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Bu calismanin amaci, genelde sulu ortamda yapilan biyokatalizlemenin organik
¢6zicl ortamlarinda kullanilabilirliginin arastiriimasidir. Tutuklanmis bir lipaz olan
Novozym 435 ile cahsiimistir. Model substrat olarak bir trigliserit olan tribGtirin
secilmistir. Novozym 435 ile tribGtirin hidrolizi ve trib0tirinin transesterlesme ve
interesterlesme tepkimeleri incelenmistir.

Hidroliz kisminda, tribGtirinin suda ¢6zunlr halde ve emdilsiyon halinde hidrolizi
incelenmis, optimum pH, 7.0, optimum sicaklik, 50 °C, optimum karistirma hizi,
300 rpm, optimum enzim derisimi, 100 mg tutuklanmis enzim/30 mL tepkime
hacmi olarak belirlenmistir. Enzim aktivitesi, tribdtirinin hem ¢dzintr halde hem de
emdlsiyon halinde oldugu durumda, Michaelis&Menten kinetigine uygun davranis
gbstermig, Michaelis&Menten parametreleri, Vi, 0.425 pmol BA/(mg E.dak), Ky,
ise, 15.736 mM olarak saptanmistir. Novozym 435 in igletme kararhligini
incelemek igin tutuklanmis enzim tepkime sonrasi stzlllp tekrar ayni tepkime
sartlarinda kullaniimig, enzim aktivitesi 6 kullanim sonrasinda yaklasik % 60
oraninda dusmustar. Hidroliz tepkimesi ortamina katilan organik ¢o6zUculerin
hidroliz hizini disirdigu tespit edilmistir. Ancak, hidrofobiklik ile hidroliz hizi
arasinda dogrudan bir baglanti kurulamamistir.

TribGtirinin - metanol ile transesterlesme ve metil asetat ile interesterlesme
tepkimesi ayni anda gerceklestiriimis ve metanol ile beraber metil asetat
kullaniminin yararlari arastiriimistir. % 100 fazla miktarda (1:6 mol oraninda)
metanol-metil asetat karisimi kullaniminin enzim aktivitesinde negatif bir etki
yapmadigi gorulmuasttr. Tribdtirin - derigimi  arttikga baslangic tepkime hizi
azalmistir. Dolayisiyla tribOtirin ylksek derisimlerde inhibisyona neden olmaktadir.
Tributirin  derisimi, sitokiyometrik oranin (1:3 mol orani) Gzerinde kullanildigdi
durumda, enzim aktivitesini distrmektedir. Tribtirin ve metanol-metil asetat igin
Michaelis-Menten sabitleri (Ky) sirasiyla 0.1 M ve 50 M olarak hesaplanmis,
tribGtirinin - yan yangmali substrat inhibisyonu vyaptidi belirlenerek, tribGtirin

inhibisyon sabiti, Ks;, 22.42 M olarak bulunmustur. Deneysel veriler substrat



inhibisyonlu ping-pong bi-bi mekanizmasi sonucunda c¢ikarilan kinetik modelle
uyum gOstermektedir. Yari-surekli sistemde akiskan yatakta disik enzim
yuzdesiyle (% 1) % 90’ lara varan dénusumler goézlenmigtir. Akis hizi arttik¢a

dénisim azalmistir.

Anahtar kelimeler : Lipaz, hidroliz, transesterlesme (transesterifikasyon), organik
¢6zicl, ping-pong bi-bi mekanizmasi.
Danigman : Prof. Dr. Arif Caglar, Bilkent Universitesi, Egitim Fakdltesi



AN INVESTIGATION OF ENZYMATIC SYNTHESIS IN ORGANIC SOLVENT
MEDIA USING MODEL SYSTEMS

Burak Veli KABASAKAL
ABSTRACT

The aim of this study is to investigate the applicability of biocatalysis in organic
solvent media rather than aqueous media. An immobilized lipase, Novozym 435,
and a triglyceride, tributyrin as a model substrate were used. Tributyrin hydrolysis
and transesterification / interesterification reactions by Novozym 435 were
investigated.

Hydrolysis reactions for both solution and emulsion of tributyrin were observed,
and optimum pH, 7.0, optimum temperature, 50 °C, optimum mixing rate, 300 rpm,
optimum enzyme concentration, 100 mg immobilized enzyme/30 mL were
determined. The enzyme activity obeyed the Michaelis&Menten kinetics for both
the solution and emulsion systems. Michaelis&Menten parameters were
determined as, Vi, 0.425 pmol BA/(mg E.min), Ky, 15.736 mM. The operational
stability of Novozym 435 was investigated, and the enzyme activity decreased by
60 % after 6 batch uses. The organic solvents added to the reaction media
decreased the hydrolysis rate. However, there is no correlation between the
hidrophobicity of organic solvents and hydrolysis rate.

Transesterification reaction by methanol and interesterification reaction by methyl
acetate were performed simultaneously, and the advantages of using methyl
acetate with methanol were investigated. It was observed that 100 % excess
amount (1:6 mole ratio) of methanol-methyl acetate makes no negative effect on
the enzyme activity. The initial reaction rate decreases as the tributyrin
concentration increases. Consequently, tributyrin causes an inhibition at high
concentrations. When the tributyrin concentration was used above the
sitoichiometric ratio (1:3 mole ratio), it decreased the activity of enzyme. Michaelis-
Menten parameters (Km) for tributyrin, and methanol-methyl acetate were
calculated as 0.1 M and 50 M, respectively. Uncompetitive substrate inhibition
constant for tributyrin was determined as 22.42 M. Experimental results were
found to correlate well with the results of kinetic model according to the ping-pong

bi-bi mechanism. High conversions up to 90 % were observed in semi-continuous



fluidized bed with low enzyme levels (1 %). Conversions decreased with

increasing flow rates. Conversions decreased with increasing flow rates.

Key words : Lipase, hidrolysis, transesterification, organic solvent, ping-pong bi-
bi mechanism.
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1. GiRiS

Normal ¢evre kosullarinda yurutilen tepkimelerde sergiledikleri Gstin segicilikleri
ve yiuksek katalizleme hizlari nedeniyle enzimlerin biyoteknoloji ve biyoproses
endustrilerinde énemli bir yeri vardir. Bununla birlikte, sanayide ve diger alanlarda
daha yaygin uygulanabilmeleri icin enzimlerin hem sentez hem de Uretim icin
uygun ortamlarda ve daha genis aralikta iglevlerini yerine getirebilmeleri gerekir.
Enzimlerin organik ¢ézici ortaminda kullaniimasi geleneksel olarak sulu ortamda
yapilan biyokataliziemenin daha blylk bir aralikta gerceklesmesini saglayacaktir.
Enzimler organik ¢ozlcllerde etkin olarak islevlerini yerine getirirse de bu
ortamlardaki tepkime hizlarn olduk¢a dusuktdr. Ayrica, enzimlerin etkinlikleri
organik cozlculerde genel olarak yetersizdir ve bu énemli kisitlama nedeniyle
enzimlerin sentezlerde ve ticari uygulamalarda (6zellikle de buyutk o6lcekli Gretim
kosullarinda) kullanimini blyUk oranda sinirlamaktadir.

Tepkime hizi ve enzimlerin igletme kararligi Gzerindeki en buyuk etkenler arasinda
ortamda bulunan ¢ézuicinun nitelidi, substratin tiri ve enzimin fiziksel ve kimyasal
durumu (serbest veya kati bir destege tutumlu olmasi) sayilabilir. Bu amagla,
susuz ortamlarda ydritilen enzimlerle yapilan kataliziemeleri etkileyen
degiskenlerin saptanmasi oldukga Onemlidir. Enzimlerin katalizleyici etkinligini
organik ¢dzuculer icinde incelemeyi ve temel parametreleri saptamayi hedefleyen
arastirmalara olan blyUk ihtiya¢c nedeniyle burada yapilan tez c¢aligmasinin
kUcukte olsa bir katkisi olacaktir.

Enzim katalizleme normalde sulu ortamda gerceklesir. Ancak, organik ¢c6zlcU
ortaminda hidroliz enzimleri sentez igin de kullanilabilir; ¢cinkd suyun kisith oldugu
ortamlarda tepkime ters yoénde ilerler.

Bu halde sentezde kullanilacak olan substratlarin belirlenmesi ve enzimin
aktivitesini digUrmeyecek, hatta artiracak kosullarin organik ortamda saglanip
saglanamayacaginin tespit edilmesi icin uygun substrat ve ¢6ziclU alternatifleri
secilmelidir.

Lipaz enzimi, genellikle yagd asitleri ile alkollerin sentezini katalizleyerek degisik
lipid ve lipid tlrevleri elde etmede kullanilir. Transesterlesme tepkimesi gerek
cesitli organik sentezlerde gerekse biyodizel amacli hammaddelerin Gretilmesinde

kullanilabilecektir.



Bu tir enzimleri kullanarak uygun dénustirme ve sentez proseslerinin geligtiriimesi
icin laboratuarda incelenmesi kolay model sistemler ve bu model sistemlerin
incelenmesi sonucunda biyoreaktér tasarimi icin gerekli parametrelerin
belirlenmesi ve nihai amag¢ olarak da bunlarin optimize edilmesi Uzerinde
durulacakiir.

Bu calismada, tutuklanmig bir lipaz olan Novozym 435 araciligiyla yaglarin
hidrolizi ve transesterlesme tepkimeleri incelenecektir. Model substrat olarak bir
trigliserit olan trib0tirin secilmigtir.

Tributirin hidrolizi, ¢dzelti ve emulsiyon ortaminda incelenip proses parametreleri
optimize edilecektir. Bu amagla, en yiksek hidroliz hizinin géraldigu, optimum pH,
sicaklik, karistirma hizi ve enzim derisimi belirlenecektir. TribGtirin hidrolizi kinetik
parametreleri, Michaelis-Menten sabitleri, tespit edilecektir. Ayrica, organik
¢bzicullerin hidroliz hizi Gzerindeki etkileri arastirilacaktir.

Yapilan c¢alismalarda, yaglarin metanol ile transesterlesme tepkimelerinde
(metanoliz), karsilasilan baslica problemler, metanol inhibisyonu ve olusan
gliserinin enzim ylzeyinde birikmesinden kaynaklanan aktivite kaybidir. Bu
calismada, metanol inhibisyonunun ve gliserinden dolayr aktivite kaybinin
olmadigi, az miktarda enzimle kisa sUrede yuksek metil ester veriminin elde
edildigi, ayirma ve saflagtirma iglemlerinin en aza indirgendigi bir tepkime sistemi
Onerilecektir.

TribGtirinin metanol ile transesterlesme tepkimesi, optimize edilecek, karistirma
hizinin etkisi, substrat derisiminin etkisi, Michaelis-Menten sabitleri ve inhibisyon
olup olmadidi kesikli sistemde yapilan deneyler sonucunda tespit edilecektir.
Transesterlesme tepkimeleri deney sonuglarina dayal kinetik model 6nerilecek,
kesikli sistemde elde edilecek veriler 1s1§inda tepkimenin slrekli sistemde
uygulanabilirliginin arastiriimasi amaciyla yari-strekli akiskan yatakta tepkimeler

izlenecektir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Enzimler

Enzimler doganin katalizérleri olarak distnUlmektedir. GUnimuzde birgok enzim
biyolojik malzemelerin fermantasyonu ile Uretilip farkli substrat 6zgulligd olan
binlerce enzim bilinmektedir; fakat bunlardan ¢ok azi saf halde elde edilip kristalize
edilmigtir.

Enzimlerin sagladigi yararlar, substrat 6zgulligt, ihmh reaksiyon kosullari ve
disuUk proses atigidir. Bu, dogru enzimin segilmesiyle hangi Urlnlerin Uretilecegini
kontrol ederek ve istenmeyen yan reaksiyonlari en aza indirerek mimkuan olabilir.
Mikroorganizma kaynakli enzimler, uygulama alanlari, yiksek verimlilikleri, genetik
degisime gosterdikleri uyum ve mikroorganizmalarin ucuz besi ortamlarinda hizli
blyldmesi gibi 6zelliklerinden dolay! bitkisel ve hayvansal kaynakli enzimlerden
daha kullaniglidir.

Dinyadaki mikroorganizmalarin sadece yaklagsik % 2’ si enzim kaynagi olarak
degerlendirilmektedir. Bakteri turleri, ylksek aktivite sergilemeleri, nétr veya alkali
pH’ larda Uremeleri ve sicakliga dayanikli olmalari nedeniyle daha ¢ok tercih
edilmektedir (Hasan et al., 2006).

Enzimlerin yapisinda bilesimi ve iglevi farkli olan iki kisim bulunur. Protein
yapisinda olan kisma apoenzim, protein yapisinda olmayan kisma kofaktér veya
koenzim denir. Bu tlr enzimlere toplamda haloenzim adi verilir. Enzimin 6zelligini
ve substrat 6zgulligind saglayan kisim apoenzimdir. Apoenzimler yalniz basina
katalitik aktivite gdstermezler. Apoenzime katalitik aktivite 6zelligini veren kisim
kofaktordar.

Enzimler kullanildiklari substratin veya katalize ettikleri reaksiyonun tipine gore
adlandiriimaktadir. Ornegin, ureaz ve alkol dehidrojenaz.

Enzimler genel olarak 6 sinifa ayriimaktadir:
1. Oksidorediktazlar

2. Transferazlar

3. Hidrolazlar

4. Liyazlar



5. izomerazlar

6. Ligazlar

(Shuler and Kargi, 2002)

2.2. Lipaz

Trigliseritleri hidroliz eden enzimler 300" U askin yildir calisiimakla beraber

lipazlarin yaglarin hidrolizini ve esterlerin sentezini katalize ettigi yaklasik 70 yil

6nce kabul gérmuUstdr.

Lipazlar, kaynaklari (bakteri, mantar, memeli hicresi), 6zellikleri ve katalize ettigi

reaksiyon tipine (hidroliz veya sentez) bagli olarak birbirlerinden ayrilirlar. Lipaz

Ureten mikroorganizmalardan bazilari asagida verilmistir;

Bacillus sp.

Bacillus subtilis

Bacillus thermoleovorans
Bacillus thermocatenulatus
Bacillus coagulans
Pseudomonas sp.
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas fragi
Enterococcus faecalis
LactoBacillus plantarum
Staphylococcus haemolyticus
Staphylococcus aureus
Staphylococcus xylosus
Penicillium cyclopium
Penicillium simplicissimum

Aspergillus niger

Aspergillus oryzae
Botrytis cinerea
Chromobacterium viscosum
Streptomyces flavogriseus
Trichosporon asteroides
Trichosporon laibacchii
Rhizopus sp.

Rhizomucor miehei
Geotrichum candidum
Pichia burtonii

Candida cylidracae
Acinetobacter sp.

Fusarium solani



Sinai 6nem tagiyan ve yaglardan kimyasal proseslerle imal edilen bazi
kimyasallar, ilimli kogullarda daha hizli ve saf olarak lipaz yardimiyla Uretilebilir.
Ayrica lipazla gida katki maddeleri ile saf ve pahali kimyasallarin Gretimi de
yapiimaktadir.

