.1 ve 3.2°de verilmistir.

(CLag*CrLa2q+CLA3y)—(CLa+CLa2+CLA3)

X100 (3.1)

Doniusum (x) =
$ ( ) (CLA0+CLA20+CLA30)

Verim (Y) = CEL x 100 (3.2)

(CLAO +CLA20 +CLA30)

3.2.3 Ekstraktif reaksiyon sistemi

Ekstraktif reaksiyon sistemi tepkime ortami {izerine hidrofobik faz (DES veya
biyogdziicii) eklenerek hazirlanmistir (Vgr/Ve=1). Ekstraktif reaksiyon, laktik asitin
etanol ile esterlesme tepkimesinde ulasilan optimum ¢alisma kosullarinda Novozym 435
biyokatalizorliiglinde ¢alkalamali hava banyosunda 72 saat siireyle gerceklestirilmistir.
Ekstraktif reaksiyon sistemin sematik gosterimi sekil 3.2°de verilmistir. Reaksiyon
ortamindan 24 saat araliklarla 6rnek alinarak HPLC’de analiz edilerek doniisiim takip
edilmistir. Ekstraktif reaksiyon deneylerinde laktik asit doniistimiine hidrofobik ¢oziicii

tiird etkisi incelenmistir.

HIDROFOBIK EKSTRAKSIYON FAZI

o]
‘—
OH

Etil laktat

DES REAKSIYON FAZI

0 o]
(o}
j)\OH + ’/\OH —,/\O)'K( + H/ \‘H
OH OH
Laktik asit Etanol Etil laktat Su

Sekil 3.2 Ekstraktif reaksiyon sisteminin sematik gosterimi
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3.2.4 Analizler

3.2.4.1 HPLC analizleri

Laktik asitin etanol ile esterlesme tepkimesi ortamindan aliman Orneklerin analizleri
HPLC cihazinda gergeklestirilmistir. Calismada uygulanan HPLC kosullar ¢izelge
3.4°de yer almaktadir. Analizlerde tastyici faz olarak kullanilan %70: %30 Asetonitril:Su
ve % 01 : % 99 0-H3PO4:Su c¢oziiciileri bidistile su kullanilarak hazirlanmistir.
Kullanimdan o6nce 0.45 pum PVDF membrandan vakumda siiziilmiistiir. Stizme
isleminden sonra tasiyici fazlara 30 dk siire ile ultrasonik banyoda degaz islemi
yapilmistir. HPLC’de ¢6ziicii akis hizinin 0.6 ml/dk ve tasiyict faz oranlarinin 20A-80B

(h/h) oldugu izokratik program uygulanmistir ve analiz siiresi 20 dk’dur.

Laktik asit ve etil laktata ait kromotogramlar EK 3’de ve reaksiyon ortamina ait 6rnek
bir kromotogram ise EK 4’de yer almaktadir. Laktik asit i¢in kalma siiresi 3.07 dk ve
molekiil agirliklarina gore laktik asit dimeri ve trimeri oldugu kabul edilen yan tiriinler
icin kalma siiresi sirastyla 3.99 ve 5.97 dk’dir. Etil laktat i¢in kalma siiresi ise 4.67
dk’dir. Hesaplamalarda kullanilmak ftizere olusturulan laktik asit ve etil laktat
kalibrasyon grafikleri EK 5°de verilmistir. Ayrica HPLC cihazinda gergeklestirilen
kantitatif analizlerin tekrarlanabilirligini belirlemek amaci ile tekrarli analizler yapilmis

ve standart sapma degeri hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar EK 6’da verilmistir.

Esterlesme tepkimesinin en uygun kosullarinda elde edilen doniisiim degerlerinin
tekrarlanabilirligi ve dogrulugunun belirlenmesi amaci ile deneyler 3 kez tekrar edilmis

ve standart sapma degeri hesaplanmistir. Sonuglar EK 7°de verilmistir.

27



Cizelge 3.4 Esterlesme tepkimesi 6rneklerinin HPLC analiz kosullari

Ozellik Deger

Kolon XTerra RP 18 (Waters)

Kolon boyutu 4.6 mm x 150 mm x 5 um

Hareketli faz akis hizt 0.6 mL/dk

Kolon sicaklig 40°C

Dalga boyu 210 nm

Tasiyic1 faz A % 70:% 30 asetonitril (ACN):H,0

Tasiyic1 faz B % 0.1:% 99.9 o-fosforik asit (0-H3PO,): H,O

Tastyici faz oranlari
Enjeksiyon hacmi
Analiz sliresi

% 20A:% 80B
10 pL
20 dakika

3.2.4.2 Lipaz aktivite tayini

Etil laktat iiretiminde kullanilan lipaz (Novozym 435) aktivitesine p-nitrofenil asetatin
lipaz katalizli hidrolizi spektrofotometrik yontem ile takip edilerek karar verilmistir.
Hidroliz tepkimesi % 20 asetonitril ve % 80 pH 7, 50 mM potasyum fosfat tamponu ile
hazirlanmis 4mM p-nitrofenil asetat ¢ozeltisinde oda sicakliginda gergeklestirilmistir. 1
dakika sonra reaksiyon ortamindan alinan Ornegin 348 nm’de absorbans degeri
okunmus ve t=0 6rnegi ile arasindaki fark almarak aktivite hesaplanmistir. 1 Unite (U)
lipaz aktivitesi, 1 dakikada 1 umol p-nitrofenol agiga ¢ikmasini saglayan enzim miktari
olarak tanimlanmistir (Dalmau vd. 2000). Reaksiyon ortamindan alinan lipaz enzimi

aktivite tayininden once hekzan ile yikama islemine tabi tutulmustur (Aguieiras vd.

2016).

3.2.4.3 Elektriksel iletkenlik 6l¢iimii

Laktik asitin etanol ile esterlesme tepkimesinde kullanilan ChCI-Gly (1:2) DES’inin

iletkenlik 6l¢timleri yapilmistir.
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3.2.4.4 Vizkosite dl¢iimii

Laktik asitin etanol ile esterlesme tepkimesinde kullanilan ChCI-Gly (1:2) DES’inin

vizkositesi Ol¢lilmiistiir.

3.2.45 pH olciimii

Lipaz aktivite tayininde kullanilmak tizere pH 7 50 mM potasyum fosfat tamponu

hazirlanarak pH 6l¢timii yapilmaistir.

3.2.4.6 Yogunluk 6l¢iimii

Laktik asitin etanol ile esterlesme tepkimesinde kullanilan ChCl:Gly (1:2) DES’inin

yogunlugu piknometre ile 6l¢iilmiistiir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1 Derin Otektik Coziicii Ortaminda Laktik Asitin Etanol ile Esterlesme
Tepkimesi

Laktik asitin etanol ile Novozym 435 lipaz enzimi katalizli esterlesme reaksiyonu ile
etil laktat tiretimi kesikli isletim sisteminde izoterm kosullarda gerceklestirilmistir. Etil
laktat iiretiminde doniisiim, verim ve baslangi¢ reaksiyon hizina derin 6tektik ¢oziicii
tiiri, DES’in su igerigi, baslangi¢ girdi derisimi, enzim miktari, sicaklik ve karistirma
hiz1 etkisi incelenmistir. Reaksiyon ortamindan alinan 6rnekler girdi ve iirlin i¢in Boliim
3.2.4.1°de anlatildig1 gibi HPLC’de analizlenmis ve elde edilen veriler ile Esitlik 3.1 ve

Esitlik 3.2 kullanilarak doniisiim ve verim degerleri hesaplanmuistir.

4.1.1 Reaksiyon ortami icin uygun derin otektik ¢oziicii secimi

Etil laktatin Novozym 435 lipaz enzimi katalizorliigiinde iiretimi farkli derin Gtektik
¢oziiciilerde gergeklestirilerek ¢oziicli tlirliniin  baslangig reaksiyon hizina etkisi
arastiritlmistir. Tepkimeler izoterm kosullarda calkalamali hava banyosunda cam
siselerde gergeklestirilmistir. Reaksiyon toplam hacmi 10 mL’dir. Laktik asit ve etanol
icin baslangi¢c girdi derigimleri ile enzim derisimi sirasiyla 0.81 M, 6.72 M ve 30
mg/mL’dir. Reaksiyon % 10 DES-su ikili karigimlarinda 50 °C ve 200 rpm kosullarda

gerceklestirilmis ve 72 saat sonunda sonlandirilmustir.

Calismada cizelge 3.2°de verilen hidrofil derin otektik ¢doziiciiler kullanilmistir.
Hazirlanan hidrofil derin 6tektik ¢oziiciilerden ChCI-Fru (1:1), ChCI-Xyl (2:1), ChClI-
Xyl (3:1), ChCI-Ga (5:2) ve Pro-Glu (5:3) kararsiz olmalar1 nedeniyle tepkimelerde
kullanilmamigtir. Girdi ve {iriinlerin kullanilan hidrofil derin 6tektik coziiciilerdeki
¢Oziintirliikleri deneysel olarak kontrol edilmis ve ¢oziindikleri gorilmiistiir.
Reaksiyonda DES’lerin katalitik etki gdstermedikleri 6n denemeler ile belirlenmistir.

Ayrica reaksiyon siiresince hacim degisimi goriilmemistir.
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Sekil 4.1°de hidrofil derin 6tektik ¢oziiciiler icin elde edilen baslangi¢ reaksiyon hizlari
verilmistir. Baslangi¢ reaksiyon hizinin diisiik elde edildigi ortamlar ChCI-EG (1:2) ve
ChCI-Ure (1:2) ortamlaridir. En yiiksek baslangi¢ reaksiyon hizlar1 ise ChCI-Glu (1:1)
ve ChCI-Gly (1:2) ortamlaridir ve sirasiyla 4.46 ve 3.75 umol/gdk olarak elde

edilmistir.

Laktik asitin etanol ile esterlesme reaksiyonu igin ChCI-Gly (1:2) ¢oziicii olarak
secilmistir. ChCI-Gly (1:2) ortaminda yiiksek baslangi¢ reaksiyon hizlarindan biri elde
edilmistir. Gliserol biyodizel endiistrisinin atigidir ve derin 6tektik ¢oziicii hazirlanarak
degerlendirilebilir. Ayrica ChCI-Gly (1:2) DES’in diger DES’lere gore hazirlanmasi
daha kolaydir. Literatiirde de, esterlesme ve transesterlesme tepkimelerinde en iyi sonug
veren derin &tektik c¢oziiciiler ChCI-Gly (1:2) ve ChCl-Ure (1:2) DES’leri olmustur
(Kazlauskas vd. 2010, Durand vd. 2012, Ulger ve Taka¢ 2017).

X 50
©
2
o
£ 4,0
=
g
= 3,0
=
2
=20
-
[
-5
o
o 1,0
=
[+
2 0 H =
- I I T T T S I O O S
NN LN LA\ AR\ SO VOO
¢ » ¢ ¢ & o & &
SN SV NS SN N Y P o,
& o o o o C o4 &S o

Sekil 4.1 Farkli derin otektik ¢oziicii ortamlarinda elde edilen reaksiyon baslangig
hizlar

(CAO:0.81 M, 080:6-72 M, CEOZSO mg/mL, VT:10 mL, T=50 OC, N=200 rpm)

Etil Laktat Uretiminde Kullanilan Céziicii ChCI-Gly (1:2) Ozellikleri

Laktik asitin enzimatik esterlesme tepkimesi ile etil laktat iiretiminde ¢dziicii olarak

kullanilacak olan ChCI-Gly (1:2) DES’inin elektiksel iletkenlik, viskozite ve yogunluk
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gibi ozellikleri belirlenmistir. Cizelge 4.1°de olgiilen ozellikler ve 25 °C sicakliktaki
degerleri yer almaktadir. Bu degerler, literatiirde ChCl-Gly (1:2) i¢in 25 °C sicakliktaki
elektriksel iletkenlik (1.3 mS/cm) (Garcia vd. 2015), viskozite (259 cP) (D’ Agostino vd.
2011) ve yogunluk (1.18 g/mL) (Abbott vd. 2011) degerleri ile uyum gostermektedir.