Bakteri kaynakli lipazlar, asagidaki fizyolojik ve fiziksel Ozelliklerinden dolayi
kullanighdir;

e Fazla miktarda saflastiriimig lipaz mevcuttur.

e Bakteri kaynakli lipazlar genellikle hayvansal veya bitkisel kaynakli
lipazlara gére daha kararhdir.

e Lipazlar oda sicakhgdinda aktiftir; béylece normal sartlarda yiksek sicaklik
ve basinglarda yudritiimesi gereken tepkimeler igcin harcanan ener;ji
ortadan kalkmig olur. Ayrica yiksek sicaklik ve basingta kararsiz

reaktantlarin ve GrUnlerin zarar gérmesi engellenir.

e Termofilik mikroorganizmalarin ve enzimlerin yiksek sicaklikta ve
elverigssiz kimyasal ortamlarda kararli olmalari sinai uygulamalarda

kullanimlari agisindan faydahdir.

e Enzimlerin 6zgulligu sayesinde normalde ¢ikis akiminda goérllen yan

UrGnler en aza indirilir.

e Enzimlerin kullanimiyla yan reaksiyonlarin ve reaksiyon sonrasi ayirma

problemlerinin 6ntne gegilir.

e Lipazla katalize edilen prosesler, Urin sonrasi islemler agisindan

geleneksel proseslere gére daha verimlidir.
e Lipazlar organik ¢6zicU ortamlarinda aktifligini korur.

e Tutturulmus (immobilize) lipazlar kullanildiginda reaktor sicakh@: 70 °C’ ye
kadar ¢ikabilmekte ve reaksiyon siresince enzim aktivitesi korunmaktadir.

(Hasan et al., 2006)
2.2.1. Lipazlarin kullanim alanlari

Lipazlar karboksilik ester baglari Uzerine etki eden hidrolaz enzimlerindendir.
Lipazlarin fizyolojik roll, trigliseritleri hidroliz ederek digliserit, monogliserit, yag

asiti ve gliserine dénustirmektir. Lipazin dogal fonksiyonu olan karboksilik ester



baglarinin hidrolizine ek olarak lipazlar susuz ortamda esterlesme, interesterlesme

ve transesterlesme tepkimelerini de katalize edebilir (Houde et al., 2004)

Lipazlar yararli biyobozunur bilegiklerin Uretilmesinde biyokataliz6r olarak kullanilir.
Organik coézlcllerde ester sentezini ve transesterlesme tepkimelerini katalize
etmesi nedeniyle enzimatik biyobozunur poliester Uretimi s6z konusudur (Linko et
al., 1998).

Lipazlarin ticari olarak 6énem tasiyan kullanim alanlarindan birisi de deterjan
sanayisidir. Hidrolitik lipazlar deterjanlara katilarak distk yikama sicakliklarina
olanak tanimakla beraber deterjanlardaki kimyasallar azaltilip bunlarin yerine
biyoboyunur malzemeler kullanarak cevreye verilen zarar da en aza indiriimeye
cahsilmaktadir (lto et al., 1998).

Regiospesifik ve yag asitlerine 06zgul mikrobiyal lipazlar bitkisel yaglarin
islenmesinde 6nemli bir yere sahiptir. Ucuz yagdlar, disuk kalorili trigliseritler ve
oleik asitce zengin yaglara donusturilmektedir (Gupta et al., 2003). Kisa zincirli
yag asitlerinden ve alkollerden sentezlenen esterler ise gidalarda tat ve koku

ayarlanmasinda kullaniimaktadir (Macedo et al., 2003).

Lipazlar rasemik karigimlarin ayrilmasini saglayarak ilag hammaddeleri, zirai
kimyasallar ve pestisitler igin kiral yapilarin sentezlenmesinde kullanilabilir. Bazi
lipazlar apolar organik ¢ézlcuUlerde aktivitesini korur. Bu baglamda stereospesifik
hidroliz sonucu ortaya ¢ikan rasemik karigimlarin ayrilmasi gibi suda ¢éziinmeyen

esterlerin hidrolizinde lipazlar rol alir (Kirchner et al., 1985).

Medikal sektérde tani kiti olarak kullaniimaktadir. Lipazin varligi ya da lipaz
seviyesinin yukselmesi belirli bir enfeksiyonun veya hastaligin teshis edilmesini
saglar. Serumda bulunan ftrigliseritler enzimatik olarak gliserine ddnusturalip

kolorimetrik yontemlerle belirlenir (Lott and Lu, 1991).

Lipazlar st Grlnleri sanayisinde, 6zellikle sttteki yagin hidrolizinde, genis kullanim
alanina sahiptir. Peynir olusumunun hizlandiriimasi ve lezzetinin artirilmasi, peynir
tirevi OrOnlerin  imal edilmesi, tereyadin ve kremanin lipolizi guncel
uygulamalardandir (Hasan et al., 2006).

Aktif camurlu sistemlerde ve diger aerobik atik aritim proseslerinde havalandirilan

tanklarin yUzeyinde olusan ince yag tabakalarinin giderilmesinde lipazlar



kullaniimaktadir. Bu, oksijen aktarimina olanak taniyarak biyokitlenin yasam
kosullarini belirli bir dizeyde tutmaya yarar (Bailey and Ollis, 1986).

2.2.2. Lipazla yaglarin hidrolizi

Yaglarin hidrolizi énemli bir sinai iglemdir. Hidroliz Grtnleri olan yag asitleri ve
gliserin bircok uygulamada temel hammadde olarak kullaniimaktadir. Yag asitleri,
yag alkolleri (fatty alcohols), yag aminleri (fatty amines) ve yag esterleri (fatty
esters) gibi oleo-kimyasallarin tretiminde kullanilir. Bu oleo-kimyasallar gres yadi,
plastiklestirici ve emdulsiyonlastirici olarak ve sabun, deterjan ve hayvan yemi
imalatinda kullanilir.

Lipazlar su-yag ara yuzeyinde ¢aligir. Bu ylzden yag ile enzimin bulundugu sulu
faz arasinda yiksek ara ylzey alani saglanirsa hidroliz hizi artar. Yag sulu fazda
¢6zUnmedigi icin etkin bir kanigtirma ile emdlsiyon ortami olusturmak mimkandir
(Noor et al., 2003).

Emilsiyondaki yag-su ara ylzey alaninin artmasiyla hidroliz hizi, Michaelis-
Menten kinetigine uygun olarak artar. Emulsiyon damlacik buydkliga, Michaelis-
Menten sabiti (K,) GOzerinde etkilidir. Enzim-substrat arasindaki tepkimeler igin
Onerilen Michaelis-Menten kinetigi, substratin ¢ézinlir oldugu homojen ve kitle
aktarim kisitlamalarinin olmadidi sistemler igin gegerlidir. Bu nedenle yag-su
heterojen sistemlerinde Michaelis-Menten kinetigi farkli yorumlanmalidir. Tepkime
ara yuzeyde gercgeklestiginden Michaelis-Menten hiz bagintisindaki substrat
derisimi, enzimle etkilesebilecek ara ylzey derigimi olarak ifade edilir. Ara ylzey
derisimi ampirik esitlikler kullanilarak hesaplanir. Bu gibi sistemler i¢in belirlenen
Michaelis sabitleri gercek Ky, degerleri olmayip emdlsiyon ortami igin gecerli olan
g6rindr Kn, degerleridir (Celebi, 1980).

Sulu ve iki fazli sistemlerde yUrittlen hidroliz tepkimeleri, ters miseller, mikro-sulu
organik cozlculer ve superkritik akigkanlar gibi yeni reaksiyon ortamlarinda
gerceklestiriimeye baslanmistir. Ornegin, esterlerin hidrolizinde sitokiyometrik
oranlarda su iceren organik ¢dzucu kullanimi, hidrofobik substratlarin organik
fazdaki yuksek c¢ozinurlUkleri ve yigin organik fazda ¢6zinen tepkime drlnleri

alkol ve asitin enzim inhibisyonuna etkisinin azalmasi nedeniyle bircok yarar



saglar. Bunun yaninda asit olusumundan kaynaklanan pH distst optimum pH’ yi
etkileyecek derecede olmamaktadir (Yadav and Devi, 2004).

2.2.3. Lipazla transesterlegsme tepkimeleri

Transesterlesme tepkimesi katalizérll veya katalizérstiz olarak birincil ya da ikincil,
1 ile 8 arasinda karbon atomu iceren alifatik alkoller kullanilarak gergeklestirilir
(Demirbas, 2005).

Genel transesterlesme tepkimesi ard arda gergeklesen (¢ tersinir denklemle ifade
edilir;

Trigliserit + ROH —=*2— Dijgliserit + R,COOR
Digliserit + ROH —222— Monogliserit + R,COOR (2.1)
Monogliserit + ROH —222—~ Gliserin + R,COOR

Birinci basamak trigliseritlerin digliseritlere déndsimuddr, onu digliseritlerin
monogliseritlere ve monogliseritlerin de gliserine déndsimu takip eder. Her

basamakta bir mol gliserit basina bir mol metil ester moleklli olusur.

Transesterlesme prosesinin toplam tepkime denklemi séyledir;

CH»>-O0C-R; R1-COOR CH,-OH
C:H-ooc-R2 + 3ROH i R,-COOR  + (:DH-OH (2.2)
CH>-O0C-R3 Rs-COOR CH,-OH
Trigliserit Alkol Metil ester Gliserin

burada Rji, Rz, Rs, birbiriyle ayni veya birbirinden farkh uzun zincirli
hidrokarbonlardir (Barnwal and Sharma, 2005).

2.2.3.1. interesterlesme (interesterification) tepkimesi

Transesterlesme tepkimesinde acil (COOR) alici olarak alkol yerine ester
kullanildiginda tepkime interesterlesme ismini alir. Ornegin, Du et al. (2004), metil
ester Uretmek amaciyla soya fasulyesi yagini metanol yerine metil asetatla
dénusturmustur. Tepkime denklemi agsagidaki gibidir;



CH,-O0C-R, R-COOCH, ~ CH,-O0CCH,
CH-OOC-R, + 3CH,COOCH, —2—~ R,-COOCH, + CH-OOCCH, (2.3)
CH,-00CR, R,-COOCH, ~CH,-OOCCH,

Teorik olarak transesterlesme tepkimesi bir denge tepkimesidir. Tepkimede
yuksek miktarda metanol kullanildiginda tepkime saga dogru ilerler ve istenen
arin olan metil ester daha cok dretilir. Genellikle tepkime hizini ve verimini

artirmak igin bir katalizér kullanilir.

Tranesterlesme tepkimelerinde kullanilan alkoller birincil veya ikincil, 1 ile 8
arasinda karbon iceren alifatik alkollerdir. Bu alkollere &érnek olarak, metanol,
etanol, propanol, butanol ve amil alkol verilebilir. Bunlardan en ¢ok metanol ve
etanol kullaniimaktadir. Etanol, tarimsal kaynaklardan Uretilmesi, yenilenebilir
olmasi, ¢evreye daha az zararh olmasi gibi ézelliklerinden, metanol ise, disuk
maliyeti, fiziksel ve kimyasal 6zellikleri (polar ve en kisa zincirli alkol olmasi)
nedeniyle tercih edilmektedir. Transesterlesme tepkimesi, alkaliler, asitler veya

enzimlerle katalize edilebilir (Demirbas, 2005).

Asidik veya alkalin katalizérlerle homojen ya da heterojen katalitik proseslerde
gerceklestirilir. Sodyum ve potasyum hidroksit, ucuz ve yiksek aktivitede olmasi
sebebiyle en cok kullanilan sinai katalizérlerdir. Ote yandan, bu katalizérlerin
bitkisel yag transesterlesmesinde kullanimi, yag asitlerinin nétralizasyonu
sonucuna bagl olarak képlk olusumuna neden olur. Képik olusumu istenmeyen
bir yan reaksiyondur; cinkl kismen katalizértin tUkenmesine, metil ester veriminin
dismesine, ayrica, ayirma ve saflastirma islemlerinin zorlagsmasina yol acar. Bu
katalizérlerin geri kazanimi teknik olarak zordur ve bu, son Urine ek maliyet getirir.
Bunun disinda, katalizériin geri déntdsimundeki zorluk ve yiksek miktarlarda atik
ortaya ¢ikarmasi nedeniyle geleneksel katalizérler daha az elveriglidir (Pinto et al.,
2005).

Transesterlesme tepkimesinin suresini ve doénusimi etkileyen en 6énemli
degiskenler; tepkime sicakhgi, alkol-yag mol orani, katalizér tipi ve derigimi,
karistirma hizi, reaktantlarin safligi ve kullanilan organik ¢ézicudir (Srivastava
and Prasad, 2000).

Susuz ortamda (organik ¢ézilculler ve sUperkritik akigkanlar) lipazla katalize edilen

esterlesme ve transesterlesme tepkimeleri son on yilin blylk arastirma konusu



olmustur. Suyun olmayigi hidroliz tepkimesinin gerceklesmesini ortadan kaldirir.
Bunun yaninda, enzimin substrat 6zgulliga, regioselektivitesi ve stereoselektivitesi
tepkime ortami degistirilerek kontrol edilebilir. Lipazla katalize edilen tepkimelerde
kullanilan organik ¢6zuculer genellikle susuz olmasina ragmen az miktarda su
icerebilir (Gandhi et al., 2000).

Bircok calismada su miktarinin esterlesme ve transesterlesme tepkimesinin hizi
Uzerindeki etkisi incelenmis ve belirli su ylzdelerine kadar hizin arttigi daha sonra
bir azalsin oldugu gértlmistir. Bunun nedeni, diasik su aktivitelerinde
esterlesmenin Gstinligld séz konusuyken, su aktivitesinin artmasiyla hidroliz
tepkimesinin etkisinin daha ¢ok gérilmesidir (Dossat et al., 1999; Kaieda et al.,
2001; Yadav and Devi, 2004; Nie et al., 2006).

Tepkime ortami olarak genellikle heptan, hekzan, toluen, benzen, 1,4-dioksan,
izooktan, siklohekzan gibi hidrofobik organik ¢ézlculer kullaniimaktadir. Bunlardan
en yuksek transesterlesme veriminin elde edildigi ¢bztculer; hekzan (Dossat et al.,
1999; Fukuda et al., 2001; Soumanou and Bornscheuer, 2003; Nie et al., 2006),
heptan (Yadav and Trivedi, 2003; Yadav and Devi, 2004) ve toluen (Yadav and
Lathi, 2005) olmustur. Bunun yaninda, organik ¢6zlcl icermeyen tepkime
ortamlari da calisiimistir (Kaieda et al., 2001; Soumanou and Bornscheuer, 2003;
Du et al., 2004).

Kullanilan alkol ¢esidinin etkisi incelenirken, diz zincirli alkollerle aromatik ve
dallanmis alkollere gére daha ylksek dénistmler elde edilmis (Yadav and Trivedi,
2003), birincil alkollerin karbon sayilari arttikga metil ester déntisimi azalmis, en
yuksek verim, izoamil alkolle elde edilmistir (Nie et al., 2006).

Bilinen yararlari nedeniyle genellikle serbest enzimler yerine tutturulmus
(immobilize) ticari enzimlerle tepkimeler yurGtalmastir. En ¢ok kullanilan ticari
enzimler, Novozym 435, Lipozyme RM IM ve Lipozyme TL IM * dir. Novozym 435
en etkili enzim olarak tespit edilmistir (Fukuda et al., 2001; Yadav and Trivedi,
2003; Yadav and Devi, 2004; Yadav and Lathi, 2005).

2.2.3.2. Ping-pong bi-bi mekanizmasi

Substrat inhibisyonu olmadigr durumlarda transesterlesme tepkimesinin kinetigi
ping-pong bi-bi mekanizmasi ile ifade edilebilir (Srivastava and Prasad, 2000).
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Baslangi¢c hiz élcimlerine gbére tepkime hizi, reaktantlarin (yag ve alkol) derigimi
arttikca artar. iki substratin da inhibisyon etkisi s6z konusu degildir. Farkli
baslangi¢c B derigimleri ile 1/ry’ a kargl 1/Ao Lineweaver Burk grafikleri ¢izildiginde
paralel dogrular elde edilir (A: Yag, B: Alkol). Bu dogrularin bir kesisim noktasi
yoktur; bu nedenle seri halinde gerceklesen bir mekanizmadan bahsetmek
muimkandur. Bu mekanizmada, bir Urin ortaya ¢ikar, daha sonra diger substrat

enzime baglanir.

Baslangi¢ kosullari igin hiz denklemi asagidaki gibidir;

o _ [Ao][Bo]
f King [Ao]+Kaua [Bo ] +[Ac][Bs ]

max

(2.4)

burada ro, baslangig¢ tepkime hizi, rmax, €n yiksek tepkime hizi, [Ao], baslangi¢ yag
derisimi, [Bo], baslangi¢ alkol derisimi, Kna, yag i¢cin Michaelis sabiti, Kmg, alkol igin

Michaelis sabitidir.

Ping-pong bi-bi mekanizmasina gore, 6ncelikle yag (A) lipaza (E) baglanir ve yag-
enzim kompleksini (EA) olusturur. Daha sonra gliserin (Q) ortaya cikarak EA
kompleksi karboksilik lipaza (E1) dondsdr. Karboksilik lipazla (E1), alkol (B)
tepkimeye girerek baska bir kompleks (E1B) olusturur. Bunu metil ester (P)
olusumu ve serbest lipazin (E) tepkimeyi terk etmesi takip eder (bkz. Sekil 2.1).

A B
: ! ! :
EA J Ef E1B
Q P

Sekil 2.1. Transesterlesme tepkimesinin ping-pong bi-bi mekanizmasina gére
sematik gosterimi

DusUk A derisimlerinde, E + A <> EA tepkimesi hizi belirleyen basamaktir. B’ nin
derigsiminin artmasi, daha cok E1’ in, E1B’ ye dbnlismesine neden olur. E1
derisimindeki azalma, E1B <> E1 + B tepkimesini saga kaydirarak E1B derigiminin
dismesine, bu da EA < E1B tepkimesinin sag yonde ilerlemesine neden olur. Bu

sekilde hizi kisitlayan basamaktaki etkinin aynisi gerceklesir. Dolayisiyla, disiuk A

derigsimlerinde, B’ nin derisimdeki degdisimin hiz Gzerinde bir etkisi yoktur;
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Lineweaver Burk grafiginin egimi degismez. Bu, ping-pong bi-bi mekanizmasinin
tipik bir 6zelligidir (Yadav and Lathi, 2005).

A’ nin inhibisyonu varliginda denklem;

rro _ [A[?o][Bo] (2.5)
max KmB[Ao][1+ KO j+KmA [Bo]+[Ac][Bs]

IA

halini alir (Rizzi et al., 1992).

burada ro, baslangi¢ tepkime hizi, rmax, €n ylksek tepkime hizi, [Ao], baglangic yag
derigimi, [Bo], baglangi¢ alkol derigsimi, Kma, yag i¢in Michaelis sabiti, Kmg, alkol igin
Michaelis sabiti, Kia, A (yag) icin inhibisyon sabitidir.
Farkli baglangic A derigimleri ile 1/ry’ a karsi 1/By Lineweaver Burk grafikleri
¢izildiginde paralel dogrular elde edildiginde bu, A’ nin yari yarismal inhibisyon
yaptiginin bir géstergesidir (Yadav and Devi, 2004).

2.3. Enzim Aktivitesi ve Aktiviteyi Etkileyen Faktorler

Enzimler belirli tepkimeleri katalize ederek substratlari Grine dénUstlrirler.
Tepkime ortaminda zamanla drtn derigiminin artmasi ya da substrat derisiminin
azalmasi enzim aktivitesinin bir él¢istdur. Enzim aktivitesinin birimi olan enzim
Unitesi belirli kosullarda 1 pmol substrati, 1 dakikada drine ceviren enzim
miktaridir.

Enzim aktivitesini genel olarak sicaklik, ortam pH’ si, substrat ve enzim derigimi
etkiler. Bunun diginda GrGn derisimi, cesitli koenzim ve kofaktérlerin derigimi,

karistirma hizi ve enzimin kullanim sdresi gibi etmenler de s6z konusudur.

e Sicaklik: Kimyasal tepkimelerde oldugu gibi sicaklik enzimle katalize edilen
tepkimelerin hizini Arrhenius esitligine uygun olarak artirir. Sicaklik arttikga
molekdller arasindaki carpismalar artar ve bdylece aktivasyon enerjisini
asan molekdllerin sayisi artar. Sicaklikla enzimatik tepkime hizi bir

maksimuma ulasir. Bu nokta ayni zamanda optimum sicaklik degerine
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tekabll eder; ¢linkl bu noktadan sonra sicakligin artmasi enzimin denattire

olmasina ve tepkime hizinin digsmesine sebep olur.

e pH: Tepkime ortamindaki H* iyon derisimi, enzimin aktivitesini etkileyen bir
diger parametredir. Her enzimin aktivite gésterdigi farkh pH degerleri vardir.
En yUksek aktivitenin gézlendigi pH' ya optimum pH adi verilir. Bu pH’ nin
etrafindaki pH’ larda enzim aktivitesi daha disiktir. Enzimle katalize edilen
tepkimelerde pH'’ yi sabit tutmak i¢in tampon ¢ézeltiler kullanilir.

e Substrat derisimi: Sabit enzim derigimi igin substrat derigsimi arttik¢a

tepkime hizi belli bir substrat derisimine kadar artar ve yuksek substrat
derisimlerinde tepkime hizi daha fazla artmaz ve bir platoya erisir. Bu
noktadaki hiz degeri maksimum hiz (ry) olarak da adlandirilir. Sekil 2.2" de
substrat derisimiyle enzimatik tepkime hizinin degisimi gdésterilmektedir.
Bazi durumlarda ylksek substrat derigsimlerinde tepkime hizi azalir. Bu

durumda substrat inhibisyonu s6z konusudur.

e Enzim derisimi: Substrat derisimi kisitlayici olmadiginda enzimatik tepkime

hizi enzim derisimi ile dogru orantili olarak artar. Tutuklanmis enzim
sistemlerinde  yidksek enzim derisimlerinde dis kitle aktarim
kisitlamalarindan 6tird tepkime hizi belli bir degere kadar artar ve sabitlenir
(Bailey and Ollis, 1986).

Tepkime hizi

Imax

Substrat derisimi

Sekil 2.2. Substrat derigimi ile tepkime hizinin degisimi
2.4. Enzim Kinetigi

Enzimler substrata baglanarak ve enzim substrat kompleksi olusturarak
katalizledikleri tepkimenin aktivasyon enerjisini disurirler. Serbest enerji yukinu

ya da denge sabitini etkilemezler.
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X 1sini ve Raman spektroskopisi kullanilarak yapilan gesitli ¢calismalar enzim-
substrat (ES) kompleksinin varligini ortaya c¢ikarmistir. Ancak enzim-substrat
etkilesimi molekdiler agidan hendz tam olarak agiklanamamistir. Bu etkilesim farkl
enzim-substrat kompleksleri icin farkh olabilmektedir. Enzim ve substrati
arasindaki etkilesim genellikle zayif kuvvetlerle olmaktadir. Cogunlukla van der
Waals kuvvetleri ve hidrojen badi ES komplekslerinin olusumunu saglar. Substrat
aktif bolge olarak bilinen enzimin 6zel bir bdlgesine baglanir. Substrat bagil olarak
kUcuk bir moleklldir ve ¢ok daha blyik olan enzim molekilinde belli bir bélgeye
yapisal olarak uyar. Bu etkilesimi anlatan en basit model $ekil 2.3’ te gésterildigi

gibi, enzimi kilit, substrati anahtar olarak alan anahtar-kilit modelidir.

Tek substrat-enzim katalizli tepkimelerin kinetiginin matematiksel modeli ilk defa
V.C.R. Henri tarafindan 1902’ de ve L. Michaelis ve M.L. Menten tarafindan 1913’
te gelistirilmigtir.

Y, A
A, 7.

E + S pa— ES

Sekil 2.3. Enzim-substrat anahtar-kilit modeli

Basit enzim katalizli tepkimelerin kinetiginden genellikle Michaelis-Menten kinetigi
ya da doygunluk kinetigi olarak s6z edilir. Enzim Kkinetiginin nitel 6zellikleri
Langmuir-Hinshelwood kinetigine benzer (bkz. Sekil 2.4). Bu modeller baslangi¢
substrat ve enzim derisimlerinin bilindigi sabit sivi hacimli kesikli reaktérlerden elde
edilen veriyi temel alir. Gok substratli-cok enzimli tepkimeler gibi daha karmasik
enzim-substrat etkilesimi biyolojik sistemlerde yer almaktadir. Sabit enzim derisimli
bir ¢dzeltide substrat molekullerinin baglanabilecegdi belli sayida aktif bolge vardir.
YUksek substrat derisimlerinde, batin bu aktif boélgeler substrat molekdilleri
tarafindan tutulur ya da enzim doyurulur. Doygunluk kinetigi enzim-substrat
kompleksinin olustugu tersinir tepkimesi ve ES kompleksinin Griin ve enzime

bozunma tepkimesini igceren basit bir tepkime sistemiyle gdsterilebilir.
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E+ST=ES—+>E+P (2.6)

Bu modelde ES kompleksinin ¢ok hizli olustugu kabul edilir ve ikinci tepkimede
geri ydndeki tepkime hizi ihmal edilir (Shuler and Kargi, 2002).

Tepkime hizi (r)

rm ax

rm ax_ e f‘

[S] = Kn

Substrat derigimi [S]

Sekil 2.4. Enzim kinetiginin gésterimi

Enzim katalizli tepkimelerde hiz ifadesini gelistirmede iki temel yaklagim vardir:
(1) Hizl denge yaklagimi
(2) Yatiskinimsi durum yaklagimi

2.4.1. Michaelis-Menten kinetigi

Hem hizli denge yaklasimi hem de yatiskinimsi durum yaklasimi “Esitlik 2.6.” daki
mekanizma igin hiz ifadesinin tiretilmesinde ayni baglangi¢ asamalarindan geger.

Uriin olusum hizi:

r:%:—%:kz[ES] (2.7)

burada r tGrtn olugsum hizi ya da substrat tliketim hizidir, hiz sabiti ko, ket Olarak da
gOsterilebilir.

ES derisiminin degisim hizi:

Sk [elis)- k. [es] . Es] 29

seklinde yazilir.
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Tepkimede enzim tiketilmediginden enzimin korunumu esitligi sabit sivi hacimli

kesikli bir sistemde agagidaki gibi yazilir;
[Eo]=[E]+[ES] (2.9)
Bu noktada, analitik ¢6zimu gerceklestirmek igin kabul gereklidir.

1. Hizh denge yaklagimi: Henri ve Michaelis-Menten bu yaklasimi kullanmigtir.
“Esitlik 2.6.” ve “Esitlik 2.8” teki ko’ nin ki’ den ¢ok daha kig¢lUk oldugu kabul
edilirse, ES kompleksi olusumunda enzim ve substrat arasinda hizli denge oldugu

varsayimiyla ;

Denge sabiti;

K%:E—jz% (2.10)

seklindedir.

“Esitlik 2.9 dan, [E,]=[E]+[ES] “Esitlik 2.10” da yerine konursa

es)- E1s) e
e
[ES] =%[[SS]] (2.12)

esitlikleri elde edilir. Burada K n=k./k.1, ES kompleksinin ayrisma sabitidir. “Esitlik
2.12., “Esitlik 2.7” de yerine konursa tepkime hizi,

diP] _, [El[S] _ rI[S]
=76t K +[8] K, +[S] (2-13)

ifadesi elde edilir. Burada rm=Kko[Eo] dir.

Bu sistemde r,, daha fazla enzim eklenirse degisir. Fakat daha fazla substrat
eklenmesi r, degerini etkilemez. K., genellikle Michaelis-Menten sabiti olarak
adlandirilir ve Us igareti bunun hizh denge kabull ile tiretildigini gosterir. Ayni
zamanda K, maksimum tepkime hizinin yarisini veren substrat derisimine karsi

gelir.
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2. Yatigkinimsi durum yaklasimi: Enzim-substrat tepkimesi doygunluk kinetigini

g6stermesine ragmen bircok durumda O6zellikle katle aktarim kisitlamalari

oldugunda hizli denge kabuli gegerli olmaz.

Yatiskinimsi durum kabuld ilk olarak G.E. Briggs ve J.B.S. Haldane tarafindan

6nerilmistir. Birgok deneysel sistemde baslangi¢c substrat derisiminin baslangi¢

enzim derigiminden c¢ok ylksek oldugu kesikli reakt6r kullanilir. [Eq] degeri klgUk

oldugundan yatigkinimsi durum kabulu ile d[ES]/dt = 0 alinabilir.

Bu durumda “Esitlik 2.8.” den,

SR

elde edilir.

“Esitlik 2.14.”, “Esitlik 2.9.” da yerine konursa asagidaki esitlik elde edilir:

k. ([Eo]-[ES])[S]
k,+k,

[ES]=

[ES] icin “Esitlik 2.15.” ¢dzilirse,

E,Is]
Es] -y o
k_1k K2 1]

+1

elde edilir.

Bu esitlik, “Esitlik 2.7.” de yerine konursa,

_dPl_, [E]S]
dt 2k, +k, +[S]
k

+1

ve K n=(k1+k2)/k.1, rm=kz[Eq] diye tanimlanirsa,

__dP]__1,[s]
dt K, +[S]

esitligi elde edilir (Shuler and Kargi, 2002).

2.4.2. Baslangic tepkime hizlar analizi: dogrusallastirma yontemleri

(2.14)

(2.15)

(2.16)

(2.17)

(2.18)
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Enzimatik tepkimelerin  kinetik parametrelerinin  bulunmasinda genellikle
dogrusallastirma ydntemleri kullanilir. Kesikli bir reaktére belli derisimlerde
substrat [Sq] ve enzim [Eo] yiklenir. Uriin ya da substrat derisimi zamana karsilik
grafige gegcirilir. Bu egrinin baslangic egimi ile tepkime hizi belirlenir. Baslangi¢
hizi ro de@erleri reaktére eklenen [So] ve [Eo] degerlerine baglidir. [So] degderlerine
karsilik gelen ro degerlerini iceren veri setlerini olusturmak icin ¢cok sayida deney
yapilir. Bunlar Sekil 2.4’ deki gibi grafige gegirilebilir; fakat bdyle bir grafikten
kinetik parametrelerin kesin degerlerini saptamak ¢ok zordur.

Bu yizden Michaelis-Menten esitliginin “Lineweaver-Burk”, “Eadie-Hofstee” ve
“Hanes-Woolf” gibi grafiksel yo6ntemlerle dogrusallastirnimasiyla kinetik
parametreler belirlenir.

1. Lineweaver-Burk grafigi:

Michaelis-Menten esitligi “Esitlik 2.19.” daki gibi dogrusallagtirilabilir. Bu esitlige
gore 1/[So] a karsilik 1/ry grafige gecirilirse dogrunun 1/[So] eksenini kesen nokta
1/Knm, 1/rp eksenini kesen nokta 1/rom ve dogrunun egimi de Ky/rom degerini verir.
Bu cizim, genellikle, “Lineweaver-Burk” ya da “Double-reciprocal” grafigi olarak
bilinir ve Sekil 2.5’ te gdsterildigi gibidir.