Cizelge 4.1 Derin 6tektik ¢oziicii ChCl-Gly (1:2) 6zellikleri

Ozellik Deger
Elektriksel iletkenlik, mS/cm  1.189
Viskozite, cP 351

Yogunluk, g/mL 1.181

Derin 6tektik c¢oziiciilerde bilesenler hidrojen baglari ile baglanmaktadir. DES ortamina
eklenen alkol veya su gibi bilesenlerin miktarina bagli olarak hidrojen baglar1 kirilarak
DES yapis1 bozulabilmektedir. DES’in yapisindaki bozulma, elektriksel iletkenlik takip
edilerek anlagilabilir. Elektriksel iletkenlik su veya alkol igerigi arttik¢a artarken bir
noktadan sonra azalmaktadir (Unlii vd. 2017). Azalmanin goriildiigii noktadan sonra
derin &tektik ¢oziicii yapis1 bozulmaktadir. Su miktar1 (% 0-20 (h/h)) ile ChCI-Gly (1:2)
DES’in elektriksel iletkenliginin degisimi arastirma grubumuzda daha once yapilan bir
calisma ile incelenmistir (Ulger 2016). Calismada ChCI-Gly (1:2) su icerigi % 0-20
(h/n) arasinda degistirildiginde elektriksel iletkenligin 1.25 mS/cm degerinden 11.46
mS/cm degerine arttig1 ve bu ¢alisma araliginda ChCI-Gly (1:2) yapisinin bozulmadigi
goriilmistiir. Bu yiiksek lisans ¢alismasinda ise etanol miktar1 (% 0-100 (h/h)) ile ChCI-
Gly (1:2) DES’in elektriksel iletkenligi incelenmis ve elde edilen grafik sekil 4.2°de
verilmistir. ChCI-Gly (1:2):etanol ¢ozeltisinin elektriksel iletkenliginin % 60 (h/h)
etanol igerigine kadar arttig1 ve sonrasinda azaldigi goriilmistiir. ChCl-Gly (1:2) DES
yapisinin % 60 (h/h) etanol igeriginden sonra bozuldugu sonucuna varilmistir. Tepkime

ortamlar1 bu sonug gz Oniine alinarak hazirlanmistir.
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Sekil 4.2 Derin o6tektik ¢oziicii ChCI-Gly (1:2) etanoliin igerigi ile elektriksel
iletkenliginin degisimi

Etil laktatin enzimatik tretiminde ¢oziicii olarak segilen DES ChCI-Gly (1:2)’iin
Novozym 435 lipaz enzimi aktivitesine etkisi, literatlirde ¢6ziicii olarak kullanilan t-
biitanoliin enzim aktivitesine etkisi ile karsilastirilmal1 olarak incelenmistir. Substratlar
laktik asit, etanol ve tepkime ortamlarmin da enzim aktivitesine etkileri ayrica
incelenmistir. Bu amagla Novozym 435 lipaz enziminin eklendigi farkli ortamlar, 24
saat boyunca 50 °C ve 200 rpm kosullarda c¢alkalamali hava banyosunda bekletilmistir.
24 saat sonunda ortamlardan enzim ayrilmis; yikama isleminden sonra kurutularak
aktivite tayini yapilmistir. Sonuglar sekil 4.3’de verilmistir. Ticari Novozym 435 lipaz
enzimi aktivitesi % 100 olarak referans alinmistir. Literatiir calismalarinda kullanilan t-
biitanoliin enzim aktivitesini 2 kat arttirdig1 goriiliirken, etanol ve laktik asit varligr ile
aktivitede diisme olmustur. Bu calismada kullanmilan DES ChCl-Gly (1:2) ¢oziici
ortaminda ise enzim aktivitesi 3 kat artarak % 304’e cikmistir. Etanol ve laktik asitin
bulundugu ChCl-Gly (1:2) ortamlarinda ise aktivitede diisme goriilmektedir. Laktik asit
ve etanol ortamlarinda enzimin kalan aktivitesi sirastyla % 9 ve % 27’dir. Literatiirde de
laktik asit ve etanoliin ticari Novozym 435 lipaz enzimini deaktive ettigini gdsteren
calismalar yer almaktadir (José vd. 2011). Ancak, bu ¢alismada laktik asit ile etanol
substratlarina ChCI-Gly (1:2) eklenerek enzim {izerindeki inhibisyon etkilerinin
azaltildigi bulunmustur. Bu nedenle enzimatik esterlesme tepkimesinin ChCI-Gly (1:2)

ortaminda gergeklestirilmesine karar verilmistir.
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Sekil 4.3 Farkli galisma ortamlarindaki Novozym 435 enzimi i¢in kalan aktivite
degerleri

(t=24 saat, T=50°C, N=200 rpm)

4.1.2 Su icerigi etkisi

Laktik asitin etanol ile Novozym 435 lipaz enzimi katalizli esterlesme tepkimesinde
ChCI-Gly (1:2):su ikili karisiminin su igeriginin baslangi¢ reaksiyon hizina etkisi % O,
5, 10 ve 20 (h/h) olmak tizere 4 farkli degerde incelenmistir. Reaksiyon, c¢alkalamali
hava banyosunda izoterm kosullarda cam siselerde gergeklestirilmistir. ChCI-Gly (1:2)
hacimce % 50 ve alkol:asit mol oran1 1:1 olacak sekilde farkli su igeriklerinde tepkime
ortamlar1 hazirlanmistir. Sicaklik 50 °C ve karistirma hizi 200 rpm’dir. Katalizor

Novozym 435 derigimi ise 30 mg/mL’dir. Tepkime 72 saat sonunda sonlandirilmastir.

ChCI-Gly (1:2):su ikili karisiminda gergeklestirilen etil laktat iiretiminde farkli su
iceriklerinde elde edilen baslangic reaksiyon hizlar sekil 4.4’de verilmistir. Baslangi¢
reaksiyon hizlar1 % 0, 5, 10 ve 20 (h/h) su igerikleri i¢in sirasiyla 8.12, 5.76, 18.89 ve
0.1 umol/gdk olarak hesaplanmistir. Enzimatik reaksiyonlarda enzim aktivitesi i¢in bir
miktar su gereklidir. Enzim aktivitesi i¢in gereken suyun fazlasinin ortama konulmasi
laktik asit ile etanoliin esterlesme tepkimesi ile olusan etil laktatin hidrolizine neden
olmaktadir. Bu nedenle ChCI-Gly (1:2):su ikili karisiminin su igerigi % 20 (h/h)

degerine ¢iktiginda reaksiyon hizinda 6nemli bir azalma olmustur.
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Sekil 4.4 Farkli su igeriklerindeki ChCI-Gly (1:2):su ikili karisimlarinda elde edilen
baslangi¢ reaksiyon hizlar

(Cao/Cro=1, C£o=30 mg/mL, T=50 °C, N=200 rpm)

Iyonik sivi ortaminda rasemik laktik asitin etanol ile enzimatik esterlesme
reaksiyonunda ortam su igeriginin (% 8-14 (h/h)) doniisiime etkisini inceleyen Findrik
vd. (2012), su igeriginin artmasi ile doniisimde Onemli oranda azalma oldugunu
gormiistiir. Benzer sekilde ortamdaki suyun artisi ile reaksiyon ters yonde ilerlemis ve
hidroliz reaksiyonu hizinda artis olmustur. Bu calismada da, baslangi¢ reaksiyon
hizinda en yiiksek degere % 10 (h/h) su igeriginde ulagilmigtir. Bu nedenle laktik asitin
etanol ile enzimatik esterlesme tepkimesinde doniisiim, verim ve baslangi¢ reaksiyon
hizina baslangic girdi derisimi, enzim derisimi, sicaklik ve karistirma hizi gibi
parametrelerin etkisi incelenirken, tepkimeler % 10 (h/h) su igeren ChCI-Gly (1:2):su

ikili karisiminda gergeklestirilmistir.

4.1.3 Baslangig girdi derisimleri etkisi

ChCI-Gly (1:2):su ikili karigiminda laktik asitin etanol ile Novozym 435 lipaz enzimi
katalizli esterlesme tepkimesinde laktik asit ve etanoliin baslangi¢ derisimlerinin
doniisiim, verim ve baglangi¢ reaksiyon hizina etkisi incelenmistir. Reaksiyon % 10
(h/h) su igeren ChCI-Gly (1:2):su ikili karisiminda farkli laktik asit (0.5, 1, 1.5, 2, 3 M)
ve etanol (3, 5, 6 M) derisimlerinde gergeklestirilmistir. Reaksiyon toplam hacmi 10 mL

ve katalizor Novozym 435 derisimi 30 mg/mL’dir. Reaksiyon 50 °C sicaklik ve 200
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rpm karistirma hizinda ¢alkalamali hava banyosunda gergeklestirilmistir. 24 saatte bir

ornek alinarak HPLC’de analiz edilmistir. Tepkime 72 saat sonunda sonlandirilmistir.

ChCI-Gly (1:2):su ikili karistminda elde edilen baslangi¢ reaksiyon hizlarinin, farkli
etanol derisimlerinde laktik asit derisimi ile degisimi ve farkli laktik asit derisimlerinde
etanol derigimi ile degisimleri sirasiyla sekil 4.5-4.6’da verilmistir. 72 saat sonunda elde
edilen doniisim ve verimler ise sirasiyla sekil 4.7-4.8’de yer almaktadir. Esterlesme
reaksiyonlar1 karboksilik asitin kismi ayrismasi ile reaksiyon ortamina H* iyonu vermesi
nedeniyle otokatalitik olarak ilerlemektedir. Otokatalitik reaksiyon hizi karboksilik
asitin otoprotoliz hizina bagl olarak degismektedir ve reaksiyon hizinin arttirilmasi igin
katalizor kullanim1 gerekmektedir. Ancak laktik asitin asitlik sabitinin pKa=3.86 (25
°C) olmasi nedeniyle pH degeri olduk¢a diisiiktiir. Bu da reaksiyon ortammda H”
iyonlarinin ¢ok olmast ve otokatalitik reaksiyon hizinin fazla olmasina neden
olmaktadir (Pereira vd. 2011). Bu nedenle sekil 4.5 incelendiginde laktik asit
derisiminin artmasi ile baslangi¢ reaksiyon hizinin artmasi, enzim katalizli reaksiyon ile
birlikte otokatalitik reaksiyonun hizinin da artmasiyla agiklanabilir. ChCI-Gly (1:2):su
ikili karistminda ve g¢alisilan etanol derisim araliginda bu girdinin enzim iizerinde

etkisinin ¢ok fazla olmadig1 gézlenmistir.
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Sekil 4.5 ChCI-Gly (1:2):su ikili karigimlarinda farkli etanol derisimlerinde (3, 5 ve 6
M) farkli laktik asit derisimlerine karsilik baslangi¢ reaksiyon hizlar