1 1 K, 1

— =4 m (219)
r'0 rOm rOm [SO]

Egim=Kn/ro

S|=

1/r0m

/K, 0 1/[So]

Sekil 2.5. Lineweaver-Burk grafigi
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2. Eadie-Hofstee grafigi:

“Esitlik 2.19.” un her iki tarafi ro.rom ile capilirsa ve esitlik yeniden dizenlenirse
“Esitlik 2.20.” elde edilir.

r
fy =T,

om — Km 1
[S,] (2.20)

Bu esitlik, ro/[So]” a karsilik ro dogrusunun egiminin —K,,, kesim noktalarinin ise ro
ekseninde rom ve ro/[So] ekseninde rom/Km oldugunu gdsterir. Sekil 2.6’ da
gOsterilen bu grafik, cogunlukla, Eadie-Hofstee grafigi olarak adlandirilir.

A

fom Egim=-Kr,

fo

r()m/l’<mk

ro/[So]

Sekil 2.6. Eadie-Hofstee grafigi

3. Hanes-Woolf grafigi:

“Esitlik 2.19.” un her iki tarafi [So] ile ¢apilirsa ve esitlik yeniden dizenlenirse
“Esitlik 2.21.” elde edilir.

S
M:K_ML[SO] (2.21)
I’0 Ime I’Om

Bu esitlige gore [So]’ a karsilik [Sel/ro grafigi, egimil/rom ve kesim noktalar [So)/ro
ekseninde Kp/rom, [So] ekseninde —K, olan bir dogru olmalidir. Sekil 2.7 de
gbsterilen bu grafik Hanes-Woolf grafigi olarak bilinir (Shuler and Kargi, 2002).

[S.] ¢
rO

Egim=1/ronm

Km/r()m

'Km 0 [SO] .
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Sekil 2.7. Hanes-Woolf grafigi

2.4.3. Enzimlerin inhibisyonu

Bazi bilegikler enzimlere baglanip onlarin aktivitelerini azaltabilirler. Bu bilesikler
enzim inhibitorleri olarak bilinirler. Enzim inhibisyonu tersinir veya tersinmez
olabilir. Agir metaller (kursun, kadmiyum, civa ve digerleri) gibi tersinmez
inhibitérler, enzimle kararl bir kompleks olustururlar ve enzim aktivitesini azaltirlar.
Bu tdr enzim inhibisyonlari ancak EDTA ve sitrat gibi selat olusturan ajanlarla
engellenebilir. Tersinir inhibitérler ise baglanmadan sonra enzimden ¢ok daha
kolay ayrilabilir. Tersinir enzim inhibisyonlari yarismali, yarigmasiz ve yari
yarismali olmak Uzere baglica U¢ sekilde olur (Shuler and Kargi, 2002).

Yari yarismali Urin inhibisyonu: Bu inhibisyon tlarinde inhibitérler ES
kompleksine baglanir ve enzime kargi bir ilgileri yoktur. Yari yarigmali inhibisyonun

mekanizmasi soyledir;

E+Se=DES—% SE+P

.\ (2.22)
|
I
ESI
- _LEIIs] o _[ESI e oz _
K ~ s’ K, = Esl] , [Eo]=[E]+[ES]+[ESI] ve r =k, [ES] (2.23)

tanimlari ile tepkime hizi igin asagidaki esitlik ¢ikarilabilir;

< [8]
& (2.24)

o +18)

A

)

r =
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s
F v gorinen [ S) (2.25)

K S

m,goériinen

Yari yarismali inhibisyonda, rn ve Ko, degerleri azalir. r,y deki azalma daha gok
etkilidir. Genel sonucu tepkime hizinin dismesidir. Yari yarismali inhibisyonun

etkisi Lineweaver-Burk grafigi ile Sekil 2.8’ de gosterilmistir.

1 4
fo >0 1=0

1/rom,gor

1/r0m

'1/Km,gbr -1/Kn 0 1/[SO]

Sekil 2.8. Yari yarismali inhibisyonun tepkime hizina etkisi

Substrat inhibisyonu: Ylksek substrat derisimleri bazi enzimatik tepkimelerde
inhibisyona neden olabilir. Yari yarigmal substrat inhibisyonunun mekanizmasi

sOyledir;

E+Se=DES—% SE+P
R (2.26)
S
HK&
ES,

- [E][s S|[ES
<, = LElIS]  _[SIIES] @.27)

" [ES]T 7 [ES,]

tanimlari ve hizli denge varsayimi ile tepkime hizi i¢in asagidaki esitlik ¢ikarilabilir;

—1L) (2.28)

K'm+[S]+[2I
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Distik substrat derisimlerinde, [S]?/Ks << 1’ dir ve inhibisyon etkisi gériilmez. Hiz;

r

f=—m _ (2.29)
s
[S]
veya
1 1 K, 1
FZEJFKE (2.30)

1/r' ye karsi 1/[S] grafigi, egimi K m/rm, kesim noktasi 1/rm olan bir dogrudur.

Yiksek substrat derisimlerinde, Kn/[S] << 1’ dir ve inhibisyon baskindir. Bu

durumda hiz;

r:LS (2.31)
KSI

veya

1:l+ﬂ (2.32)

ror, Kgr,

1/r’ ye kargi [S] grafigi, egimi 1/Ks. m, kesim noktasi 1/rr, olan bir dogru verir
(Shuler and Kargi, 2002).
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Galkalayici
GC/MS

GC kolonu
Hassas terazi
HPLC

HPLC kolonu

Kesikli reaktor

pH Metre
Peristaltik pompa

Sabit sicaklik banyosu

: Edmund Buhler Labortechnik orbital ¢alkalayici

: Agilent 6890 GC System 5973 MSD

: HP-5MS, 0.25 mmx30 mx0.25 pm

: Sartorius DT-210

: Agilent 1100 HPLC, Degisken Dalga Boyu Detektérll
: Hichrom C18 ters faz kolon, 10 cm, 4.6 mm i.d.

: Mettler DL 21, karistirma hizi kontrollt, Pyrex ceketli

cam reaktor

: Mettler DL 21, pH-stat, titrasyon cihazi
: Watson Marlow 502 S

: Grant LTD 6-G 1sitma sogutma sistemli sirkllator

3.2. Kullanilan Kimyasallar

Asetik asit
Benzen

Dibazik sodyum fosfat

(NazHPO42H,0)
Hekzan

Heptan
Kloroform

Lipaz

: Merck, Almanya
: BDH, ingiltere

: Surechem Products Ltd., ingiltere

: BDH, ingiltere
: BDH, ingiltere
: BDH, ingiltere

: Novozym 435, poliakrilik regine igcine hapsedilmig

Candida antarctica lipazi, Novozymes, Danimarka
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Metanol : Merck, Almanya
Metil asetat : BDH, ingiltere

Monobazik sodyum fosfat : Surechem Products Ltd., ingiltere

(NaH2PO42H,0)

Oktan : Fisher, ABD
Sodyum asetat : Merck, Almanya
Sodyum hidroksit : Merck, Almanya
Trib(tirin : BDH, ingiltere

3.3. Kullanilan Cézeltilerin Hazirlanmasi

Sodyum asetat cézeltisi (0.2 M): 5.44 g CH3COONa.3H,O 200 mL saf suda

¢cozllerek hazirlanir.

Asetik asit ¢bzeltisi (0.2 M): Yogunlugu 1.05 g/mL olan % 99.99’ luk derisik asetik
asitten (CH3COOH) 2.86 mL alinip 250 mL’ ye saf suyla seyreltilir.

Dibazik sodyum fosfat ¢ézeltisi (0.2 M): 35.6 g Na;HPO4,2H,O 1 L saf suda

¢bzilerek hazirlanir.

Monobazik sodyum fosfat ¢ézeltisi (0.2 M): 31.2 g NaH,PO42H,O 1 L saf suda

¢bzilerek hazirlanir.

Tampon c¢ézeltilerin hazirlanmasi: pH's1 4, 5, 6, 7 ve 8 olan tamponlarin hazirlanis

ybntemleri agagida verilmigtir :

- pH 4 ve 5 tamponlari sodyum asetat ve asetik asit ¢dzeltilerinin
karistirimasiyla hazirlanmistir. 0.2 M asetik aside istenilen pH elde edilene
kadar 0.2 M sodyum asetat eklenir.

- pH 6, 7 ve 8 tamponlari 0.2 M monobazik sodyum fosfat (Cozelti A) ve 0.2
M dibazik sodyum fosfat (Cozelti B) stok coézeltilerinin belli oranlarda
kanstirilip belli bir hacme seyreltimesiyle hazirlanmistir. Bu oranlar Cizelge

3.1’ de verilmigtir.
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istenilen pH igin A ve B ¢6zeltilerinden gizelgedeki hacimler kadar alinir ve gozelti
250 mL’ ye saf su ile seyreltilir.

Cizelge 3.1. pH 6, 7 ve 8 tamponlarinin hazirlanisinda kullanilan stok ¢ézeltilerin
gereken hacimleri

pH Cozelti A(mL)  Cozelti B (mL)
6 15.375 109.375
76.25 48.75
8 118.375 6.625

Tribltirin cozeltileri (% 0.015 ve % 1 (v/v)): % 0.015’ lik tribdtirin ¢bzeltisi icin 150

ML, % 1’ lik tribGtirin ¢bzeltisi icin 10 mL tribGtirin, 1 L saf suya seyreltilerek

hazirlanir. Gozeltilerin ilki homojendir, ikincisi ise emulsiyon halindedir.

Transesterlesme/interesterlesme tepkime cozeltileri: Tepkime cozeltileri belirli

hacimlerde saf tribGtirin, metanol ve metil asetat karistinlarak hazirlanmigtir.
Gozeltiler homojendir.
HPLC hareketli fazi: 900 mL metanol ve 100 mL saf su karistinlarak hazirlanir.

3.4. Tributirin Hidroliz Tepkimesinde Kullanilan Deneysel Yontemler
3.4.1. Tepkime kabi

Tributirinin tutuklanmig lipaz enzimi ile hidroliz tepkimesi ceketli 100 mL hacimli
cam reaktérde yapiimistir. Tepkime ortaminin homojenligi hiz kontrolli karigtiric
sistemi ile saglanmistir. Ayrica tepkimeyi farkl sicakliklarda ve sabit sicaklikta
yuratebilmek icin reaktérin etrafindaki cekette bulunan su, dénguli sabit sicaklik
banyosundan surekli olarak gegirilmistir. Tepkime ortaminin verimli karismasi igin
kabin cidarina ¢ adet tampon levha (baffle) yerlestiriimistir. S6zi edilen deney
sistemi Sekil 3.1’ de verilmistir.
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Sekil 3.1. Tribltirin hidrolizinde kullanilan deney dizenegi

3.4.2. Tepkimelerin izlenmesi

TribGtirin sulu ortamda lipaz yardimiyla hidrolize ugradiginda tepkime ortaminda
gliserin ve butirik asit ortaya ¢ikmaktadir (Esitlik 3.1). Bu da tepkime ortaminin pH’
sinin dismesine sebep olmaktadir. Yani Grin derigimi ile pH azalmasi dogru
orantilidir. Dolayisiyla pH izlenerek veya tepkime ortami uygun derisimde bir baz
ile titre edilerek tepkime hizina gegilebilir. Bu calismada tepkime ortami 0.05 N
NaOH ile pH dismesiyle es zamanli olarak titre edilerek tepkime hizi ifadesine
gecilmistir. Bu islem, eklenen baz hacmini zamanla kaydeden bir yaziciya bagh
Mettler Toledo DL 21 marka pH-stat cihazi yardimiyla yapiimigtir. pH-stat sistemi
ile ortam pH’si baz eklenerek sabit tutulmaya c¢alisilir. BOylece hem tepkime hizi
belirlenir hem de ortam pH'sinin azalmasindan kaynaklanabilecek enzim

denattrasyonunun éniine gegilmig olur.

CH,-O0C-C3H7 CsH7-COOH CH,-OH

C:H-OOC- CsH;, + 3H,O0 ==~  C.H,-COOH + (:JH-OH (3.1)

CH,-O0C- C3Hy; CsH,-COOH CH,-OH
Tribtirin Su Butirik asit Gliserin
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3.4.3. Yapilan deneyler

Optimum pH’ nin belirlenmesi: Novozym 435 ile tribdtirinin hidroliz tepkimesi 4 ile 8

arasinda degisen farkli pH’ lardaki tampon ¢Ozeltilerde yUratalmagstar. Tepkime
sartlari : 20 mL tepkime hacmi, % 0.01 tribdtirin, 100 mg enzim, 40 °C sicaklik, 400
rpm karistirma hizi seklindedir.

Optimum sicakhdin belirlenmesi: En yiksek lipaz aktivitesinin gdzlendigi sicaklig

tespit etmek amaciyla 20 ile 70 °C arasindaki sicaklik dederlerinde tepkime hizlari
belirlenmistir. Tepkime sartlari : 20 mL tepkime hacmi, % 0.01 tribGtirin, 100 mg
enzim, pH 7.0, 400 rpm karistirma hizi seklindedir.

Optimum karistirma hizinin belirlenmesi: Karistirma hizinin etkisini incelemek icin

0 ile 500 rpm arasindaki hizlarda tepkimeler yUrOtulip aktivite o6lcimleri
yapimistir. Tepkime sartlar : 20 mL tepkime hacmi, % 0.01 tribGtirin, 100 mg
enzim, 50 °C sicaklik, pH 7.0 seklindedir.

Optimum enzim derisiminin belirlenmesi: Belirli hacimdeki tepkime ortami igin en

uygun enzim miktarinin belirlenmesi amaciyla 50 ile 300 mg arasinda Novozym
435 kullanilarak tepkime hizlari tespit edilmigtir. Tepkime sartlari : 30 mL tepkime
hacmi, % 0.01 tribUtirin, 50 °C sicaklik, pH 7.0, 300 rpm karistirma hizi seklindedir.

Michaelis & Menten sabitlerinin _belirlenmesi: Michaelis & Menten kinetigine

uygunluk gdésteren tribdtirinin Novozym 435 ile hidroliz tepkimesinin hiz ifadesini
clkarmak amaciyla kinetik parametrelerin belirlenmesi icin farkh tribGtirin
derisimlerinde aktivite &lcimleri yapilmistir. Tepkime sartlar : 20 mL tepkime
hacmi, 100 mg enzim, 50 °C sicaklik, pH 7.0, 300 rpm karistirma hizi seklindedir.

Kullanilan lipazin isletme kararliidi: Novozym 435 in igletme kararhligini

incelemek icin tutuklanmis enzim tepkime sonrasi stzilip énce Gzerinde birikmis
olabilecek tribdtirinden ve butirik asitten arindirmak amaciyla substrat ve Grini
¢cbzebilen metanol ile daha sonra da metanoli uzaklastirmak icin su ile
yikanmistir. Oda sicakliginda kurutulup tekrar kullaniimistir. Bu islem 6 kez
tekrarlanmistir. Her kesim igin lipaz aktivitesi dlgtimustar. Tepkime sartlari : 20 mL
tepkime hacmi, 100 mg enzim, 50 °C sicaklik, pH 7.0, 300 rpm karistirma hizi
seklindedir.

Organik ¢ézlcuilerin etkisi: Calismanin bu asamasinda farkl hidrofobiklige sahip

organik c¢odzuculer degisik oranlarda tepkime ortamina katillarak hidroliz hizi
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tzerindeki etkileri incelenmigtir. Kullanilan ¢ézicdler; metanol, kloroform, benzen,
hekzan, heptan ve oktan, tepkime ortamina katilma oranlari ise yizde 1 ile 10
arasinda degisen degerlerdir. Tepkime sartlari : 30 mL tepkime hacmi, % 1
tribGtirin, 100 mg enzim, 50 °C sicaklik, pH 7.0, 300 rpm karigtirma hizi
seklindedir.

3.5. Tribitirin Transesterlesme/interesterlesme Tepkimesinde Kullanilan
Deneysel Yontemler

3.5.1. Tepkime kabi

Kesikli sistem deneyleri, 10 mL hacmindeki tlUplerde yurGtaimuastar. Tepkime
hacimleri, 2 ile 7 mL arasinda degisiklik gdstermektedir. Karigtirma orbital
karistirici ile saglanmistir.

Yari-sUrekli sistem deneyleri, 15 cm uzunlugunda, 1 cm ¢apinda, yaklasik 12 mL’
lik silindir cam reaktdérde ydrataimustar. Reaktdére akigkan yatak durumunu
saglayacak miktarda enzim doldurulup déngull ve strekli olarak substrat ¢ozeltisi
beslenmistir. Akis hizi peristaltik pompa yardimiyla ayarlanmistir. Akigkan yatak

sistemi, Sekil 3.2’ de verilmistir.
3.5.2. Tepkimelerin izlenmesi

Tepkime ortami tribGtirin, metanol, metil asetat ve tutuklanmis enzimden
olusmaktadir. Tepkime Urlnleri, transesterlesme tepkimesi igin, metil bitirat ve
gliserin (bkz. Esitlik 3.2), interesterlesme tepkimesi icin, metil bitirat ve triasetil
gliserindir (bkz. Esgitlik 3.3). Enzim, toplam reaktant kitlesinin belirli yizdelerinde
ortama katilmis olup bu yuUzdeler tepkime kosullari icerisinde belirtiimistir. Ek
olarak herhangi bir organik ¢6zlici kullaniimamigtir. Burada metil asetat hem
reaktant hem de ¢dzlcl go6revini Ustlenmektedir. Tepkime ortaminin sivi fazi
homojen bir sekilde birbiri icinde ¢bzinmektedir.

Tepkime ortamindan belirli zaman araliklariyla 20 pL’ lik érnekler alinip metanol ile
seyreltilerek HPLC ile analiz edilmistir. HPLC kolonu olarak Hichrom C18 (10
cmx4.6 mm id.) ters faz kolonu, hareketli faz olarak Metanol:Su (90:10)
kullaniimistir. HPLC sartlari Ek 1’ de verilmigtir. Reaktantlarin ve Grinin, UV
detektér ile 210 nm’ de verdikleri absorbans degerlerine gbére derigimleri
hesaplanmigtir. Analiz slresi yaklasik 10 dakikadir. Kolondan c¢ikis sirasi, metil

asetat, tribGtirin ve metil bitirattir. Ornek HPLC kromatogrami Ek 2’ de verilmistir.
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CH>-O0C-C3Hy

I
ClH—OOC—CgH7 + 3CH3OH

CH>-O0C-C3H~
TribGtirin

CH,-O0C-C3H7

I
ClH-OOC-CsHy + 3CH3COOCH;3

CH>-O0C-C3H~
TribGtirin

Sekil 3.2. Tribltirin
akigkan yatak sistemi

Metanol

Metil asetat

kataliz6r

katalizor

CsH7-COOCH;5

C3H7-COOCH;5

C3H7-COOCH;5
Metil batirat

CsH7-COOCH;5

CsH7-COOCH;5

C3H7-COOCH;5
Metil batirat

CH»>-OH

|

(FH—OH (3.2)
CH»>-OH

Gliserin

CH>-OOCCH3

|
CH-OOCCH:  (33)
CH,-O0OCCHs

Triasetil gliserin

transesterlesme/interesterlesme tepkimesinde kullanilan
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3.5.3. Yapilan deneyler

Metanol/Metil asetat mol oraninin _belirlenmesi: Tribltirinin  transesterlesmesi

tepkimesinde acil alici alarak metanolin yaninda metil asetat kullanilirken metanol
ve metil asetatin hangi oranlarda tepkime ortamina eklenecegdinin belirlenmesi igin
metanol ve metil asetatin ayri ayn ftribatirinle verdikleri transesterlesme
/interesterlesme tepkimelerinin hizlari karsilastiriimistir. Metanol ve metil asetatin
kisitlayici reaktant olmasi gerektiginden fazla miktarda tribGtirin kullaniimigtir.
Tepkime sartlari: 6 mmol tribGtirin, 6 mmol metanol veya metil asetat, % 5 enzim,
25 °C seklindedir.

Kanstirma hizinin etkisi: TribGtirin transesterlesme/interesterlesme tepkimesi icin

optimum karigtirma hizinin belirlenmesi amaciyla 100 ile 250 rpm arasinda dort
farkll karistirma hizinda tribttirinin déntsima incelenmistir. Tepkime sartlari: 5
mmol tribGtirin, 15 mmol metanol-metil asetat, % 5 enzim, 25 °C seklindedir.

Metanol-Metil asetat derisiminin etkisi: Metanol-metil asetat karisimi derisiminin

etkisini incelemek amaciyla tribGtirin mol sayisi 5 mmol’ de sabit tutulup
tribGtirin/metanol-metil asetat mol orani (1:3), (1:4), (1:5), (1:6) olarak
degistirilmistir. Tepkime ortamina toplam reaktant miktarinin % 5’ i kadar enzim
eklenmistir. Tepkime sartlari: 5 mmol tribatirin, 15, 20, 25, 30 mmol metanol-metil

asetat, % 5 enzim, 25 °C seklindedir.

TribGtirin derisiminin _etkisi: Trib0tirin derigsiminin tepkime hizi Gzerindeki etkisini

incelemek icin metanol-metil asetat derisimi 15 mmol’ de sabit tutulup
tribGtirin/metanol  metil asetat mol orant (1:3), (2:3), (3:3), (4:3) olarak
degistirilmistir. Tepkime ortamina toplam reaktant miktarinin % 5’ i kadar enzim
eklenmistir. Tepkime sartlari: 15 mmol metanol-metil asetat, 5, 10, 15, 20 mmol
tribGtirin, % 5 enzim, 25 °C seklindedir.

Michaelis & Menten sabitlerinin _belirlenmesi: Tribdtirin icin Michaelis&Menten

sabiti, sabit metanol-metil asetat derigsiminde, tribltirinin kisitlayici reaktant oldugu
ve inhibisyona neden olmadigi sartlarda, farkh tribGtirin derigsimlerinde tepkime
hizlar 6lgulerek belirlenmistir. Tepkime sartlari: 15 mmol metanol-metil asetat, 1,
2, 3, 5 mmol tribdtirin, % 5 enzim, 25 °C seklindedir.

Metanol-metil asetat karisimi icin  Michaelis&Menten sabiti, sabit tribGtirin
derisiminde ve trib0tirinin inhibisyona neden olmadidi sartlarda, farkli metanol-
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metil asetat derisimlerinde tepkime hizlari élgtlerek belirlenmigstir. Tepkime sartlari:
5 mmol tribdtirin, 15, 20, 25, 30 mmol metanol-metil asetat, % 5 enzim, 25 °C
seklindedir.

Tribdtirin inhibisyonunun incelenmesi: Tributirin inhibisyonunun varligini ve tarini

incelemek amaciyla sabit tribGtirin derisimleri icin, farkli metanol-metil asetat
derisimlerinde tepkime hizlari belirlenmistir. iki farkli tribitirin derisimi icin deney
yapimistir. Tepkime sartlari: 5 mmol veya 15 mmol tribGtirin, 15, 20, 25, 30 mmol
metanol-metil asetat, % 5 enzim, 25 °C seklindedir.

Akiskan yatak deneyleri: TribQtirin transesterlesme/interesterlesme tepkimesinin

surekli sistemde uygulanabilirliginin arastirilmasi amaciyla yari-surekli akiskan
yatak sisteminde sabit substrat ve enzim derisiminde farkh akis hizlarinda
zamanla substrat donlsimu izlenmistir. Akis hizlari; 5, 10, 15 ve 20 mL/dak.” dir
ve peristaltik pompa yardimiyla ayarlanmistir. Akigskan yatak sisteminin sematik
gOsterimi Sekil 3.3’ te verilmistir. Tepkime sartlari: 0.6 mol tribdtirin, 0,36 mol
metanol-metil asetat (1:6 tribGtirin/metanol-metil asetat mol orani), 35 mL tepkime
hacmi, 320 mg enzim (% 1), 25 °C seklindedir.

Tepkime drunlerinin_kdtle spektroskopisi ile dogrulanmasi: Transesterlesme ve

interesterlesme tepkimeleri, reaktantlarin ve Grdnlerin derisimleri HPLC’ de analiz
edilerek izlenmistir. Ancak tepkimenin baslica Grini olan metil batiratin
dogrulanmasi igin spektroskopi kullaniimistir. Bu amagla, tepkime baginda,
ortasinda ve sonunda 6rnekler alinip GC/MS’ de analiz edilmistir. GC/MS sartlari,
Ek 3’ te verilmistir. Elde edilen kromatogramlara ve GC/MS yaziliminda var olan
spektrum kitlphane taramasina gére tepkime Grinld metil bdtirat dogrulanmigtir.
Tepkimenin basinda, ortasinda ve sonunda alinan érneklerin analizi sonucunda
elde edilen kromatogramlar, Ek 4’ te sunulmustur. Katiphane taramasi sonucu ise
Ek 5’ tedir.
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Sekil 3.3. Akigkan yatak sisteminin sematik gésterimi
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4. DENEYSEL BULGULAR VE TARTISILMASI

Bu calismada yaglar icin model bir substrat olan tribitirinin lipaz araciligiyla
hidroliz ve transesterlesme/interesterlesme tepkimeleri incelenmistir. Dolayisiyla,
calisma iki kisimdan olugsmaktadir.

ik kisimda, tribdtirinin suda ¢oézlnir halde ve emdilsiyon halinde hidrolizi
incelenmis, hidroliz tepkimesi i¢in optimum pH, sicaklik, karigtirma hizi, enzim
derisimi ile Michaelis-Menten sabitleri belirlenmigtir. Tutuklanmis lipazin tekrar
kullanilabilirligi, yani, isletme kararlihdi test edilmistir. Ayrica, tepkime ortamina
belirli oranlarda katilan bazi organik ¢dzuculerin hidroliz hizi Gzerindeki etkileri

arastiriimistir.

Calismanin ikinci kisminda ise, tribdtirinin metanol ile transesterlesme ve metil
asetat ile interesterlesme tepkimesi ayni anda gerceklestiriimis ve metanol ile
beraber metil asetat kullaniminin yararlari arastiriimigtir. Karigtirma hizinin etkisi,
metanol ve metil asetatin hangi oranlarda tepkime ortamina katilacagi, tribdtirin
derisiminin etkisi, metanol-metil asetat karisimi derigiminin etkisi, Michaelis-
Menten ve tribUtirin igin inhibisyon sabitleri, kesikli sistemde yapilan deneyler
sonucunda tespit edilmistir.  TribGtirinin - metanol ve metil asetatla
transesterlesme/interesterlesme tepkimesinin ping-pong bi-bi mekanizmasina gére
davranis gosterdigi ve deney sonuglarinin bu mekanizma sonucu ¢ikarilan kinetik
modelin sonuglariyla uyum sagladigr gértimustur. Kesikli sistemde elde edilen
veriler 1siginda tepkimenin sirekli sistemde uygulanabilirliginin arastiriimasi

amaciyla yari-surekli akigkan yatakta farkl akis hizlarinda dénistm incelenmistir.
Bu bélimde yukarida s6zi edilen sonuglar ayrintil sekilde verilecektir.
4.1. Hidroliz Tepkimesi

Tribatirin hidrolizinde, tribUtirinin  suda ¢6zinur halde ve emdulsiyon halinde
bulundugu durumlarda tepkime farkli sekillerde degerlendiriimektedir. Lipazlarin en
karakteristik 6zelligi, hidroliz tepkimesini hidrofobik ara ylUzeylerde ylUksek bir
etkinlikle gerceklestirmesidir (Celebi, 1980; Ucar, 1984). Dolayisiyla ara ylzey
alaninin artmasi tepkime hizini artirir. Trigliseritler, polar ve apolar gruplar
tagimalari nedeniyle misel olusturarak ara ylzeye yénlenme egilimindedir (Ugar,

1984). Bu da, tepkimenin ara ylzeylerde gerceklesmesinin bir nedenidir. Ara
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yUzey alaninin arttirlmasi amaciyla ytzey etken maddeler kullaniimaktadir. Yizey
etken maddeler (surfactants), sivinin ylzey gerilimini disdrerek sivi-sivi fazlari
arasindaki damlacik boyutlarinin azalmasina neden olur. Damlacik boyutlarinin
azalmasi, ara ylzey alaninin ve sonu¢ olarak hidroliz hizinin artmasini saglar
(Noor et al., 2003). Wu and Tsai (2004)’ nin tribGtirinin serbest ve tutturulmus
lipazla hidrolizini inceledikleri ¢alismada, hidroliz hizi, Tween 80, Span 80,
PEG200 gibi yiizey etken maddelerin tepkime ortamina eklenmesiyle ¢ok fazla
degismemistir. Bunun nedeni olarak da tribtirinin alkil zincirinin kisa olmasi ve ara
ylzey alaninin degismesinin hidroliz hizi Gzerindeki etkisinin az oldugu 6ne

strblmastar.

Bu ¢alismada ara yUzey alaninin etkisini ortadan kaldirmak igin birtakim deneyler
tribGtirinin suda ¢6zindr oldugu durumda gerceklestirilmigtir. TribGtirinin sudaki
¢6zUn0rlagl, oda sicakhginda, hacimce % 0.0115° dir. Optimum pH, sicaklik,

karistirma hizi ve enzim derigimi, bu sartlar altinda belirlenmistir.

Tribdtirin hidrolizi sonucunda olugan buitirik asit, belli bir derisimden sonra az da
olsa bir inhibisyona sebep olmaktadir (Ucar, 1984). Ayrica, ylksek substrat
derigsimlerinde, artan butirik asit olusumuyla beraber ¢ézeltinin pH’ si1 dlser, ¢ozelti
asidik hale gelir. Bu da enzimin denatire olmasina yol acar (Wu and Tsai, 2004).
Bu calismada kullanilan sistemde, pH tepkime slresince uygun derisimde baz
eklenerek sabit tutulmustur. Béylece hem butirik asit inhibisyonunun hem de asidik
kosullarda enzim denatlrasyonunun ©&nine gecilmistir. Ayrica, bu sistem
kullanilarak harcanan baz hacminden olugsan butirik asitin derisimi zamana bagli
olarak elde edilmistir. Zamana bagl butirik asit derisimi verilerinden hidroliz hizina
gecilmigtir. Hiz degerleri, birim zamanda 1 mg tutuklanmig enzimle olusan pmol
batirik asit seklinde ifade edilmistir (umol BA/mg.dak).