(Ce=30 mg/mL, T=50 °C, N=200 rpm)
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Sekil 4.6’da farkli laktik asit derisimlerinde etanol derisimi ile baslangi¢ hizinin
degisimi goriilmektedir. Tiim laktik asit derigimleri i¢in etanol derigiminin artmasi ile
reaksiyon hizi 6nce artmis sonra yaklasik sabit kalmis veya biraz azalmistir. 5 M etanol
derisiminden sonraki azalma ise etanoliin substrat inhibisyonuna neden oldugunu
gostermektedir. Bu nedenle, en yiiksek baslangi¢ reaksiyon hizina ulasilan 5 M etanol

ve 3 M laktik asit derigimleri en uygun girdi derisimi olarak se¢ilmistir.
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Sekil 4.6 ChCI-Gly (1:2):su ikili karisimlarinda farkli laktik asit derisimlerinde (0.5, 1,
1.5, 2 ve 3 M) farkli etanol derisimlerine karsilik baslangi¢ reaksiyon hizlari

(Ceo=30 mg/mL, T=50 °C, N=200 rpm)

Sekil 4.7°de her etanol derisiminde laktik asit derisiminin artmasi ile doniistimiin arttig
goriilmektedir. Doniisiime paralel olarak verimde de artis oldugu sekil 4.8°de
goriilmektedir. En uygun baslangi¢ girdi derisimlerine baslangi¢ reaksiyon hiz degerine
gore karar verilmistir. En yliksek baslangic reaksiyon hizina 3 M laktik asit ve 5 M
etanol derisiminde 13.81 umol/gdk degerinde ulasilmistir. Bu nedenle, laktik asitin
etanol ile ChCI-Gly (1:2):su ikili karisiminda gerceklesen enzimatik esterlesme
tepkimesine enzim derisimi, sicaklik ve karistirma hizi etkisi incelenirken 5 M etanol ve
3 M laktik asit derisimlerinde c¢alisilmistir (Cgo/Cap=1.67). Bu baslangi¢c girdi
derisimlerinde 72 saat sonunda ulasilan laktik asit doniisim ve etil laktat verim

degerleri sirastyla % 29.47 ve % 28.68’dir.
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Sekil 4.7 ChCI-Gly (1:2):su ikili karisimlarinda farkli laktik asit derigimlerinde (0.5, 1,
1.5, 2 ve 3 M) farkli etanol derisimlerine karsilik 72 saat doniisiim degerleri

(Ce=30 mg/mL, T=50 °C, N=200 rpm)
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Sekil 4.8 ChCI-Gly (1:2):su ikili karisimlarinda farkli laktik asit derisimlerinde (0.5, 1,
1.5, 2 ve 3 M) farkli etanol derisimlerine karsilik 72 saat verim degerleri

(Cgo=30 mg/mL, V=10 mL, T=50 °C, N=200 rpm)

Sun vd. (2010) t-biitanol ortaminda gergeklestirdikleri laktik asitin etanol ile Novozym
435 Kkatalizli esterlesme reaksiyonunda, etil laktat verimine girdi derisim etkisini
alkol/asit mol oran1 (6.32, 7, 8, 9, 9.68) ve toplam substrat miktar: (0.23, 0.3, 0.4, 0.5,
0.57 g) olmak tizere iki parametre ile incelemislerdir. Toplam substrat miktar1 artarken
verim Once artip bir noktadan sonra azalmistir. Bu durum, etanoliin lipaz iizerinde

inhibitor etkisi nedeniyle optimum c¢alisma derisiminin olmasi ile agiklanmistir. Bu

38



nedenle etanoliin arttirilmast ile etil laktat verimi diizenli olarak artmamistir. Benzer
durum toplam substrat etkisinde de goriilmistiir. Bir noktadan sonra etil laktat
veriminin azalma nedeninin ortamda yiiksek derisimde olan substratlarin inhibisyon
etkisi veya enzim aktif bolgelerine gii¢lii bir sekilde adsorplanmasi seklinde

aciklanmistir.

Wang vd. (2010), Novozym 435 katalizorliiglinde ve t-biitanol ortaminda laktik asitin
etanol ile esterlesme reaksiyonunda, reaksiyon hizina laktik asit (0.05-0.25 M) ve etanol
(6.8, 8.8 M) derisimi etkisini incelemislerdir. Laktik asit ve etanol derisiminin artmasi
ile reaksiyon hizinda once artis ve bir noktadan sonra azalis goriilmiistiir. Sun vd.

(2010) caligmasina benzer sekilde iki substrat inhibisyonu oldugu sdylenmistir.

Bélafi-Bakd vd. (2002), organik ¢oziicii heptan ortaminda asetik asitin etanol ile
enzimatik esterlesme reaksiyonunda, baslangi¢ reaskiyon hizina asetik asit (0.05-4.2
mol/L) ve etanol (2.2-10.9 mol/L) derisiminin etkisini incelemislerdir. Asetik asit
derigimi arttik¢a baslangi¢ reaksiyon hizinda 6nce artis sonra azalis gozlenmistir. Ancak
azalmanin goriildiigli asetik asit derisimleri farklidir. Ortamdaki etanol miktar
artmasiyla birlikte inhibisyonun goriildiigii asetik asit derisim degeri artmistir. Etanol
derisimi 2.2 mol/L’den 4.4 mol/L’ye arttirildiginda baslangi¢ reaksiyon hizinda artis
olurken, 4.4 mol/L’den yiiksek etanol derisimlerinde baslangi¢ reaksiyon hizinda
azalma olmustur. Bu durum, etanol derisiminin 2.2 mol/L’den 4.4 mol/L’ye arttirilmasi
ile etanoliin enzimi asetik asitin inhibisyon etkisinden korudugu seklinde aciklanmustir.
Ancak etanol derisiminin 4.4 mol/L {izerine ¢ikarilmasi, enzim iizerinde asit

inhibisyonunun yani sira alkol inhibisyonuna da neden olmustur.

4.1.4 Enzim derisimi etkisi

ChCI-Gly (1:2):su ikili karisiminda laktik asitin etanol ile enzimatik esterlesme
tepkimesinde doniisiim, verim ve baslangi¢ reaksiyon hizina enzim derisiminin etkisi
10, 30, 50, 70 ve 90 mg/mL olmak fiizere 5 farkli degerde incelenmistir. Reaksiyon,
toplam hacim 10 mL olacak sekilde % 10 (h/h) su igeren ChCI-Gly (1:2):su ikili

karisiminda gerceklestirilmistir. Laktik asit ve etanol i¢in baslangic girdi derisimleri
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sirastyla 3 ve 5 M’dir. Calkalamali hava banyosunda 50 °C sicaklik ve 200 rpm
karistirma hizinda c¢alisilmistir. 72 saat sonunda sonlandirilan reaksiyonda 24 saatte bir

ornek alinarak HPLC’de analiz edilmistir.

Sekil 4.9°da farkli enzim derisimlerinde elde edilen baslangic reaksiyon hizlari yer
almaktadir. Reaksiyon ortamina katalizor Novozym 435 eklenmediginde durumda da
reaksiyonun otokatalitik olarak ilerlemesi nedeniyle laktik asit dontsimii
gerceklesmistir ve elde edilen reaksiyon hizi 8.38 umol/gdk’dir. Reaksiyon ortamina 10
mg/mL Novozym 435 enzimi eklendiginde baslangic reaksiyon hizinda artis
goriilmemistir. Enzim derisiminin 10 mg/mL degerinden 30 mg/mL degerine ¢ikmasi
ile baslangi¢ reaksiyon hizinda 1.65 kat artis olmus ve 13.81 pumol/gdk hiz degerine

ulasilmstir.

Doéniistim ve verim degerlerinin zamanla degisimi sirasiyla sekil 4.10-4.11°de yer
almaktadir. Degerler incelendiginde doniisim ve verimde zamanla artis oldugu
goriilmektedir. Hacimce %10 su iceren ChCI-Gly (1:2):su ikili karigiminda
gerceklestirilen laktik asitin etanol ile esterlesme reaksiyonunda uygun enzim derisimi
30 mg/mL olarak bulunmustur. Bu kosullarda elde edilen laktik asit doniisiimii ve etil

laktat verimi 72 saat sonunda sirasiyla % 29.47 ve % 28.68 olarak elde edilmistir.

Laktik asitin etanol ile enzimatik esterlesme reakiyonunu organik ¢oziicii t-biitanol
ortaminda gergeklestiren Huang vd. (2009) baslangi¢ reaksiyon hizina enzim derisimi
etkisini incelemislerdir. Calismada, enzim derisimi arttirildik¢a reaksiyon hizinin daha
fazla artmadigi gozlenmistir. Bu, enzim miktar arttikga enziminin homojen dagilimini

koruyamamasi nedeniyle reaksiyon hizinda degisim goriilmedigi seklinde agiklanmaistir.

Findrik vd. (2012), iyonik sivi ortaminda yaptiklar1 rasemik laktik asitin etanol ile
enzimatik esterlesme reaksiyonunda iyonik sivi kiitlesi/enzim kiitlesi oraninin (10, 15,
20) laktik asit doniistimiine etkisini incelemislerdir. Yiiksek alkol/asit mol oraninda
(11:1) gerceklestirilen reaksiyonda iyonik sivi kiitlesi/enzim kiitlesi orani arttik¢a
doniistim 6nemli oranda artmistir. Calismada, rasemik laktik asit kullanilmas1 nedeniyle

iyonik siv1 kiitlesi/enzim kiitlesi oraninin doniisiimiin yani sira enantiyomerik asiriliga
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etkisi de incelenmistir. Yiksek alkol/asit mol oraninda (11:1) gergeklestirilen
reaksiyonda iyonik sivi kiitlesi/enzim kiitlesi orani arttikga donisiim artsa da
enantiyomerik agirilikta artis goriilmemistir. Bu nedenle iyonik sivi kiitlesi/enzim

kiitlesi etkisi 6nemsiz sayilmistir.
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Sekil 4.9 Farkli enzim derisimlerinde ChCI-Gly (1:2):su ikili karisimlarinda elde edilen
baslangi¢ reaksiyon hizlari

(Cao=3 M, Cgp=5 M, T=50 °C, V=10 mL, N=200 rpm)
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Sekil 4.10 Farkli enzim derisimlerinde ChCl-Gly (1:2):su ikili karigimlarinda doniistim
degerlerinin zamanla degisimi

(CAO=3 M, Cgo=5 M, T=50 °C, V;=10 mL, N=200 rom, t=72 Sa.at)
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Sekil 4.11 Farkli enzim derisimlerinde ChCI-Gly (1:2):su ikili karisimlarinda verimin
zamanla degisimi

(Cao=3 M, Cgo=5 M, T=50 °C, V1=10 mL, N=200 rpm, t=72 saat)
4.1.5 Sicaklik etKkisi

ChCI-Gly (1:2):su ikili karisiminda gergeklestirilen enzimatik esterlesme tepkimesi ile
etil laktat iiretiminde doniisiim, verim ve baslangi¢ reaksiyon hizina sicaklik etkisi 30,
40, 50 ve 60 °C olmak tizere 4 farkli degerde incelenmistir. Reaksiyon 200 rpm
karistirma hizinda calkalamali hava banyosunda izoterm kosullarda gergeklestirilmistir.
Hacimce % 10 su igeren ChCI-Gly (1:2):su ikili karigiminda gergeklestirilen
reaksiyonun toplam hacmi 10 mL’dir. Laktik asit ve etanol i¢in baslangi¢ derisimleri
sirastyla 3 ve 5 M’dir. 24 saatte bir 6rnek alinmis ve HPLC’de analiz edilmistir. 72 saat
sonunda reaksiyon sonlandirilmistir. Farkli sicakliklarda elde edilen baslangig¢ reaksiyon
hizi, doniisiim ve verim grafikleri sirasiyla sekil 4.12-4.14°de verilmistir. Arrhenius
yasas1 geregi reaksiyon sicaklii arttikga reaksiyon hizindaki artis beklenen bir
durumdur. Ancak enzimatik reaksiyonlarda enzimin yiiksek sicakliklarda deaktive
olmast nedeniyle reaksiyon hizinda artis goriilmemektedir. Novozym 435 lipaz
enziminin optimum ¢alisma sicakliklarinda (30-60 °C) gergeklestirilen calismada
sicakligin 30 °C’den 50 °C’ye arttirilmasi ile baslangi¢ reaksiyon hizinda, doniisiim ve
verimde artis oldugu goriilmektedir. Sicakligin 60 °C’ye arttirildiginda reaksiyon hizi

50 °C’ye gore azalmistir. Doniistim ve verim degerleri 50 °C’de elde edilen degerler ile
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benzerdir. Bu sekilde, ChCI-Gly (1:2):su ikili karisiminda laktik asitin enzimatik
esterlesme reaksiyonu i¢in uygun tepkime sicakligi 50°C olarak belirlenmistir. Bu
caligmada, enzimatik esterlesme reaksiyonu i¢in 50 °C sicakliktaki kosullarda elde

edilen doniisiim ve verim degerleri 72 saat i¢in sirasiyla % 29.47 ve % 28.68’dir.

Huang vd. (2009) t-biitanol ortaminda gergeklestirdikleri laktik asitin etanol ile
enzimatik esterlesme reaksiyonunda 20-70 °C sicaklik araliginda ¢alismislar ve 60

°C’ye kadar Novozym 435 enzimin deaktive olmadigini gostermislerdir.
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Sekil 4.12 Farkli sicakliklarda ChCI-Gly (1:2):su ikili karisiminda elde edilen baslangig
reaksiyon hizlar

(Cao=3 M, Cgo=5 M, Cgo=30 mg/mL, V;=10 mL, N=200 rpm)
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Sekil 4.13 Farkli sicakliklarda ChCl-Gly (1:2):su ikili karisiminda doniigiimiin zamanla
degisimi
(Cao=3 M, Cgy=5 M, Cgy=30 mg/mL, V=10 mL, N=200 rpm, t=72 saat)
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Sekil 4.14 Farkli sicakliklarda ChCl-Gly (1:2):su ikili karisiminda doniigiimiin zamanla
degisimi
(Cao=3 M, Cgp=5 M, Cgu=30 mg/mL, V=10 mL, N=200 rpm, t=72 saat)

4.1.6 Karistirma hiz etkisi

ChCI-Gly (1:2):su ikili karisiminda gerceklestirilen laktik asitin etanol ile Novozym 435
enzim katalizli esterlesme reaksiyonunda doniisiim, verim ve baslangi¢ reaksiyon hizina
karigtirma hizinin etkisi 75, 150, 200 ve 250 rpm olmak iizere 4 farkli degerde
incelenmistir. Reaksiyon 50 °C sicaklikta izoterm kosullarda ¢alkalamali hava banyosunda
gerceklestirilmistir. Reaksiyon toplam hacmi 10 mL’dir. Hacimce % 10 su igeren ChCl-
Gly (1:2):su ikili karistminda gerceklestirilen reaksiyonda laktik asit ve etanol i¢in
baslangi¢c girdi derisimleri sirasiyla 3 ve 5 M’dir. 24 saatte bir 6rnek alinmis ve
HPLC’de analiz edilmistir. Reaksiyon 72 saat sonunda sonlandirilmistir. Baslangic
reaksiyon hizi, doniisiim ve verim i¢in elde edilen grafikler sirasiyla sekil 4.14-4.16’da
yer almaktadir. Karistirma hizinin 75 rpm degerinden 150 rpm ve 200 rpm degerine
artmas: ile baslangi¢ reaksiyon hizi, donilisim ve verimde artis olmustur. Karistirma
hizinin artmasiyla yi@in kiitle aktarimindaki kisitlamalarin azalmasi nedeniyle bu
beklenen bir durumdur. Karigtirma hizi 200-250 rpm arasinda degistiginde baslangic
reaksiyon hizinda 6nemli bir artis olmamistir. Karistirma hizinin 200 rpm oldugu
kosullarda 13.81 pmol/gdk olarak en yiiksek reaksiyon hizina ulasilmistir. Bu
kosullarda elde edilen doniisiim ve verim degerleri 72 saat igin sirasiyla % 29.47 ve
28.68’dir.
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Sekil 4.15 Farkli karigtirma hizlarinda ChCI-Gly (1:2):su ikili karisiminda elde edilen
baslangi¢ reaksiyon hizlari

(CA0:3 M, Cgo=5 M, Cgs=30 mg/mL, V=10 mL, T=50 OC)
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Sekil 4.16 Farkli karistirma hizlarinda ChCl-Gly (1:2):su ikili karisiminda doniistimiin
zamanla degisimi

(Cao=3 M, Cgp=5 M, Cgu=30 mg/mL, V=10 mL, T=50 °C, t=72 saat)
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Sekil 4.17 Farklh karistirma hizlarinda ChCI-Gly (1:2):su ikili karisiminda verimin
zamanla degisimi

(CA0:3 M, Cgo=5 M, Cgs=30 mg/mL, V=10 mL, T=50 °C, t=72 Saat)

4.2 Derin Otektik Coziicii Ortaminda Laktik Asitin Etanol ile Esterlesme
Tepkimesi Kinetigi

ChCI-Gly (1:2):su ikili karisiminda laktik asitin etanol ile Novozym 435 lipaz enzimi
esterlesme tepkimesi 1ile etil laktat iiretimi heterojen reaksiyon ortaminda
gerceklesmektedir. Calismada kullanilan Novozym 435 lipazi tutuklanmig bir enzimdir
ve tutuklanmis enzimlerde tepkime, i¢ ve dis yaymim kisitlamalarindan da
etkilenebilmektedir. Kiitle aktarim hiz1 reaksiyon hizindan yavas ise gozlenen hiz kiitle
aktarim kisitlamalar1 nedeniyle yavas olacaktir. Bu yiiksek lisans ¢alismasi kapsaminda,
dis yayimim ve i¢ yaymim etkileri incelenmistir. Dig yaymim etkisi farkli karistirma
hizlarinda elde edilen baslangi¢ reaksiyon hizlarinin karsilagtirilarak; i¢ yaymim etkisi
ise farkli enzim derisimlerinde elde edilen baslangi¢ reaksiyon hizi karsilastirilarak ve

Thiele Modiilii hesaplanarak incelenmistir.

4.2.1 Dis yaymim etkisi

Enzimatik esterlesme reaksiyonu ile etil laktat iiretimi heterojen tepkime sisteminde

gerceklestirilmektedir. Bu tiir tepkimelerde dis yaymimin etkisi, karigtirma hizi ile

46



reaksiyon hizinin degisimi incelenerek bulunabilir. Dig yaymim direncinin ihmal
edilebilmesi i¢in karistirma hizi ile baslangic reaksiyon hizinin degismemesi
gerekmektedir. Sekil 4.15 incelendiginde 75-150 rpm arasinda karistirma hizi ile
baslangi¢ reaksiyon hizinda artis oldugu goriilmektedir. Bu nedenle bu aralikta dis
yaymim etkisi ihmal edilemez. Ancak karistirma hizinin 150-250 rpm arasinda
degismesi ile baslangic reaksiyon hizinda 6énemli artis olmamaktadir. Caligmada 200

rpm karistirma hizinda ¢alisildigi igin dis yaymim direnci ihmal edilmistir.

Sun vd. (2010) lipaz katalizli laktik asitin etanol ile esterlesme reaksiyonu ile etil laktat
tiretiminde dis yayinim etkisini, karigtirma hizinin reaksiyon hizina etkisini belirleyerek
incelemislerdir. Karigtirma hizi 50-150 rpm arasinda degistirildiginde reaksiyon hiz1 da
degismistir. Karistirma hiz1 150 rpm ve iizerindeki iken reaksiyon hizinda degisim
goriilmemistir. Calismada 150 rpm karistirma hizinda ¢aligildigi i¢in dis yayinim direnci
ihmal edilmistir. Ulger ve Takag (2017) derin dtektik ¢dziicii ortaminda Novozym 435
katalizorliigiinde —gergeklestirdikleri propil gallat ile metanoliin transesterlesme
tepkimesinde, dis yaymim etkisini karigtirma hizi ile reaksiyon hizinin degisimi ile
incelemislerdir. Karistirma hizinin 75 rpm’den 200 rpm’e arttirilmasi ile reaksiyon hizi
artmistir. Ancak 200-250 rpm arasinda reaksiyon hizi degismemistir. Bu nedenle 200

rpm ¢alisma kosullarinda dis yaymim direnci ihmal edilmistir.

4.2.2 i¢ yaymim etkisi

I¢c yaymim etkisi, enzim derisimi ile reaksiyon hizindaki degisim karsilastirilarak ve
Thiele Modiilii hesaplanarak iki sekilde incelenmistir. Heterojen tepkime sistemlerinde,
ic yaymim etkisi, enzim derisimi ile reaksiyon hizindaki degisim izlenerek elde
edilebilmektedir. I¢ yaymim direncinin ihmal edilebilmesi igin enzim derisimi arttik¢a
baslangi¢ reaksiyon hizinda da artis olmalidir. Bu ¢alismada, enzim derisimi 10
mg/mL’den 30 mg/mL degerine arttirildiginda baslangi¢ reaksiyon hizinin dogrusal bir
sekilde arttig1 sekil 4.9’da goriilmektedir. Bu aralikta i¢ yayinim direnci ihmal edilebilir.
Enzim derisiminin 30-90 mg/mL arasinda degismesi ile reaksiyon hizinda artis

olmamasi i¢ yaymim direncinin bu aralikta ihmal edilebilir olmadig1 gostermektedir.
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Calismada, i¢ yaymmim direncinin goriilmedigi 30 mg/mL enzim derisimi degerinde

calisilmigtir.

Tutuklanmis enzimlerde, reaksiyonun enzim aktif bolgelerinde gerceklesebilmesi igin
substratin gozeneklerden igeri difiizlenmesi gerekmektedir. Bu nedenle substratin
gozenek i¢ine yaymim hizi, aktif bolgelerde gerceklesen reaksiyon hizinm
etkilemektedir. Tutuklanmis enzimlerin katalizér olarak kullanildigi sistemlerde ig
yaymim etkisinin incelenmesindeki parametre Thiele Modiilii (®)’diir. Thiele Modiild,
reaksiyon hiz1 ile i¢ yaymim arasindaki iliskiyi géstermektedir. Thiele Modiilii Esitlik

4.1°de verilmistir.

__T Vpy2
¢ = DgCso (AP) (4.1)
Burada;
N Baslangig reaksiyon hizi, mol/Lst
Dg Etkin yayimim katsayisi, cm?/st
Cso Enzim yiizeyindeki baslangi¢ girdi derigimi, mol/L
Vp Pellet hacmi, cm®
Ap Pellet yiizey alami, cm®

dir.

Thiele Modiiliiniin hesaplanmasi i¢in gerekli olan hiz, gergek hiz 6l¢iimiiniin zor olmasi
nedeniyle gozlenen hiz olarak yazilirsa Thiele Modiilii, “Gozlenen Thiele Modilii”
olarak adlandirilir. Tutuklanmis enzim icin tutuklama matris yapist kiiresel kabul
edildiginde Gozlenen Thiele Modiilii Esitlik 4.2 ile ifade edilmektedir (Duan vd. 1997,
Ulger ve Takag 2017).