4.1.1. Optimum pH’ nin belirlenmesi

Novozym 435 ile tribGtirinin hidroliz tepkimesi 4 ile 8 arasinda degisen farkh pH’
lardaki tampon ¢6zeltilerde yUratdimuastar. % 0.01 tribltirin (hacimce) ve 100 mg
enzim kullanilarak yapilan deneylerin sonuclari $ekil 4.1’ de gérilmektedir. Seklin
altinda tepkime sartlari belirtiimistir. Tepkime hiz ifadeleri en ylksek hizla bagil ve

ylzde olarak verilmistir.
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Sekil 4.1. Optimum pH’nin belirlenmesi-1

Tepkime sartlari : 20 mL tepkime hacmi, % 0.01 tribltirin, 100 mg enzim, 40 °C
sicaklik, 400 rpm karigtirma hizi ( % 100 bagil hiz = 0.0118 pmol/mg.dak )

Asidik ya da bazik kosullarda distk hidroliz hizlari elde edilmigtir. Kullanilan

lipazin en uygun c¢alistigr pH’ lar nétre yakin pH’ lar olarak bulunmustur. pH 6.0 ile

7.0 arasindaki optimum degerin kesin olarak belirlenmesi i¢in bu pH’ lar arasindaki

pH’ lardaki tepkime ortamlarinda tepkime hizlari tespit edilmistir. Sekil 4.2" ye goére

en yuksek tepkime hizi pH 7.0’ de elde edilmis olup optimum calisma pH’ s1 7.0

olarak karar verilmigtir.
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Sekil 4.2. Optimum pH’nin belirlenmesi-2
Tepkime sartlari : 20 mL tepkime hacmi, % 0.01 trib(tirin, 100 mg enzim, 40 °C
sicaklik, 400 rpm karigtirma hizi ( % 100 bagil hiz = 0.0118 pmol/mg.dak )
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4.1.2. Optimum sicakhgin belirlenmesi

Tutuklanmis enzimlerin 1sil  kararlih@i, uygulamalari agisindan en &énemli
kriterlerden biridir. Bilindigi gibi tutuklanmig enzimler ¢6ztnlr formdaki enzimlere
gbre Islya ve denatirasyona kargi daha dayaniklidir. Bu ylizden optimum sicaklik
belirlenirken genis bir aralikta deney yapilmistir. 20 °C ve 70 °C arasindaki sicaklik
degerlerinde lipaz aktivitelerinin degisimi Sekil 4.3’ te verilmigtir. Degerler yine
bagil olarak ifade edilmistir. Sonug olarak en yiksek lipaz aktivitesi 50 °C’ de elde

edilmistir.
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Sekil 4.3. Optimum sicakhgin belirlenmesi
Tepkime sartlan : 20 mL tepkime hacmi, % 0.01 tribGtirin, 100 mg enzim, pH 7.0,
400 rpm karistirma hizi ( % 100 bagdil hiz = 0.0144 pmol/mg.dak )

Kimyasal tepkimelerde, Arrhenius Yasasi'na gore, tepkime hiz sabiti sicaklikla
Ussel olarak artar. Burada, 60 ve 70 °C’deki aktivite degerlerinin artmasi
beklenirken azalmasi enzimin bu sicaklklarda aktivitesini yitirmesine

baglanmaktadir.

4.1.3. Optimum karigtirma hizinin belirlenmesi

Karnistirma hizi 0 ile 500 rpm arasinda degistirilerek enzim aktivitesi dlgulmustar.
Lipaz aktivitesi karigtirma hizi arttikga artmistir. Bunun nedeni enzim partikdllerinin

ortama homojen olarak dagilmasidir. Kati-sivi tepkime sistemlerinde kitle aktarim
direngleri ihmal edilebilir, yani tepkime, tepkime kontrolli olarak gerceklesir. Sekil
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4.4’ e gbre aktivite 300 rpm’ e kadar artmis bundan sonra ise pek degismemistir.
Bu noktadan sonra kitle aktarim direngleri sabit bir degerdedir. Optimum
karistirma hizi olarak 300 rpm segilmistir.
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Sekil 4.4. Optimum karistirma hizinin belirlenmesi
Tepkime sartlari : 20 mL tepkime hacmi, % 0.01 tribatirin, 100 mg enzim, pH 7.0,
50 °C sicaklik ( % 100 bagil hiz = 0.018 ymol/mg.dak )

Tepkime emdulsiyon ortaminda ydrUtllseydi karistirma hizi ara ylzey alanini
degistirecek, bu da tepkime hizini etkileyecekti. Ancak deneyler tribdtirinin
tamamen ¢6zinur oldugu derisim araliginda gergeklestirilmistir. 400 ve 500 rpm
karistirma hizinda aktivitedeki azalma, sivi fazda olusan kabarciklardan

kaynaklandigi énerilmektedir.

4.1.4. Optimum enzim derisiminin belirlenmesi

Optimum enzim derisiminin belirlenmesi icin 50, 100, 150, 200, 250 ve 300 mg
enzimin 30 mL tepkime ortaminda gosterdigi aktiviteler saptanmigtir (Sekil 4.5). Bu
deneyin amaci, en ekonomik enzim miktarinin belirlenmesidir. Yapilan deneylerin
sonucunda bu sorunun yaniti alinmistir. Séyle ki, 100 mg enzim miktarindan sonra
aktivite hemen hemen sabit kalmis, 250 mg’ dan sonra azalmaya baglamistir. Bu
azalmaya, 250 mg enzim miktarindan sonra tutuklanmis enzim partikdllerinin, dis
kOtle aktarimini  zorlastirmasinin  neden oldugu duUstnUimektedir. 100 mg
tutuklanmis enzim/30 mL tepkime hacmi optimum enzim derisimi olarak

belirlenmistir.
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Sekil 4.5. Optimum enzim miktarinin belirlenmesi
Tepkime sartlari : 30 mL tepkime hacmi, % 0.01 tribGtirin, pH 7.0, 50 °C sicaklik,
300 rpm karistirma hizi ( % 100 bagil hiz = 0.01803 pmol/mg.dak )

4.1.5. Michaelis & Menten sabitlerinin belirlenmesi

Ozgill aktivite ve substrat derisimi arasindaki iliski Sekil 4.6" da verilmistir. Ozgdil
aktivite substrat derigimi arttikga artmigtir ve bu iligki Michaelis&Menten kinetigine
uyum gbéstermektedir.
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Sekil 4.6. Tribltirin derigsimine karsi 6zgul aktivite grafigi
Tepkime sartlari : 20 mL tepkime hacmi, pH 7.0, 50 °C sicaklik, 300 rpm karistirma
hizi
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Substrat derisimi ile 6zgul aktivite degerleri belirlenirken tribGtirinin hem ¢6zunar
halde hem de emiilsiyon halinde oldugu derigimleri kullaniimistir. iki durumda da
aktivite, Michaelis&Menten kinetigine uygun davranis géstermistir.

Emdlsiyon ortaminda substrat derigsimi olarak ara yUzey substrat derisimi
alinmasinin daha dogru oldugu dastndlmektedir. Ara ylzey derisimi, damlacik
caplyla ters orantil olarak artar (Celebi, 1980). Karistirma hizi arttikca damlacik
¢cap! azaldigindan ara ylUzeydeki substrat derisimi de artar. Karistirma hizinin
mimkdn oldugunca ylksek, dis katle aktarimi kisitlamalarinin ise minimum ve
sabit bir degerde oldugu varsayilirsa substrat derigiminin teorik degeri ile ara
yuzeydeki degeri arasindaki fark inmal edilebilir.

Michaelis&Menten sabitleri farkli substrat derigimlerindeki 6zgul aktivite degerleri
Lineweaver-Burk grafigine gegcirilerek belirlenmistir (Sekil 4.7). Grafige gére, Vm
degeri, 0.425 pmol BA/(mg E.dak), K., degeri ise, 15.736 mM olarak saptanmistir.
Buradaki K, degeri, emulsiyon durumu igin belirlendiginden, gérinen K, degeri
demek daha dogru olacaktir. K, sabiti, enzimin substrata olan ilgisini (afinitesini)
belirleyen bir parametredir. DisUk K., degerleri, enzimin substrata olan ilgisinin
yUksek oldugunu gésterir.

30 y = 37,014x + 2,3526
R? = 0,9992

1/v (umol/mg.dak)
n
o

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
1/S (mM)

Sekil 4.7. Michaelis&Menten sabitlerinin belirlenmesi-Lineweaver-Burk grafigi
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4.1.6. Kullanilan lipazin igletme kararlhhgi

Novozym 435’ in igletme kararliligini incelemek icin tutuklanmis enzim tepkime
sonras! suzullp tekrar ayni tepkime sartlarinda kullaniimistir. Sekil 4.8’ e gére
enzim aktivitesi 6 kullanim sonrasinda yaklasik % 60 oraninda dismusttr. Béylece
tutuklanmis bir enzim olan Novozym 435 in tekrar tekrar kullanilabilirligi

kanitlanmigtir.
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Sekil 4.8. Enzimin igletme kararlihgi
Tepkime sartlari : 20 mL tepkime hacmi, pH 7.0, 50 °C sicaklik, 300 rpm karigtirma
hizi

Enzim molekdlinin yapisindaki degisimler aktivite kaybina neden olur. Enzim
derisimine birinci dereceden bagl sistemlerde, aktif bélge derisimi zamanla azalir.
pH ve sicakligin yol actigi aktivite kaybi bu tirdendir. Clnku, enzimin ézgul ve
aktif olmasini saglayan sarmal yapi isletme kosullarinda bozulabilir ve enzimin
katalitik 6zellikleri zamanla kaybolur (Bailey and Ollis, 1986).

4.1.7. Organik ¢oziculerin hidroliz hizina etkileri

Sulu ve iki fazli sistemlerde yurattlen hidroliz tepkimeleri, ters miseller, mikro-sulu
organik ¢ozlclUler ve superkritik akigkanlar gibi yeni tepkime ortamlarinda
gerceklestiriimeye baslanmistir. Ornegin, esterlerin hidrolizinde sitokiyometrik
oranlarda su igeren organik ¢dzlicU kullanimi, hidrofobik substratlarin organik

fazdaki yiksek ¢ozunurllkleri ve yidin organik fazda ¢ézinen tepkime Urlnleri
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alkol ve asitin enzim inhibisyonuna etkisinin azalmasi nedeniyle birgok yarar saglar
(Yadav and Devi, 2004).

CGalismanin bu asamasinda farkh hidrofobiklige sahip organik ¢ézUculer degisik
oranlarda tepkime ortamina Kkatilarak hiz (zerindeki etkileri incelenmigtir.

Kullanilan ¢éziiciiler ve hidrofobiklik' degerleri Gizelge 4.1’ de verilmistir.

Gizelge 4.1. Bazi organik ¢6zuculerin hidrofobiklik (log P) degerleri

Cozicu Log P
Metanol -0.74
Kloroform 1.97
Benzen 2.13
Hekzan 4.00
Heptan 4.50
Oktan 5.15

Kaynak : CRC Handbook of Chemistry and Physics

0 ile 10 arasindaki yuzdelerde tepkime ortamina katillan organik ¢ozlcilerle
yapilan deneylerde tepkime hizinin organik ¢ézici olmayan kosulda dlgilen hiza
g6re daha dusik oldugu gértlmustar. Sonuglar, Cizelge 4.2’ de ve Sekil 4.9’ da

verilmistir.

Yadav and Devi (2004), tetrahidrofurfuril bdtiratin Novozym 435 araciligiyla
hidrolizini organik ¢6zlcU iceren sulu ortamda incelemis, organik c¢dzlculerin
hidrofobiklik degerleri ile hidroliz baslangi¢ hizlari arasinda bir baginti elde
edememiglerdir. Bu ¢alismada da hidrofobiklik ve tepkime hizi arasinda dogrudan
bir iliskinin olmadigi gértlmustir. Yadav and Devi (2004)’ nin yaptigi ¢alismada
sitokiyometrik oranlarda su bulunan tepkime ortamina katilan organik ¢éztculer,
baslangi¢c tepkime hizini artirmistir. Ancak, toplam déntsimler ¢ok dusuktir (%
19-45 arasli). En ylUksek baslangi¢ hizi, heptanla elde edilmistir. Suyla karismayan
¢6zucu kullaniimasinin nedeni, katalizériin organik ¢6zicu ile temasini mimkin
oldugunca azaltmaktir. S6yle ki, organik ¢6zlcinin sudaki ¢6zUnUrlGgdundn
artmasiyla tepkime inhibisyonu ve Kkatalizérin aktivitesini yitirme olasihgi

artmaktadir.

1Hidrofobik|ik, ¢6z0cilinin, dengede olan 1-oktanol/su sisteminde dagihm katsayisinin (P)
logaritmasidir. Genellikle, P, apolar yapilarda yiksek, polar yapilarda diisiktir.
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Hidroliz tepkimelerinde suyun iki roll vardir; tepkimede substrat olarak rol almak
ve lipazin islevselligini saglamak. Su, enzimin yapisal esnekligini saglayarak sulu-
organik ¢ozeltilerde enzim aktivitesini artirir. Fakat, belirli bir su miktari
gecildiginde tepkime hizinda bir azalma gértlmektedir. Bu derisimlerde, suyun
substrattan c¢ok inhibitér goérevini Ustlendigi anlasiimaktadir. Daha c¢ok su
eklenmesi, enzim etrafindaki su tabakasini kalinlastirir ve difizyon problemleri
ortaya cikar (Yadav and Devi, 2004).

Gizelge 4.2. Organik ¢dzucilerin hidroliz hizina etkileri

Metanol(%)

Hiz(umol/mg.dak)

Bagil hiz(%)

0 0,14794 100,0
1 0,144969 98,0
3 0,14267 96,4
5 0,07314 49,4
10 0,04822 32,6
Kloroform(%) Hiz(pmol/mg.dak) Bagil hiz(%)
0 0,14794 100,0
1 0,077833 52,6
3 0,07287 49,3
5 0,006072 4,1
Benzen(%) Hiz(pmol/mg.dak) Bagil hiz(%)
0 0,14794 100,0
1 0,142144 96,1
3 0,135665 91,7
5 0,14772 99,9
10 0,002108 1,4
Hekzan(%) Hiz(pmol/mg.dak) Bagil h1z(%)
0 0,14794 100,0
1 0,129326 87,4
3 0,131489 88,9
5 0,133186 90,0
10 0,13403 90,6
Heptan(%) Hiz(umol/mg.dak) Bagil hiz(%)
0 0,14794 100,0
1 0,128238 86,7
3 0,073904 50,0
5 0,020843 14,1
10 0,035845 24,2
Oktan(%) Hiz(pmol/mg.dak) Bagil hiz(%)
0 0,14794 100,0
1 0,128034 86,5
3 0,128723 87,0
5 0,046594 31,5
10 0,130897 88,5
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Hidrofilik ¢6ztculerin (metanol, kloroform), enzim etrafindaki suyu hapsetme
6zelliklerinden dolayr enzimin ¢ boyutlu yapisinda degisikliklere neden olarak
aktiviteyi dusurdigl, hidrofobik ¢dzlculerin (benzen, hekzan, heptan, oktan) ise
substratin suya go6re hidrofobik ¢6zlculerde daha c¢ok ¢dzinmesi nedeniyle
enzimle substrat arasinda difizyon kisitlamalarini artirdigi ve ara yutzeydeki
substrat derisimini disirdigu distnilmektedir.

o MeOH
B Kloroform
-100 O Benzen
<
| 80 2:, O Hekzan
5 m Heptan
60 ¥ P
= @ Oktan
2 40 D
Q - o
[} 0
£ 120
0
c:

MeOH
Kloroform
Hekzan
Heptan

Coziciiler

Sekil 4.9. Organik ¢ozucdlerin hidroliz hizina etkileri
Tepkime sartlari : 30 mL tepkime hacmi, % 1 tributirin, pH 7.0, 50 °C sicaklik, 300
rpm karigtirma hizi

4.2. Transesterlesme/interesterlesme Tepkimesi

Bu calismada vyaglarin metanol ile transesterlesme tepkimesi Uzerinde
durulmustur. Bu tepkimeye metanoliz, transesterlesme baska bir alkolle yapilirsa
alkoliz adi verilir. Transesterlesmede kullanilan alkoller, metanol, etanol, propanol,
butanol ve amil alkoldiir. Metanol ve etanol en cok kullanilanlardir. Ozellikle
metanolin fiyati ¢ok dugukttr. Metanoliz tepkimelerinin baslica énemi, yaglardan
metil ester olusturmasidir. Metil esterler, biyodizel amacli kullaniimaktadir.
Transesterlesme ile trigliseritlerin viskozitesini distirmek ve yakitin fiziksel
Ozelliklerini gelistirmek amaglanmaktadir (Fukuda et al., 2001).
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Enzimle katalize edilen metanoliz tepkimelerinde bazi sorunlar ortaya ¢ikmaktadir.
Bunlarin basinda metanol inhibisyonu gelir. Metil ester verimini artirmak icin fazla
miktarda metanol kullaniimasi gerekmektedir. Béylece ortamdaki yagin timuinin
metil estere dénlstirilmesi hedeflenmektedir. Buna karsin metanolin yag ile
sitokiyometrik oranda veya daha az oranlarda bile kullanildigi durumlarda metanol
inhibisyonu ile karsi karsiya kalinmaktadir. Metanol/lyag mol orani, (1.5:1.0)
(Fukuda et al., 2001) veya (1:1) (Kaieda et al., 2001; Nie et al., 2006) degerinin
ustinde kullanildiginda enzim aktivitesini yitirmektedir. Metanoliin fazlasi yagin
icinde damlaciklar halinde kalir. Enzim, yagdin iginde ¢6zinmeyen metanol
molekilleriyle karsilagirsa inaktive olabilir; ¢inkl, metanol enzimin U¢ boyutlu
yapisint bozar. Bu vylzden, literatirde lipazla katalize edilen metanoliz

tepkimelerinde metanolin tamamen ¢dzinmesi gerektigi vurgulanmaktadir.

Metanol inhibisyonundan kaynaklanan enzim deaktivasyonunun 6nline gecmek
icin bazi ydntemler gelistirilmistir. Ornegin, Fukuda et al. (2001), Nie et al. (2006)
ve Shimada et al. (1999), metanoli agsamal olarak tepkime ortamina ekleyerek
lipazin deaktivasyonunu 6nlemiglerdir. Bu sekilde uzun tepkime slresi (48 saat)
sonunda % 99’ a varan dénudsumler elde edilmistir. Baska bir calismada, metanol,
yag ile sitokiyometrik oranda (metanol/yag:(4/1)) kullanilmis ve 7 saat sonunda
yaklasik % 90 dénisim elde edilmistir. Buradaki olumsuz nokta, ylksek miktarda
enzim kullaniimasidir (100 g yag icin 30 g enzim). Ayrica, bu calismada, birincil
alkollerin karbon sayilari arttikga metil ester dénlsimU azalmis, en yiksek verim

izoamil alkolle elde edilmistir (Kése et al., 2002).

Baska bir yontem ise, tepkime ortamina belirli oranlarda su katilmasidir. Kaieda et
al. (2001)" in calismasinda, su, lipazin metanol ile aktivitesini kaybetmesini
Onlemistir. Metanoliz, hidroliz ve  esterlesme tepkimelerinin  hizlari
karsilastirildiginda, hidroliz hizinin yiksek oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle
yuksek su oranlarinda, tepkime hidroliz tarafina kaymakta ve transesterlesme
verimi dugmektedir. Sabit metanol miktari i¢in su orani azaldikga metanoliz hizi
artmistir. Su kullanilarak metanol/yag orani 2 ve 3’ e kadar artirilmis ve ylksek
metil ester verimi elde edilmistir. Nie et al. (2006)’ in ¢alismasinda ise, suyun etkisi
incelenirken yag agirhginin % 0 ile 40’ | kadar su kullaniimis, su miktari arttikga
metil ester verimi belli bir dedere kadar artmistir. % 10-15 su oranindan sonra
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dénisim azalmistir. Bunun nedeni, yine, disUk su aktivitesinde esterlesme,
yUksek su aktivitesinde ise hidroliz tepkimesinin baskin olmasidir.

Metanoliz tepkimelerinde karsilagilan bir diger sorun da tepkimenin yan Grln0 olan
gliserindir. Tepkime slresince ortaya cikan gliserin, enzim etrafinda birikerek
substrat ve Urin diflzyonunu kisitlayarak tepkimeyi inhibe eder. Yagda ve organik
¢odzlculerde cé6zinmeyen gliserin, silika jel veya diger ylzeye tutucu (adsorbent)
maddeler kullanilarak uzaklastiriimaktadir (Soumanou and Bornscheuer, 2003;
Stevenson et al., 1994).

Bagka bir calismada, surekli sistemde tutuklanmis enzimle doldurulmus sabit
yatakta aycicek yaginin, butanol ile transesterlesme tepkimesi incelenmigtir.
Baslangicta elde edilen % 95 lik doénlsim, gliserinin enzimin yUzeyine
tutunmasindan dolay! 14 saat sonunda % 10’ un altina kadar dismustir. Deney
sonunda enzim, gliserin desorpsiyonu igin suyla yikandiginda, enzim agirhginin %
73’ U kadar gliserinin enzimin ytzeyine tutundugu tespit edilmistir. Ayni isletme
kosullarinda, enzim miktarinin artmasi, déntisimin dismeye baslama sdresini
geciktirmistir. Ornegin, 500 mg enzimle 5 saat sonra, 2 g enzimle 20 saat sonra
dénlsim azalmaya baglamistir. Zamanla dénlsimin azalmasinin nedeni olarak,
yluzeye tutunan gliserin molekullerinin enzimin etrafinda hidrofilik bir bariyer
olusturmasi sonucu hidrofobik substratlarin (trigliseritler) diftzyonunu kisitladigi
6ne sOrdlmuOgstir. Aktivitenin geri kazanilmasi igin bazi yéntemler arastiriimigtir.
Bunlardan birincisi, strekli dolgulu reaktérde silika jel kullaniimasidir. Bu yéntemle,
gliserin, hem enzimde hem de silikada birikmis, aktivite dislst biraz olsun
geciktirilmistir. ikinci ydntem, ortamin polaritesini artirmak icin hidrofobik
¢6zlcunin yaninda polar bir ¢ézicinin kullanilmasidir. Bu amagla tepkime
¢6zlclsU olan hekzanin yaninda aseton kullanilarak gliserinin ¢6zUnurlGgu
artirnlmig ve déntstm sabit bir degerde tutulmustur. Ancak tepkime hizi, hekzanda
elde edilen en yiiksek tepkime hizinin (icte birine inmistir. Ugiincii ydntem olarak
da proses sirasinda enzim desteginin yikanmasi ve tekrar prosesin surddrilmesi
Onerilmigtir. Tutunan gliserin, dénisim % 50’ ye kadar dastikten sonra yatak 30
dakika sUreyle tbutanol c¢ozeltisiyle yikanarak ylzeyden ayrilmistir. Yatak
yikandiktan sonra tekrar substrat ¢oézeltisi beslenmis ve baslangigta % 95
dénisim elde edilmigtir. Bu yolla 48 saat sonunda % 80’ den fazla dénlisim
gerceklesmistir (Dossat et al., 1999).
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Metanoliz tepkimeleri genellikle organik ¢dzlcl ortamlarinda yUrutiimektedir.
Kullanilan baslica ¢6zuculer; heptan, 1,4-dioksan, izooktan, siklohekzan, toluen,
hekzan ve petrol eteridir (Dossat et al., 1999; Nie et al., 2006; Soumanou and
Bornscheuer, 2003; Yadav and Trivedi, 2003). Galismalarda farkl hidrofobiklige
sahip c¢6zlculer denenmektedir. Bilindigi gibi log P degeri, 2° den diustk olan
¢bziculler biyokatalizleme igin uygun degildir. Bu ¢6ziculer, enzimin etrafindaki
suyu hapsedebilir. Bu da enzimin aktif yapisini etkiler. Apolar ¢dzlculer, 6rnegin
hekzan (log P=3.5), enzimin ¢evresindeki suyu ortadan kaldiramaz (Nie et al.,
2006). Polar c¢o6zuculer kullanildiginda, bunlar hidrojen baglarini ve hidrofobik
etkilesimleri zarara ug@ratarak enzimin dogal yapisini bozar (Soumanou and
Bornscheuer, 2003). Hekzan gibi hidrofobik ¢éztculer, yiksek enzim aktivitesi ve
kararliigi nedeniyle tercih edilirken, substrat ya da 0GrGndn hidrofilik oldugu
durumlarda, bu tip tepkime ortamlarinda karismadiklari icin ortaya ¢ikan ¢ézinme
problemleri, polar molekullerin hidrofilik enzim destedi Uzerine tutunmasina ve
bdylece cok disik tepkime hizlarina neden olmaktadir (Balcao et al., 1996;
Castillo et al., 1997).

Tranesterlesme tepkimelerinde organik ¢éztcl kullaniminin yani sira son yillarda
¢bzlcu icermeyen sistemlerle calisiimaktadir. Tepkime slresini azaltmak ve
organik ¢o6zlcllerden kaynaklanan maliyeti ortadan kaldirmak igin ¢6zlcusuz
sistemler tercih edilmektedir. Ayrica, bu sistemlerde tepkime hacimleri de oldukga
azalrr. Buna kargin, organik ¢6zlcU iceren sistemlerde karsilagilan problemler
burada da s6z konusudur (Kdse et al., 2002; Soumanou and Bornscheuer, 2003).

Yaglardan metil ester Gretmede kullanilan baska bir yontem ise, interesterlesme
tepkimesidir. interesterlesme tepkimesinin transesterlesmeden farki, trigliseritten
gelen acil (COOR) grubunu alan reaktantin alkol degil ester olmasidir. Du et al.
(2004)" in yaptigi calismada, acil kabul edici olarak metil asetat kullaniimigtir. Metil
asetat/'yag orani (12:1) oldugu durumda dahi enzim aktivasyonunda bir disus
gbérilmeden % 92’ lik bir metil ester verimi elde edilmigtir. YUksek metil asetat
derigimi, ortami seyrelttigi icin yadlarin enzimi inhibe etmesini engelledigi
belirtiimistir. Tepkimenin yan Grind olan triasetil gliserin, gliserin gibi enzimin aktif
bdlgesini tikayip aktivite ve kararlihda negatif etki yapmamaktadir. Enzim
gliserinde oldugu gibi ek bir muamele gerektirmeden tekrar tekrar kullanilabilir.
Metil asetatla interesterlesme hizi, metanolle transesterlesme hizina gére disik
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oldugu icgin interesterlesme tepkimesinde yiksek miktarlarda enzim kullaniimasi
gerekmektedir (100 g yag icin 30 g enzim). Ayrica, metil asetat, metanole gére
daha pahali bir kimyasaldir.

Bu calismada, yukarida s6zU edilen problemler ve calismalar 1s1ginda, metanol
inhibisyonunun ve gliserinden dolay! aktivite kaybinin olmadigi, az miktarda
enzimle kisa sdrede ylUksek metil ester veriminin elde edildigi, ayirma ve
saflagtirma islemlerinin en aza indirgendidi ve sanayiye uygulanabilir bir tepkime
sistemi énerilmistir.

Tribdtirinin  metanol ile transesterlesme ve metil asetat ile interesterlesme
tepkimesi ayni anda gerceklestirilmistir. Tepkime ortaminda herhangi bir organik
¢6zlclu kullanilmamistir. Metil asetat ile hem metanolin neden oldugu
inhibisyonun 6ntne gegilip yiksek oranlarda metanol kullanimina imkan taninmis
hem de tepkimede ikinci bir reaktant kullanilarak tribGtirinin dénisima artmigtir.
Metil asetat, yag icinde ¢6zindigu ve metanol ile karistidi icin metanolin yagdaki
¢6zUnarlagund artirmistir. Daha 6nce belirtildigi gibi, inhibisyona neden olan, yag
icinde ¢bzinmeyen metanol molekdlleridir. % 100 fazla miktarda metanol-metil
asetat karisimi, herhangi bir inhibisyona neden olmamigtir. Ayrica, fazla miktardaki
metanol, olugan gliserini ¢6zdigdl igin gliserinin enzim ylzeyine birikmesi de
ortadan kalkmistir. Hiz degerleri, birim zamanda 1 g enzimle Uretilen metil btiratin

derisimi olarak ifade edilmigtir (mol/L.dak.g enzim).

4.2.1. Metanol/metil asetat mol oraninin belirlenmesi

Tribdtirinin transesterlesmesi tepkimesinde acil alici alarak metanoliin yaninda
metil asetat kullanilirken metanol ve metil asetatin hangi oranlarda tepkime
ortamina eklenecegdinin belirlenmesi i¢cin metanol ve metil asetatin ayri ayri
tribGtirinle verdikleri transesterlesme (metanol ile) ve interesterlesme (metil asetat
ile) tepkimelerinin hizlan karsilastinimistir. Metanol ve metil asetatin kisitlayici
reaktant olmasi gerektiginden fazla miktarda tribGtirin kullaniimistir. Sekil 4.10° da

iki tepkimedeki tribtirin derisiminin zamana bagh olarak degisimi gdsterilmektedir.
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Sekil 4.10. Metanol/metil asetat oraninin belirlenmesi
Tepkime gartlari : 6 mmol tribGtirin, 6 mmol metanol veya metil asetat, % 5 enzim,
25 °C, 150 rpm karistirma hizi.

Grafikten de anlasilacagi gibi metanolle transesterlesme tepkimesinin hizi, metil
asetata gobre daha yUksektir. Baslangic tepkime hizlarinin orani 5 olarak
hesaplanmigtir. Bu nedenle, bundan sonraki transesterlesme/interesterlesme
tepkimelerinde 5 mol metanol/1 mol metil asetat oraninda metanol-metil asetat
karigimi kullaniimistir.

4.2.2. Karigstirma hizinin etkisi

Reaktantlar igin dis kitle aktarim direncinin etkisini incelemek amaciyla 4 farkl
karistirma hizinda, 100, 150, 200 ve 250 rpm’ de, calisiimigtir. Hiz 100 rpm’ den
200 rpm’ e ¢ikarildiginda tribltirin dénisima, % 46’ dan 56’ ya yikselmistir. Ancak
hiz 250 rpm’ e g¢ikartildiginda dénlisim % 51’ e dusmustar. Bunun nedeni, kayma
geriliminden ya da koépUk olusumundan dolayl enzimin aktivitesinin dismesi
seklinde yorumlanmaktadir. Sekil 4.11° de farkl karistirma hizlarinda déntgtimler
gbsterilmektedir. Bundan sonraki deneyler 200 rpm’ de gergeklestirilmistir.
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Sekil 4.11. Karigtirma hizinin etkisi

Tepkime sartlari : 5 mmol tribGtirin, 15 mmol metanol-metil asetat, % 5 enzim, 25
[0}

C.

4.2.3. Metanol-metil asetat derisiminin etkisi

Metanol-metil asetat karisimi derisiminin etkisini incelemek amaciyla tribatirin mol
sayisi 5 mmol’ de sabit tutulup tribGtirin/metanol-metil asetat mol orani (1:3), (1:4),
(1:5), (1:6) olarak degistirilmigtir. Tepkime ortamina toplam reaktant miktarinin %

5 i kadar enzim eklenmistir.