_ _To  Rpy2
® = Drces ( ; ) (4.2)

Burada;
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R, Enzim matrisi yarigapi, cm

dir.

Etkin yaymim katsayisi (Dg) ve sivilarda substrat difiizivitesi (Ds) i¢in kullanilan
denklemler sirasiyla Esitlik 4.3 ve Esitlik 4.4’de yer almaktadir (Duan vd. 1997, Ulger
ve Takag 2017).

&
kT ;033
Dg = " Vs (4.4)
Burada;

Dg Etkin yayimim katsayis1, cm?/s

Dg Substrat difiizivitesi, cm?/s

&p Pellet gozenekliligi

T Pellet kivrim faktorii

o Daralma orani

k Sabit

U Tepkime ortami viskozitesi, cP

T Tepkime sicakligi, K

Vs Substrat molar hacmi, cm® (Va ve V)

dir.

Thiele modiilii (@), etkin yayinim katsayisi (Dg) ve sivilarda substrat difiizivitesi (Ds)
degerlerinin hesaplanmasi i¢in gerekli parametreler laktik asit ve etanol girdileri i¢in
literatiir ¢aligmalarindan elde edilmistir ve ¢izelge 4.2°de yer almaktadir (Duan vd.

1997, Ulger ve Takag 2017).
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Cizelge 4.2 Gozlenen Thiele Modiilii hesaplamasinda kullanilacak parametreler ve
literatiir degerleri

Parametre Deger Kaynak
R, 0.045cm Yadav ve Devi 2001
& 0.5 Ulger ve Takag 2017
6 Ulger ve Takag 2017

17.5 x 1078 Ulger ve Takag 2017
u 351 cP (ChCI-Gly (1:2) Bu calisma
T 353 K (50 °C) -
V4 74.45 cm® https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov 2018e
Vg 58.32 cm® https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov 2018a

Daralma faktorii o, substrat molekiil yaricapt katalizér gozenek yaricapindan kiigiik
oldugu durumlarda ihmal edilebilir (Duan vd. 1997) ve bu ¢alismada ihmal edilmistir.
Cizelge 4.2°deki degerler kullamilarak laktik asit i¢in hesaplanan Ds degeri 7.29x10°
cm?/s’dir. Hesaplanan Ds degeri kullamlarak Dg degeri 6.07x10° cm?/s (2.18x10™
cm?/st)’dir. Etanol igin ¢izelge 4.2°deki degerler kullanilarak Ds ve Dg degerleri
sirastyla 6.73x10” cm?/s ve 5.6x10® cm?/s (2.02x10™ cm?/st) olarak hesaplanmustir.

Esitlik 4.2°deki Csp enzim yiizeyindeki baslangic girdi derisimidir. Dis yaymnim etkisi
ihmal edildigi i¢in Csp, yigindaki baglangic laktik asit ve etanol derisimi olarak
alinmigtir. Laktik asit icin Gozlenen Thiele Modiilii, ChCI-Gly (1:2):su ikili karisiminda
gerceklestirilen laktik asitin etanol ile enzimatik esterlesme tepkimesi i¢in optimum
kosullarda (Cap=3 M, Cgo=5 M, Cg=30 mg/mL, T=50 °C, V=10 mL, N=200 rpm)
hesaplanmistir. Calisilan 3 M laktik asit derisiminde Gozlenen Thiele Modiilii degeri
0.0085 olarak hesaplanmistir. Calisilan 5 M etanol derisiminde hesaplanan Go6zlenen
Thiele Modiilii ise 0.0055°dir. Weisz’s kriterine gore Thiele Modiiliiniin 0.3’den kii¢lik
oldugu (® <0.3) durumlarda i¢ yaymnim direnci ihmal edilebilir diizeydedir (Zhang vd.
2004). Bu c¢alismada da galisilan kosulda Go6zlenen Thiele Modiili 0.3’den kiigiik

olmasi nedeniyle laktik asit ve etanol i¢in i¢ yaymnim direngleri ihmal edilmistir.
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4.2.3 Tepkime kinetik modeli

Iki substratli enzimatik tepkimeler icin hiz modeli olarak Ping-Pong Bi-Bi modeli
onerilmektedir (Segel 1975). Laktik asitin etanol ile esterlesme tepkimesi de iki
substrath bir tepkimedir ve enzim katalizozliglinde gergeklestiginde hiz modeli Ping-

Pong Bi-Bi hiz modeline uymaktadir (Sun vd. 2010).

Organik ¢oziicii hekzan ortaminda gerceklestirilen izovalerik asit ile etanoliin enzimatik
esterlesme tepkimesi Chowdary ve Prapulla (2005), tarafindan Pin Pong B Bi modeli ile
aciklanmistir. Bu mekanizmaya ait basamaklarin sekil 4.18’de verilen laktik asitin
etanol ile esterlesme reaksiyonu i¢in de gecerli oldugu varsayilirsa, ilk olarak enzim (E)
acil donorii laktik asit (A) ile birleserek enzim-agil kompleksini (E.A) olusturmaktadir.
Enzim-acil kompleksi olustuktan sonra ilk iiriin su agiga ¢ikmaktadir. Enzim-agil-alkol
kompleksi (E.Ac.B) olusturmak tizere ikinci substrat etanol (B), enzim-agil-kompleksi
(E.A) ile birlesmektedir. Enzim-agil-alkol kompleksi (E.Ac.B), serbest enzim (E) ve
trtin etil laktata (Q) ayrilmaktadir. Burada, asit (E.Ac.A) ve alkoliin (E.B) enzim ile

tersinmez bir sekilde olusturdugu baglar ise inhibisyona neden olmaktadir.

Laktik asitin etanol ile enzimatik esterlesme reaksiyonu i¢in onerilen Ping-Pong Bi-Bi

kinetik model mekanizmasinin sematik gosterimi sekil 4.19°da yer almaktadir.

0O O
\l)kOH g ““oH PN /\O)K[/ + H/O\H
OH OH
Laktik asit (A) Etanol (B) Etil laktat (Q) Su (P)

Sekil 4.18 Laktik asitin etanol ile esterlesme tepkimesi
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E E
[EAA = E.AcP] F.Ac [E.Ac.B =— E.Q]
: B _— A
E.AcA
EB

Sekil 4.19 Asit ve alkol inhibisyonunu i¢eren Ping-Pong Bi-Bi mekanizmasinin sematik
gosterimi

(E enzim, A laktik asit, B etanol, P su, Q etil laktat, EA enzim-laktik asit kompleksi, E.Ac enzim-agil
kompleksi, E.Ac.B enzim-agil-etanol kompleksi, E.Q enzim-etil laktat kompleksi)

Laktik asitin etanol ile esterlesme reaksiyonunda reaksiyon ortaminda gerceklesen
tepkimeler sekil 3.1°de yer almaktadir. Tepkime kinetik modeli ¢ikarilmasinda sadece
etil laktat {iretim reaksiyonu olan (1) numarali reaksiyon gz oniine alinmis, yan
reaksiyonlar ihmal edilmistir. Baslangi¢ reaksiyon hizina baslangi¢ girdi derisiminin
etkisinin incelendigi Boliim 4.1.3’de etanol inhibisyonu oldugu gdsterilmistir. Bu
nedenle tepkime i¢in 6nerilen kinetik model tek substrat etanol inhibisyonlu Ping-Pong
Bi-Bi modelidir. Esitlik 2.5’de verilen tek substrat inhibisyonlu Ping-Pong Bi-Bi
modeli, c¢alisma kosullar1 olan 5 M etanol derisimi i¢in yazilarak (Esitlik 4.1)
¢cozlilmiigtiir. Kinetik model katsayilart MATLAB Egri Uyum Aract (Curve Fitting

Toolbox) ile belirlenmistir.

5 T"maxCa

5C4+5 KA[1+KL]+KBCA
iB

r= (4.1)

Kinetik modelin ¢oziimii i¢in sekil 4.5’de verilen farkli laktik asit derisimleri (0.5, 1,
1.5, 2, 3 M) i¢in 5 M etanol derisiminde elde edilen reaksiyon hizlar1 kullanilmistir.
Egri Uydurma Araci belirlenen katsayilar cizelge 4.3°de ve deneysel olarak hesaplanan
reaksiyon hizlar1 ile modelden elde edilen reaksiyon hizi egrisi sekil 4.20’de verilmistir.
Sekil 4.20°deki laktik asit derisime kars1 reaksiyon hizi grafigi incelendiginde modelin
deneysel veriler ile uyumlu oldugu gériilmektedir (R?=0.906). Laktik asitin etanol ile

ChCI-Gly (1:2) ¢oziicii ortaminda enzimatik esterlesme tepkimesinde ¢alisma kosullar
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icin Onerilen kinetik modelin deneysel veriler ile uyumlulugu, etanol inhibisyonunun

oldugunu ve genel hiz denklemi olarak Esitlik 4.1’in kullanilabilecegini géstermistir.

Cizelge 4.3 Laktik asitin etanol ile esterlesme tekimesi kinetik modeli i¢in MATLAB
Egri Uyum Araci ile belirlenen katsay1 degerleri

Katsay1 Deger
I'max, MOI/Lst 0.2659
K,, mol/L 0.8285
Kg, mol/L 0.0774
K;g, mol/L 0.1174
0025
rvs. Cu
Kinetik Model
0.02
0.015
0.01 !
0.005 1
D L 1 1 1
] 0.5 1 1.5 2 2.0 3

Ca

Sekil 4.20 Laktik asitin etanol ile esterlesme tepkimesinde Onerilen kinetik model i¢in
laktik asit derisimine (Ca) kars1 baglangi¢ reaksiyon hizlari (r) grafigi

Literatiirde, laktik asitin etanol ile esterlesme reaksiyonunu t-biitanol ortaminda lipaz
katalizli inceleyen Sun vd. (2010) reaksiyonun Kinetik modelinin iki substrat
inhibisyonlu Ping-Pong Bi-Bi modeline uydugunu bildirmislerdir. Kinetik model
katsayilari rmax, Ka, Kg, Kia Ve Kig degerlerini sirasiyla 0.00146 mol/Lst, 0.023 mol/L,
0.394 mol/L, 0.061 mol/L ve 1.843 mol/L olarak hesaplanmistir. Inhibisyon

katsayilarina gore laktik asitin enzimi etanole gore daha ¢ok inhibe ettigi gortilmistiir.

4.2.4 Tepkime aktivasyon enerjisi

ChCI-Gly (1:2):su ikili karistminda gergeklestirilen Novozym 435 katalizli laktik asitin

etanol ile esterlesme tepkimesi icin aktivasyon enerjisi, sekil 4.12°deki farkli
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sicakliklarda elde edilen baslangic reaksiyon hizlar1 kullanilarak hesaplanmistir.
Tepkime aktivasyon enerjisini bulmak amaciyla Arrhenius grafigi (1/T-Inrg) ¢izilmistir
(Sekil 4.21). Grafikte elde edilen dogru denkleminin egimi —~Ea/R ve kaymasi InA
degerini vermektedir. Arrhenius grafigi kullanilarak (Sekil 4.21) hesaplanan tepkime

aktivasyon enerjisi 43.28 kJ/mol olarak bulunmustur.

Literatiirde, laktik asitin lipaz katalizorliigiinde etanol ile esterlesme reaksiyonunun
aktivasyon enerjisi i¢in bilgi yer almamaktadir. Ancak, etil laktat iiretimi ¢oziiciisiiz
ortamda ve iyon degistirici recine katalizorliigiinde gercgeklestiren Zhang vd. (2004),

tepkime aktivasyon enerjisini 51.58 kJ/mol olarak bildirmislerdir.

-2,0

-25

-30 y =-5206,5x + 12,144
R?=0,8429
*

35

L 4

In(r,)

40 |
45 |

-50
L 4

-5,5
0,00295 0,003 0,00305 0,0031 0,00315 0,0032 0,00325 0,0033 0,00335
UT, K1

Sekil 4.21 Etil laktat {iretimine ait Arrhenius grafigi
(Cao=3 M, Cgy=5 M, Cg=30 mg/mL, V;=10 mL, N=200 rpm)

4.3 Ekstraktif Reaksiyon Sisteminde Laktik Asitin Etanol ile Esterlesme
Tepkimesi

Laktik asitin etanol ile Novozym 435 lipaz enzimi katalizli esterlesme reaksiyonu
sonucu etil laktat iiretimi, ChCI-Gly (1:2) ortaminda kesikli isletim sisteminde izoterm
kosullarda gerceklestirilmigtir. Calismada incelenen parametreler ve elde edilen
sonuglar Boliim 4.1°de verilmistir. Calismanin bu boliimiinde ise, hidrofil derin 6tektik
¢oziici ChCI-Gly (1:2) ortaminda gergeklestirilen tepkime igin belirlenen en uygun

kosullarda, reaksiyon ortamina hidrofobik bir ¢oziicii eklenerek ekstraktif reaksiyon
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islemi uygulanmistir. Laktik asitin etanol ile esterlesme reaksiyonu termodinamik denge
kisitlamasi olan tersinir bir reaksiyondur. Bu denge kisitlamasi, Le Chatelier prensibine
gore girdi derisimini yliksek tutarak veya iriinlerden birini stirekli olarak ortamdan
uzaklastirarak asilabilir. Bu c¢alismada, esterlesme reaksiyonunun ileri yonde ilerlemesi
ve doniisiimiin arttirilmasi amaciyla hibrit sistemlerden biri olan ekstraktif reaksiyon
sistemi denenmistir. Bu amagla ekstraksiyon fazi olarak hidrofob yapida cesitli derin
otektik ¢oziicii ve biyogoziiciiler hazirlanmis veya temin edilmistir. Cift fazli reaksiyon

ortamindan 6rnek alinarak hidrofil ortamlar HPLC’de analiz edilmistir.

4.3.1 Hidrofobik ¢oziicii secimi

Ekstraktif reaksiyon ile etil laktat iiretim reaksiyonunun sematik gosterimi sekil 3.2°de
yer almaktadir. Sistemde, hidrofilik ChCI-Gly (1:2):su ikili karisiminda enzimatik
esterlesme reaksiyonu ile {lretilen etil laktatin hidrofobik ¢oziicii fazina ge¢mesi
amaclanmaktadir. Etil laktat hidrofobik faza ekstrakte olurken reaksiyon ortamindaki
hidrofil ¢oziicii, girdiler laktik asit ve etanol ile diger bir {iriin suyun hidrofobik ortama
gecmemesi istenmektedir. Bu nedenle, kullanilan hidrofobik ¢oziiciilerin etanol ve su ile
karismadig kalitatif olarak, laktik asit ve etil laktat ile karisip karismadigi ise kantitatif

olarak incelenmistir.

Ekstraksiyon ortami olarak kullanilan hidrofob DES’ler ¢izelge 3.3’de yer almaktadir.
Hidrofobik derin otektik ¢oziiciiler (Ment-OA (1:1), Ment-DA (1:1), A336-DA (1:2),
A336-PA (1:2), A336-Dode (1:1) ve DA-Lid (3:1)), zeytinyag1 ve aygigcek yagi metil
esterleri ile gliseril trioktanoat ve gliseril trioleat ¢oziiciilerinin su ve etanol ile karisip
karismadigina hacim degisimi takip edilerek bakilmistir. A336-PA (1:2) ve DA-Lid
(3:1) derin o6tektik ¢oziiciilerinin su ile karigtig1 goriilmiistiir. Kullanilan tiim hidrofobik
¢oziicliler, etanol ile tamamen karigsmasa da etanol hacminde azalma goriilmiis ve

etanoliin bir kism1 hidrofob faza ge¢mistir.

Laktik asit ve etil laktatin su ile karismayan hidrofob c¢oziiciilerde ¢6ziiniip
¢ozlinmediginin belirlenmesi i¢in, hidrofobik c¢oziiciiler, ChCI-Gly (1:2):su ikili

karisiminda ayr1 ayr1 hazirlanan laktik asit ve etil laktat ¢ozeltileri ile hacimce 1:1
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oraninda karnstirnlmigtir. Karistirma islemi oda sicakliginda 10 dakika siireyle
vortekslenerek yapilmistir. Laktik asit ve etil laktat ¢ozeltilerinin analizleri HPLC
cihazinda c¢izelge 3.4’deki kosullarda gerceklestirilmis ve hidrofilik fazdan hidrofobik
faza gecen laktik asit ve etil laktat miktarlar1 ylizde mol olarak hesaplanarak ¢izelge

4.4’de verilmistir.

Cizelge 4.4’de hem laktik asitin hem etil laktatin hidrofobik fazlara gectigi
gorilmektedir. Laktik asit ve etil laktat, hidrofobik derin oOtektik ¢oziiciilere yiiksek
oranda gecerken, gliseril trioktanoat ve gliseril trioleat fazlarmma daha az ge¢mistir.
Zeytinyagi metil esteri ve aygicek yagi metil esteri ¢oziicii fazlarina ise etil laktat
strastyla % 51 ve % 57 gegerken laktik asit % 5 ve % 12 geemistir. Hidrofil fazdan
hidrofob faza laktik asitin etil laktata gére daha az ekstrakte olmasi ve zeytinyagina gore
daha az maliyetli olmasi nedeniyle ekstraktif reaksiyonda kullanilacak en uygun

hidrofob ¢oziiciiniin ay¢icek yagi metil esteri olduguna karar verilmistir.

Cizelge 4.4 Hidrofilik fazdan hidrofobik ekstraksiyon fazina gecen laktik asit ve etil

laktat ylizde degerleri
Bilesen
Hidrofobik faz Laktik asit, Etil laktat,
(% mol) (% mol)
Ment-OA (1:1) 64 94
Ment-DA (1:1) 68 93
A336-Dode (1:1) 67 98
A336-DA (1:2) 43 74
Gliseril trioleat 21 29
Gliseril trioktanoat 20 37
Zeytinyag1 metil esteri 5 51
Aygigek yag1 metil esteri 12 57

4.3.2 Ekstraktif reaksiyon sisteminde etil laktat iiretimi

Hacimce % 10 su igeren ChCI-Gly (1:2):su ikili karisiminda enzimatik olarak
gerceklestirilen etil laktat tiretimi, reaksiyon ortaminda aygicegi metil esteri eklenerek

ekstraktif reaksiyon sisteminde incelenmistir. Ekstraksiyon fazinin organik ¢oziicii
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hekzan oldugu bir bagka ekstraktif reaksiyon da karsilastirma amaciyla
gerceklestirilmistir. Ekstraktif reaksiyon deneyleri, 50 °C sicaklikta ve 200 rpm
karistirma hizinda ¢alkalamali hava banyosunda izoterm kosullarda gergeklestirilmistir.
Reaksiyon hacminin hidrofobik ekstraksiyon ¢o6ziicii hacmine orami (Vr/Vg) 1°dir.
Ekstraktif reaksiyon toplam hacmi 20 mL ve enzim derisimi 30 mg/mL’dir. Baslangig¢
girdi derisimleri laktik asit ve etanol i¢in sirasiyla 3 M ve 5 M’dir. Enzim, reaksiyon
boyunca hidrofil reaksiyon fazinda homojen olarak dagilmistir. Ekstraktif reaksiyon
sisteminde 24 saatte bir her iki fazdan da 6rnek alinmistir. Hidrofilik reaksiyon
ortaminin analizi HPLC cihazinda gergeklestirilmis; ancak hidrofobik ekstraksiyon

fazinin analizi yapilamamustir.

Ekstraktif reaksiyon sistemi i¢in hidrofil reaksiyon fazi verilerinden elde edilen laktik
asit doniisiim ve etil laktat verim sonuclar1 sirasiyla sekil 4.22 ve 4.23’de verilmistir.
Sekil 4.22°de tek faz (reaksiyon) ile cift faz (ekstraktif reaksiyon) sistemlerinde elde
edilen doniisiimlerin birbirinden farkli olmadigi, hekzan kullanilan kosullarda ise
doniistimiin tek faz sisteme gore yaklasik % 5 arttigi goriilmektedir. Sekil 4.23’de
aycicek yagi metil esterinin ¢oziicii olarak kullanildigi kosullarda elde edilen verimin,
hekzan ortamina ve tek faz sisteme gore daha diisiik oldugu goriilmektedir. Verim
degerinin diisiik olmasi, ekstraksiyon fazina etil laktat gecisinin olmasi ve bu nedenle
analizi yapilan reaksiyon ortaminda az miktarda etil laktat kalmasi ile agiklanabilir.
Hekzanin hidrofobik faz olarak kullanildigi ¢alismada verim tek fazda elde edilen
verime ¢ok yakindir. Aycicek yagi metil esterine gore hekzan fazina etil laktatin daha az
gectigi goriilmektedir. Aygigek yagi metil esterinin ve hekzanin hidrofobik ekstraksiyon
faz1 olarak kullanildig1 bu sistemde, tek faza gore istenen daha yiiksek doniisiim elde
edilememistir. Ancak etil laktatin hidrofobik ekstraksiyon fazi olan aygicek yagi metil

esterine hekzana gore daha ¢ok gectigi goriilmistiir.

57



0 L L L L L L L

0 10 20 30 40 50 60 70 80
zaman, st

—&—Tek Faz —@—Cift FazAYME  —&— Cift Faz Hekzan

Sekil 4.22 Tek faz, ay¢icek yagi metil esteri (AYME) ve hekzanin kullanildig ¢ift faz
sisteminde laktik asitin etanol ile esterlesme reaksiyonu doniisiimiin zamanla
degisimi

(CA0:3 M, CBOZS M, CE0:30 mg/ml_, VT=20 mL, TZSOOC, N=200 rpm, VR/VE:].)
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Sekil 4.23 Tek faz, ay¢icek yagi metil esteri (AYME) ve hekzanin kullanildig: ¢ift faz
sisteminde laktik asitin etanol ile esterlesme reaksiyonu verimin zamanla
degisimi

(CA0:3 M, Cgo=5 M, Cgs=30 mg/mL, V=20 mL, T=50°C, N=200 pm, VR/VE:]-)

Etil laktat iiretimini siilfirik asit, Amberlyst 15 ve Kys5HosPW1204 katalizorliigiinde
ekstraktif reaksiyon sisteminde gergeklestiren Vu vd. (2013), ekstraksiyon ¢oziiciisii
olarak kanola yag1 metil esteri kullanmiglardir. Calismada, tek faza gore ¢ift fazdaki etil
laktat verimi yaklasik % 60’dan yaklasik % 80’e artmistir. Bu yiiksek lisans ¢aligsmasi

ile benzer sekilde etil laktatin hidrofobik faza ekstrakte oldugu goriilmiistiir.
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5. SONUC

Bu yiiksek lisans caligmasinda laktik asitten etil laktat iiretimi Novozym 435 lipaz
enzimi katalizorliigiindeki esterlesme tepkimesi ile yeni nesil ¢oziiciilerden derin 6tektik
coziciiler (DES) varliginda incelenmistir. Calismanin birinci boliimiinde, enzimatik
esterlesme tepkimesinde hidrofil bir DES kullanilarak biyoproses parametrelerinin
baslangig reaksiyon hizi, doniisiim ve verime etkileri incelenmistir. Ikinci boliimde ise
enzimatik esterlesme reaksiyonu ile etil laktat tiretiminde ekstraktif reaksiyon sisteminin
kullanim1 arastirtlmastir. Ekstraktif reaksiyon sisteminde, olusan etil laktatin reaksiyon
ortamindan hidrofob ekstraksiyon fazina ge¢cmesi ve boylece denge kisitlamali tersinir
reaksiyon igin doniisiimiin arttirlmasi amaglanmustir. Ik boliimdeki yesil kimya
teknolojisinin siirdiiriilmesi amaciyla bu boliimde ekstraksiyon fazi olarak hidrofobik

derin 6tektik ¢oziiciiler ve biyogoziiciiler kullanilmistir.

Calismanin ilk boliimiinde, DES tiirli, DES’in su igerigi, baslangi¢ girdi derisimleri,
enzim derigimi, sicaklik ve karistirma hizinin; baslangi¢ reaksiyon hizi, doniisim ve
verime etkileri incelenmistir. Laboratuvarda hazirlanan ChCI-Glu (1:1), ChCI-Glu (5:2),
ChCI-Fru (1:1), ChCI-Suk (1:1), ChCI-Malt (4:1), ChCI-Xyl (2:1), ChCI-Xyl (3:1),
ChCI-Ga (5:2), ChCI-Gly (1:2), ChCI-Gly (1:1), ChCI-Gly (3:2), ChCI-Ure (1:2), ChCl-
EG (1:2), Fru-Suk (1:1) ve Pro-Glu (5:3) DES’leri arasindan ChCI-Gly (1:2), bu
ortamda yiiksek reaksiyon hizi elde edilmesi, kolay hazirlanabilir olmasi ve biyodizel
tiretim prosesi atig1 olan gliseroliin degerlendirilebilmesi nedeniyle reaksiyon ¢oziiciisii
olarak segilmigtir. Hazirlanan ChCI-Gly (1:2) i¢in yogunluk, elektriksel iletkenlik ve
viskozite degerleri sirasiyla 1.181 g/mL, 1.189 mS/cm ve 351 cP bulunmustur ve bu

degerler literatiir ile uyumludur.

Enzimatik tepkimelerde kullanilan ¢dziiciilerin enzimi aktive veya inhibe etmelerinin
s6z konusu olmasi nedeniyle ChCI-Gly (1:2)’de Novozyme 435 lipaz aktivitesine
bakilmis ve bu DES varliginda aktivitenin yaklasik ti¢ Kat arttig1 belirlenmistir. Buna
karsin, reaksiyon ortaminda enzim aktivitesi diismektedir. Bunun sebebi, reaksiyon
girdileri laktik asit ve etanoliin enzim aktivitesini inhibe etmesidir. Ancak ortamda

bulunan ChCI-Gly (1:2)lin ozellikle laktik asitin inhibisyon etkisi azalttig
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belirlenmigstir. Bu nedenle, ¢oziiciisiiz ortam yerine DES kullanilarak daha yiiksek
enzim aktivitesinde calisilmasi hedeflenmistir. Benzer sekilde yapilan karsilastirma
deneylerinde organik c¢oziicii t-biitanolde lipaz aktivitesinin yaklasik iki kat arttigi,

ancak laktik asit ve etanol igeren t-biitanol ortaminda azaldig1 gériilmiistiir.

Enzimlerin aktivite gosterebilmeleri icin yapilarina bagli az miktarda suya ihtiyaclar
vardir. Bu nedenle, oncelikle DES ortaminda gergeklestirilen tepkimelerde baslangigta
ortama eklenecek su miktarmin etkisi arastirilmistir. Ancak esterlesme tepkimelerinde
bir iriiniin de su olmasi1 nedeniyle ortamin su igerigi reaksiyon hizin1 énemli oranda
etkilemektedir (Ulger ve Takag 2017). DES:su ikili karisimindaki su iceriginin % 20’ye
cikarilmasi ile etil laktat iiretimi neredeyse gerceklesmemistir. Hazirlanan DES

ortamindaki su igerigi i¢in en uygun deger % 10 (h/h) bulunmustur.

Reaksiyon girdileri laktik asit ve etanol i¢in optimum degerler sirasiyla 3 M ve 5 M
bulunmusgtur. Laktik asitin asitliginin yiiksek olmasi nedeniyle reaksiyon, enzim
katalizorliigiiniin yan1 sira otokatalitik olarak da gergeklesmektedir. Bu nedenle laktik
asit derisimi artmasi ile reaksiyon hizi artmistir. Calisilan derisim araliginda (0.5-3 M)
laktik asit inhibisyonu goriilmemistir. Etanol derisiminin artmasi ile (3-6 M) ise
reaksiyon hizinda biraz da olsa diisme olmustur; yiiksek derisimde (6 M) etanol

inhibisyonu gozlenmistir.

Enzimatik tepkimelerde enzim derisiminin artmasi ile reaksiyon hizi artmakta ancak
yiiksek derisimlerde substrat ile doygunluga eristigi i¢in artis sirmemektedir. Incelenen
tepkimede, baslangi¢ reaksiyon hizinin 30 mg/mL enzim derisiminden sonra 6nemli bir

degisim gostermedigi goriilmiistiir.

Reaksiyon hizini etkileyen en 6nemli parametrelerden biri olan sicakliginin esterlesme
hizina etkisi 50 °C’ye kadar artis sonrasinda azalma seklinde olmustur. Biyokatalizor
lipazin  protein  yapisinin  50-60°C’den  sonra  bozunmasi  nedeniyle

(https://www.strem.com 2018f) bu sekilde bir degisim elde edilmistir.
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Laktik asitin etanol ile enzimatik esterlesme reaksiyonunda incelenen bir diger
parametre karigtirma hizidir. Karistirma hizi artmasi ile konvektif kiitle aktarim
kisitlamalarinin Oniine gegilmesi nedeniyle reaksiyon hizinda artis beklenen durumdur.
Calismada da karistirma hizinin artmasi ile reaksiyon hizi artmig ve 200 rpm degerinde

calisilmasi uygun bulunmustur.

ChCI-Gly (1:2) ortaminda gergeklestirilen enzimatik esterlesme reaksiyonunda dis
yayinim ve i¢ yaymim etkileri incelenmistir. Calisilan 200 rpm karistirma hizinda dis
yaymmm direnci olmadig belirlenmistir. I¢ yaymmm etkisi ise enzim derisimi ile
baslangi¢ reaksiyon hizindaki degisim izlenerek ve Gozlenen Thiele Modiilii

hesaplanarak incelenmis ve ¢alisma kosullarinda i¢ yayinim direnci de goriilmemistir.

Tepkime kinetiginin ¢ift substratli esterlesme ve transesterlesme tepkimeleri i¢in gecerli
olan Ping-Pong Bi-Bi mekanizmasina uydugu varsayilmistir. Kinetik model olarak -
etanoliin substrat inhibisyonuna neden oldugu deneysel olarak belirlendigi igin- tek
substrat inhibisyonlu Ping-Pong Bi-Bi modeli onerilmis ve kinetik model katsayilari
belirlenmigtir. Tepkime i¢in sicaklik ile baslangic reaksiyon hizi degisimi verileri

kullanarak aktivasyon enerjisi 43.28 kJ/mol olarak hesaplanmustir.

Sonug olarak, Novozym 435 biyokatalizorliigiinde ChCl:Gly (1:2) ortaminda etil alkat
iiretiminde en uygun oldugu belirlenen kosullarda (DES su igerigi %10, laktik asit ve
etanol derisimleri sirasiyla 3 ve 5 M, enzim derisimi 30 mg/ml, sicaklik 50 °C ve
karistirma hiz1 200 rpm) elde edilen baslangic¢ reaksiyon hizi 13.81 umol/gdk, doniisiim
% 29.47 ve verim % 28.68dir.

Literatiirde etil laktat iiretimi {izerine yapilan ¢alismalarda elde edilen doniisim
degerleri genis bir aralikta degismektedir. Amberlyst 15 katalizorliigiinde ¢oziiciisiiz
ortamda gercgeklestirilen calismalardan birinde % 25 (Zhang vd. 2004) ve % 35
(Delgado vd. 2007) doniistime ulasilirken bir baska calismada % 80 (Asthana vd. 2006)
dontisiim elde edilmistir. Coziiciisiiz ortamda Amberlyst 15 katalizorliigiinde membran
reaktorde gergeklestirilen esterlesme reaksiyonunda ise % 80-100 (Tanaka vd. 2002,

Delgado vd. 2010) arasinda doniisiim elde edilmistir. Lipaz enziminin katalizor olarak
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kullanildig1 ve t-biitanol ortaminda gergeklestirilen iki ¢alismada Huang vd. (2009) %
77.1, Sun vd. (2010) % 24.12 etil laktat verimine ulasmiglardir. Bu ¢alismada ise, lipaz
enzimi katalizorliigiinde derin 6tektik ¢oziicii ortaminda elde edilen doniisiim ve verim
degerleri % 29.48 ve % 28.68°dir. Literatiirde, laktik asitin etanol ile esterlesme
reaksiyonu sonucu etil laktat tiretimi i¢in denge doniisiimii In(K) = 2.9625- 515.13/T(K)
esitligi ile tanimlanmistir (Pereira vd. 2011). Buna goére 50 °C sicaklikta denge
dontistimii % 74’dir. Calismada denge donlistimiine ulasilamamis olsa da literatiir ile

kiyaslandiginda elde edilen sonuglar umut vadedicidir ve iyilestirilebilir.

Termodinamik denge kisitlamasi olan laktik asitin etanol ile esterlesme tepkimesinde
denge doniisiimii asilmak istenmektedir. Literatiirde ve endiistride denge doniisiimiiniin
asilmasi igin reaktif distilasyon, ekstraktif reaksiyon ve membran reaktor sistemleri gibi
hibrit sistemler kullanilmaktadir. Bu ¢alismada, fazla enerji gereksinimi ve maliyeti
nedeniyle tercih edilmeyen reeaktif distilasyon ve membran reaktorlerlere alternatif

olarak ekstraktif reaksiyon sistemi ile etil laktat tiretimi de denenmistir.

Ekstraksiyon faz1 olarak kullanilacak c¢oziicii, hidrofob DES’ler ve biyog¢oziiciiler
arasindan, triin etil laktatin ¢oziindiigii ancak girdilerin ¢oziinmedigi bir ¢oziicii
arastirlarak secilmeye calisilmistir. Incelenen hidrofob ¢oziiciiler arasindan aycicek
yag1 metil esteri, laktik asiti de ekstrakte etmesine karsin etil laktat1 en fazla ekstrakte
ettigl icin ekstraktif reaksiyonda (iki fazli sistem) kullanilmistir. Reaksiyon siiresince
etil laktatin aygicek yagi metil esteri fazina gectigi goriilmiis; ancak ekstraktif reaksiyon
ile tek fazda ulasilan doniisiim degerinin iizerine ¢ikilamamistir. Ekstraksiyon fazi
olarak karsilastirma amaciyla organik ¢6ziicli hekzan da denenmis; ancak hekzanin yesil
¢oziicii ay¢icek yagi metil esterine gore onemli bir stiinliigi goriillmemistir. Her iki
¢oziicii kullanildiginda da karsilagilan problem, reaksiyon siiresince girdi etanoliin

hidrofobik ekstraksiyon fazina yavas da olsa gegisidir.

Ekstraktif reaksiyon sisteminde reaksiyonlar tek bir kosulda gergeklestirilmistir. Daha
iyi  sonuglar elde edilebilmesi igin ekstraksiyon kosullarimin  gelistirilmesi
gerekmektedir. Ekstraktif reaksiyon sisteminde daha uygun bir ekstraksiyon ¢oziiciisii

bulunmasi, ekstraksiyon fazi hacminin degistirilmesi, uygun bir reaktdrde karistirma
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hizinin artirilmast gibi parametreler ile ekstraksiyon hizi arttirilabilir. Bu g¢alismada,
ekstraktif reaksiyon i¢in 6n bulgular elde edilmistir. Ektraksiyon hizinin reaksiyon
hizindan yiiksek oldugu kosullarin bulunmas: ile istenilen daha yiiksek dontisiimlere

ulasilabilecektir.

Gergeklestirilen yiiksek lisans calismasinda, son yillarda enzimatik tepkimelerde
organik c¢oziiciilere alternatif olarak oOnerilen derin otektik c¢oziiclilerin etil laktat
tretiminde kullanimi arastirilmistir. Kullanim alani giderek artan ve yesil ¢oziici
sinifina dahil etil laktat iretiminin yesil prosesler uygulanarak gerceklestirilmesi
onemlidir. Etil laktat iretiminin lipaz katalizorliigiinde ve derin otektik c¢oziicii
ortaminda gergeklestirildigi calismada, doniisim ve verimin arttirilmasi, tepkime
sliresinin kisaltilmasi ve biiyiik 6l¢ekli iiretimin gergeklestirilmesi igin ileri ¢alismalar
gerekmektedir. Ekstraktif reaksiyon ile yapilan 6n ¢alismalar gelistirilerek biiyiik 6l¢ekli

ekstraktif reaktor tasarimi Onerilmektedir.
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EK 1 Calismada Kullanilan Cihaz ve Modelleri

Cihaz

Model

Calkalamali hava banyosu
HPLC cihaz1

Iletkenlik cihazi

pH metre

PVDF membran

Saf su cihazi

Stizme diizenegi

Terazi

Utrasonik banyo
Viskozimetre

Edmund Biihler TH 30, Shel Lab S16R2
Waters Alliance 2695

Radiometer loncheck65

Sartorius PP25

Millipore Durapore

Millipore MilliQ Gradient

Millipore

Mettler Toledo

Elma S 30 H

Fungilab Smart Series
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EK 2 Calismada Kullamilan Kimyasal ve Biyokimyasal Maddeler

Kimyasal Firma Katalog No
Aliquat 336 Sigma Aldrich 205613
Asetonitril Sigma Aldrich 1.000.302.500
t-Biitanol Merck 1.096.290.500
Dekanoik asit Sigma Aldrich C1875
1-Dodekanol Sigma Aldrich 126799
Etanol Isolab 9.200.262.500
Etil laktat Aldrich E34102
Etilen glikol Merck 1.009.492.500
o-Fosforik asit Riedel de Haen 4107
D-(-)-Fruktoz Merck 104.007
D-(+)-Galaktoz Merck 104.062
Gliseril trioktanoat Sigma Aldrich 9126

Gliseril trioleat Sigma Aldrich 7752

Gliserol Sigma Aldrich Gbh516
D-(+)-Glukoz Applichem A3666
Hekzan Merck 1.043.912.500
Kolin klorir Sigma C1879
D-(+)-Ksiloz Merck 10.868.901
L-Laktik asit Sigma Aldrich 27714
Lidokain Sigma Aldrich L7757

Maltoz Merck 1.0591
DL-Mentol Sigma Aldrich W266507
Metanol Merck 1.060.072.500
Oktanoik asit Sigma Aldrich C2875
Palmitik asit Sigma Aldrich P5585
Potasyum hidroksit Merck 105012
L-Proline Sigma P0380

Sitrik asit Merck 1.002.425.000
D-(+)-Sukroz Applichem A2211

Ure Merck 1.084.871.000
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EK 3 Laktik Asit, Etil Laktat ve Oligomerlerinin HPLC Kromotogramlar:

Esterlesme tepkimesindeki girdi laktik asit ve iiriin etil laktat ile oligomerlerinin kalitatif

analizi, Bolim 3.2.4.1’de yer alan ¢izelge 3.4°deki kosullarda HPLC cihazinda

yapilmistir. Laktik asit ve molekiil agirliklarina gore tahmin edilen laktik asit

oligomerleri ile etil laktata ait HPLC kromotogramlari sirasiyla sekil 1-2’de verilmistir.

0.20+
Laktik asit monomeri
045+
=010 Oligomer |
005 3 .
< S Oligomer Il
0.00+ M f
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Minutes
Sekil 1 Laktik asit i¢in yapilan kalitatif analizin HPLC kromotogrami
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2 010
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0w e
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Minutes

Sekil 2 Etil laktat i¢in yapilan kalitatif analizin HPLC kromotogrami
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EK 4 Reaksiyon Ortamimmin HPLC Kromotogram

Laktik asitin etanol ile esterlesme reaksiyonunun lipaz enzimi katalizorliigiinde ve
ChCI-Gly (1:2):su (% 10 (h/h)) ikili karsimindaki reaksiyon ortaminin t=0 ve 72. saat
orneklerine ait HPLC kromotogramlar1 sirasiyla sekil 1-2’de verilmistir. Tepkime
baslamadan ortamda yalnizca laktik asit ve oligomerlerinin oldugu, 72 saat sonunda etil

laktat olustugu gosteren pik goriilmektedir.

—> Laktik asit monomeri

—>Oligomer |

—> Oligomer 11

S L e L L e B e e B B o B s L B L e B B S
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00 17.00 18.00 19.00 20.00
Minutes

Sekil 1 ChCl-Gly (1:2):su ikili karisiminda laktik asitin etanol ile lipaz enzimi katalizli
esterlesme tepkimesinin t=0 saat drnegine ait HPLC kromotogrami

(CA0:3 M, Cgo=5 M, Cgs=30 mg/mL, V=10 mL, T=50 OC)

Laktik asit monomeri
Oligomer |
—> Etil laktat

—> Oligomer Il

L L e e e L e L B B B e U B
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00 17.00 18.00 19.00 20.0C
Minutes

Sekil 2 ChCl1-Gly (1:2):su ikili karisiminda laktik asitin etanol ile lipaz enzimi katalizli
esterlesme tepkimesinin t=72 saat 6rnegine ait HPLC kromotogrami

(CAO:3 M, CBOZS M, CE0:30 mg/mL, VTZIO mL, T=50 OC)
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EK 5 Laktik Asit ve Etil Laktatin Kantitatif HPLC Analizleri

HPLC cihazinda yapilan analizler sonucunda laktik asit ve etil laktata ait pik
alanlarindan derisim degerlerine gegmek amaci ile sekil 1-2’de verilen kalibrasyon
grafikleri hazirlanmistir. ChCl-Gly (1:2):su ikili karistminda farkli derigimlerde
hazirlanan laktik asit (0.5-3.0 mol/L) ve etil laktat (1.0-6.0 mg/mL) Boliim 3.2.4.1°de
yer alan ¢izelge 3.2°deki HPLC kosullarinda analiz edilmistir. Her 6rnek derigimine
kars1 analizlerde HPLC analizinde elde edilen pik alanlar grafige gecirilmis ve
noktalara uyan dogru ¢izilmistir. Dogrularin egimi, HPLC analizlerinde elde edilen pik
alanlarindan laktik asit ve etil laktatin reaksiyon ortamindaki derisim degerlerine

geemek i¢in kullanilmgtr.
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Laktik asit derisimi, M

Sekil 1 ChCI-Gly (1:2) DES’inde laktik asitin kantitatif HPLC analizi i¢in kullanilan

kalibrasyon grafigi
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Etil laktat derisimi, mg/mL

Sekil 2 ChCI-Gly (1:2) DES’inde etil laktatin kantitatif HPLC analizi i¢in kullanilan
kalibrasyon grafigi
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EK 6 HPLC Analizlerinin Dogrulugu ve Tekrarlanabilirligi

HPLC’de gerceklestirilen kantitatif analizlerin dogrulugunun ve tekraralanabilirliginin
belirlenmesi amaciyla laktik asit ve etil laktat ¢ozeltileri (ChCl-Gly (1:2)’de) HPLC’de
5 kez analiz edilmistir. Analiz sonucunda elde edilen piklerin alanlarindan laktik asit ve
etil laktat i¢in standart sapma degerleri hesaplanmistir. Standart sapma degerleri Esitlik

6.1 kullanilarak hesaplanmuistir.

S = ’Z(xi_xort)z 6-1
n—1

Burada;
S Standart sapma
X; Ornege ait deger
Xort Orneklere ait ortalama deger
n Ornek sayisi
dir.

Cizelge EK 6.1 ve 6.2°de sirasiyla laktik asit ve etil laktat 6rneklerine ait alan degerleri,
ortalama degerleri ve farklarinin karesi verilmistir. Standart sapma degerleri laktik asit
ve etil laktat i¢in sirasiyla 15998.1 ve 32206.6 olarak hesaplanmigtir. Standart sapma
degerleri, pik alanlarmin ortalamasimin sirasiyla % 0.28 ve 0.66’smna karsilik

gelmektedir.

Cizelge 1 Kantitatif HPLC analizinde laktik asite ait standart sapma hesabinda
kullanilan veriler

Xi Xi — Xort (xi — xort)z
5747456 7105.4 50486709.16
5761283 20932.4 438165369.8
5744448 4097.4 16788686.76
5725279 -15071.6 227153126.6
5723287 -17063.6 291166445
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Cizelge 2 Kantitatif HPLC analizinde etil laktata ait standart sapma hesabinda
kullanilan veriler

Xi Xi — Xort (xi — xort)z
4800713 -48364.6 2339134533
4835078 -13999.6 195988800
4856756 7678.4 58957826.6
4870956 21878.4 478664387
4881885 32807.4 1076325495
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EK 7 En Uygun Kosullarda Gerceklestirilen Laktik Asitin Etanol ile Lipaz
Katalizli Esterlesme Reaksiyonunun Dogrulugu ve Tekrarlanabilirligi

ChCI-Gly (1:2): su ikili karisiminda laktik asitin etanol ile Novozym 435 lipaz enzimi
katalizli esterlesme reaksiyonunun dogrulugu ve tekrarlanabilirligini belirlemek igin, en
uygun kosullarda 3 kez tekrar edilmistir. Elde edilen donilisiim degerlerinin standart
sapma degerleri hesaplanmistir. Cizelge 1°deki veriler ile standart sapma degeri 1.89
olarak hesaplanmistir. Bu deger, doniisiimlerin ortalama degerinin % 6.85’ine karsilik

gelmektedir.

Cizelge 1 En uygun kosullardaki esterlesme reaksiyonunun 72 saat sonunda elde edilen
doniisiim verilerinin standart sapma hesabinda kullanilan verileri

Xi Xi — Xort (xi — xort)z
29.47 1.8448 3.4033
25.69 -1.9362 3.7489
27.71 0.0914 0.0084
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