¢ (1:3) m (1:4) A (1:5) x (1:6)
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Sekil 4.12. Metanol-metil asetat derigiminin etkisi
Tepkime sartlari : 5 mmol tribGtirin, 15, 20, 25, 30 mmol metanol-metil asetat, % 5
enzim, 25 °C, 200 rpm karistirma hizi.
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Sekil 4.12° de farkli metanol-metil asetat derisimleri icin zamanla dénidstimler
verilmigtir. Derigsim arttikca baslangic tepkime hizi artmigtir. Herhangi bir
inhibisyon g6zlenmemistir. Bu deneyler sonucunda, % 100 fazla miktarda (1:6 mol
oraninda) metanol-metil asetat karisimi kullaniminin enzim aktivitesinde negatif bir
etki yapmadigi kanitlanmigtir. Fazla miktarda metanol-metil asetat kullanildigi
takdirde tribatirin, kisitlayici reaktant olmasindan dolayr tamamen tikenecektir. Bu

da istenilen bir durumdur.
4.2.4. Tribitirin derisiminin etkisi

Tributirin derisiminin tepkime hizi Gzerindeki etkisini incelemek igin metanol-metil
asetat derisimi 15 mmol’ de sabit tutulup tribltirin/metanol-metil asetat mol orani
(1:3), (2:3), (3:3), (4:3) olarak degistiriimistir. Tepkime ortamina toplam reaktant
miktarinin % 5’ i kadar enzim eklenmistir. Sekil 4.13’ te farkli tribltirin derisimleri
icin zamanla doéndsumler verilmigtir. Derisim arttikga baglangic tepkime hizi
azalmigtir. Dolayisiyla tribttirin yiksek derisimlerde inhibisyona neden olmaktadir.

*(1:3) m (2:3) A (3:3) X (4:3)
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Sekil 4.13. Tribatirin derigiminin etkisi
Tepkime sartlari : 15 mmol metanol-metil asetat, 5, 10, 15, 20 mmol tribdtirin, % 5
enzim, 25 °C, 200 rpm karistirma hizi.

Tribatirin  derisimi, sitokiyometrik oranin (1:3 mol orani) Gzerinde kullanildigi
durumda, enzim aktivitesini dusUrmektedir. Transesterlesme tepkimelerinin
uygulama amaci, yagin mimkin oldugunca dénisimi ve metil ester veriminin
artinlmasi oldugundan yagin fazla miktarda kullanimi genellikle s6z konusu

degildir. Dolayisiyla bu durum, pratikte bir sorun teskil etmemektedir.
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Burada elde edilen sonuca dayanarak fazla miktarda metil asetat-metanol
kullanildiginda tepkime hizinin artmasinin nedeni olarak metanol-metil asetat
karisiminin - ortami seyrelterek yagin enzimi inhibe etmesini engellemesi
gOsterilebilir.

4.2.5. Michaelis & Menten sabitlerinin belirlenmesi

Farkh substrat derigsimlerinde, diger substrat derisimi sabit tutularak, baslangi¢
tepkime hizlari belirlenip Lineweaver-Burk grafiginin egimi ve kesim noktasindan
tribGtirin ve metanol-metil asetat icin Michaelis-Menten sabitleri (Kn,) sirasiyla 0.1
M ve 50 M olarak hesaplanmigtir. Sekil 4.14’ te metanol-metil asetat igin ¢izilen

Lineweaver-Burk grafigi gosteriimektedir.

0,035
E 0,03
g
§ 0,025 /
o
£ 002
3 y = 0,183x + 0,0031
3 0,015 - )
= R? = 0,963
g oot
8 0,005 -
T 0 T T T T T
0,09 0,1 0,11 012 013 014 0,5
1/[A)(M)

Sekil 4.14. Metanol-metil asetat icin Lineweaver-Burk grafigi
Tepkime sartlari : 5 mmol tribGtirin, 15, 20, 25, 30 mmol metanol-metil asetat, % 5
enzim, 25 °C, 200 rpm karistirma hizi (A: Metanol-metil asetat).

Km degerlerine bakildiginda, tribtirinin kiigik, metanol-metil asetatin ise blylk Kn,
degerine sahip oldugu gértlmektedir. Bu sonugtan, enzimin tribdtirine olan ilgisinin
(afinitesinin) metanol-metil asetata olana gbére daha fazla oldugu cikariimigtir.
Daha o6nce belirtildigi gibi, yUksek tribltirin  derisimleri, inhibisyona neden
olmaktadir; ¢linkli enzim, dusuk tribatirin derigsimlerinde doygunluga ulagmaktadir.
Ayni sekilde, yiksek metanol-metil asetat derigimleri, enzimi inhibe edecek bir etki
yapmamaktadir; ¢lnkd, buytk K, degerinden dolayi, enzimin metanol-metil asetat
karigsimina olan hassasiyeti disikttr diye dugtnulebilir.
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4.2.6. Tribdtirin inhibisyonunun incelenmesi

Tribatirin inhibisyonunun varligini ve tirind incelemek amaciyla sabit tribGtirin
derigsimleri icin, farkh metanol-metil asetat derisimlerinde tepkime hizlari
belirlenmistir. 15 mmol tribltirin derisiminde, 5 mmol tribGtirin derisimine gére daha
disuk tepkime hizlari elde edilmistir. Bu sonug, Lineweaver-Burk grafiginden daha
iyi gérinmektedir (Sekil 4.15).

‘ o |=5 mmol ®m |I=15 mmol ‘
0,1
£
‘" 0,08 1 ././'
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()
@ 0,06 -
<
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S 0,04 -
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?2’ 0,02 | >
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0,09 0,1 0,11 0,12 0,13 0,14 0,15
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Sekil 4.15. Tribdtirin inhibisyonunun incelenmesi
Tepkime sartlari : 5 mmol veya 15 mmol tribQtirin, 15, 20, 25, 30 mmol metanol-
metil asetat, % 5 enzim, 25 °C, 200 rpm karistirma hizi (A: Metanol-metil asetat)

Grafige gore, tribGtirin derigimi arttikga tepkime hizi dismdstir. Bu, tribdtirin
inhibisyonu varhgdinin bir géstergesidir. Dogrularin birbirine paralel olmasi ise yari
yarismall substrat inhibisyonu oldugunu gdsterir.

4.2.7. Tribdtirin inhibisyon sabitinin belirlenmesi

Michaelis & Menten kinetigi, yari yarismali substrat inhibisyonu halinde “Esitlik
4.1.” deki gibi ifade edilmektedir (bkz. Genel Bilgiler-Substrat inhibisyonu).
S
= mlS] < (4.1)
K., +[S]+u
K

SI

burada, rm, en yiksek tepkime hizi, Ky, tribtirin icin Michaelis sabiti, Kg), tribGtirin
inhibisyon sabitidir.
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Farkli tribGtirin  derigsimlerinde baslangic hizlarn belirlendikten sonra tribatirin
inhibisyon sabiti, Kgj, Systat 12 bilgisayar programiyla, deneysel verilerin “Esitlik
4.1” deki denklige uydurularak tespit edilmistir. Bu sekilde Kgj, 22.42 M olarak

bulunmustur.
4.2.8. Kinetik model

Transesterlesme tepkimeleri, iki substratla yUrOtaldigd icin enzimle substratlar
arasindaki tepkime mekanizmasini agiklamak amaciyla ping-pong bi-bi
mekanizmasi kullanilmaktadir. Bu mekanizmaya goére, tepkimeler seri halinde
gerceklesir. Bir GrGn ortaya c¢ikar, daha sonra diger substrat enzime baglanir.

Substratlarin biri ya da ikisi inhibisyon yapabilir.

A’ nin inhibisyonu varliginda tepkime hizi;

o [A,][B:] “n

fmax KmB [Ao](1+[QO]J+KmA [Bo]+[AO][BO]

IA

seklinde ifade edilir.

burada ro, baslangig¢ tepkime hizi, rmax, €n yiksek tepkime hizi, [Ao], baslangi¢ yag
derigimi, [Bo], baglangi¢ alkol derigsimi, Kma, yag i¢in Michaelis sabiti, Kmg, alkol igin
Michaelis sabiti, Kia, A (yag) icin inhibisyon sabitidir.

Baslangi¢c transesterlesme hizlarina bakildiginda metanol-metil asetat derisimi
arttikca arttigi, tribGtirin derigimi arttikca azaldidi g6ézlenmistir. Bunun sonucunda
tribGtirinin inhibisyon yaptigi tespit edilmigtir. Farkli tribGtirin ve metanol-metil
asetat derigimleri i¢in elde edilen deneysel sonuglarla “Esitlik 4.2.” deki kinetik
model ile hesaplanan hiz degerleri karsilastinimigtir (Sekil 4.16). Deneysel veriler
substrat inhibisyonlu ping-pong bi-bi mekanizmasi sonucunda c¢ikarilan kinetik
modelle uyum gdstermektedir. Grafigin egiminin 1’ e yaklasik olmasi kinetik model

sonucu elde edilen verilerin deney verileriyle uyum sagladigini gostermektedir.
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Sekil 4.16. Kinetik model ve deneysel sonuglarin kargilastiriimasi

4.2.9. Akiskan yatak deneyleri

Tribatirin -~ transesterlesme/interesterlesme  tepkimesinin ~ sirekli  sistemde
uygulanabilirliginin arastirilmasi amaciyla yari-strekli akigkan yatak sisteminde
sabit substrat ve enzim derisiminde farkli akis hizlarinda zamanla substrat
dénisima izlenmigtir.

Kesikli sistem deneylerinden sonra % 100 fazla miktarda metanol-metil asetat (6:1
metanol-metil asetat/yag mol orani) kullaniminin inhibisyona neden olmadig tespit
edilmis ve bu oranda farkh akis hizlarinda yari-strekli dénguli bir sistemde
akiskan yatak deneyleri yurGtaimUstdr. Literatlirde transesterlesme tepkimeleri igin
reaktdr olarak sabit veya dolgulu yatak énerilmigtir (Dossat et al, 1999). Bu gibi
sistemlerde, gliserinin enzim etrafinda birikmesinden dogan aktivite kaybi daha
cok goriilmektedir. Onerilen akiskan yatak sisteminde enzim partikilleri reaktdr
icerisinde sUrekli hareket halinde oldugu i¢in olugsan gliserin enzim ylzeyinde
birikmeden tepkime ¢bzeltisinde bulunan fazla metanol yardimiyla ¢6zinmektedir.
Akiskan yatagin bir diger yarari ise az miktarda enzim kullanimidir. Bu ¢aligmada
akiskan yatakta dusiuk enzim ytzdesiyle (% 1) % 90’ lara varan dénlisim elde
edilmistir.

Akis hizlari 5, 10, 15 ve 20 mL/dak. olarak degistiriimis ve dénisim incelenmigtir
(Sekil 4.17). En yUksek dontisim (% 91) 5 mL/dak. akis hizinda 4 saat sonunda
elde edilmigtir. Akis hizi arttikca donisim azalmistir. 20 mL/dak. icin dénidsim

degeri % 58’ dir. Bunun nedeni hizlh akis hizlarinda alikonma suresinin disik
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olmasindan  dolayr enzimle substrat arasinda yeterli etkilesimin
gerceklesememesidir .

¢ 5 ml/dak = 10 ml/dak A 15 ml/dak x 20 ml/dak
100
*

1
g A
E 601 . i %
wr
2 40 - X
8

20 - i

0 * T T T

0 1 2 3 4
Zaman(sa)

Sekil 4.17. Akigkan yatak deneyleri

Tepkime gartlari: 0.6 mol tribGtirin, 0,36 mol metanol-metil asetat (1:6
tribGtirin/metanol-metil asetat mol orant), 35 mL tepkime hacmi, 320 mg enzim
(% 1),25°C

4.2.10. Tepkime urunlerinin kitle spektroskopisi ile dogrulanmasi

Transesterlesme ve interesterlesme tepkimeleri, reaktantlarin ve Grlnlerin
derigimleri HPLC’ de analiz edilerek izlenmistir. Ancak tepkimenin baslica Grin
olan metil bdtiratin dogrulanmasi igin spektroskopi kullaniimigtir. Bu amagla,
tepkime basinda, ortasinda ve sonunda o&rnekler alinlpp GC/MS’ de analiz
edilmistir. Elde edilen kromatogramlara ve GC/MS yaziliminda var olan spektrum
kOtiphane taramasina gére tepkime @rin0d metil bdtirat dogrulanmigtir.
Tepkimenin basinda, ortasinda ve sonunda alinan 6rneklerin analizi sonucunda
elde edilen kromatogramlar, Ek 4’ te sunulmustur. Tepkimenin basinda alinan
drnege ait kromatogramda metil butirat piki gérinmemekle beraber yiksek
miktarda tributirin oldugunu goésteren tribltirin piki vardir (bkz. Ek 4.1). Tepkimenin
sonunda alinan érnege ait kromatogramda metil bitirat piki ortaya ¢ikmisg, tribdtirin
piki nerdeyse kaybolmustur (bkz. Ek 4.3). Bu, tribGtirinin tamamen metil bltirata
dénustugund goéstermektedir. Ek 5’ teki kitlphane taramasi sonuglarina gore,
tepkimenin basinda alinan 6rnekte % 100 olasilikla yUksek bir oranda tribGtirin

oldugu, tepkimenin ortasinda alinan &6rnekte tribGtirin oraninin biraz distiga,
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tepkimenin sonunda alinan 6&rnekte ise tribltirinin  tamamen tikendigi
g6rilmektedir. Ayrica, Uglncu érnekte % 100 olasilikla ylksek oranda metil bitirat
oldugu sonuglardan anlagiimaktadir.
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5. SONUCLAR

Bu calismada yaglar icin model bir substrat olan tribGtirinin lipaz araciligiyla

hidroliz ve transesterlesme/interesterlesme tepkimeleri incelenmistir.

TribGtirinin suda ¢6zunlr halde ve emdlsiyon halinde hidrolizi incelenmis,
hidroliz tepkimesi igin optimum pH, sicaklik, karistirma hizi, enzim derigimi
ile Michaelis-Menten sabitleri belirlenmigtir. Tutuklanmis lipazin tekrar
kullanilabilirligi, yani, isletme kararhligi test edilmistir. Ayrica, tepkime
ortamina belirli oranlarda katilan bazi organik ¢6zlculerin hidroliz hizi

Uzerindeki etkileri aragtiriimigtir.

Novozym 435 ile tribGtirinin hidroliz tepkimesi igin optimum pH, 7.0,
optimum sicaklik, 50 °C, optimum karistirma hizi, 300 rpm, optimum enzim
derisimi, 100 mg tutuklanmig enzim/30 mL tepkime hacmi olarak

belirlenmistir.

Enzim aktivitesi, tributirinin hem ¢6zinlr halde hem de emulsiyon halinde
oldugu durumda, Michaelis&Menten kinetigine uygun davranis géstermistir.
Michaelis&Menten parametreleri, Vi, 0.425 ymol BA/(mg E.dak), K, ise,
15.736 mM olarak saptanmistir.

Novozym 435’ in igletme kararlihdini incelemek icin tutuklanmis enzim
tepkime sonrasi suzilip tekrar ayni tepkime sartlarinda kullaniimistir.
Enzim aktivitesi 6 kullanim sonrasinda yaklasik % 60 oraninda dismustar.

Organik ¢dzUculerin hidroliz hizi Gzerindeki etkilerini incelemek amaciyla
farkli hidrofobiklige sahip organik ¢oézlcUler degdisik oranlarda tepkime
ortamina katilmig, organik ¢6zuculerin hidroliz hizini digtrdigu tespit
edilmistir. Ancak, hidrofobiklik ile hidroliz hizi arasinda dogrudan bir

baglanti kurulamamistir.

TribGtirinin metanol ile transesterlesme ve metil asetat ile interesterlesme
tepkimesi ayni anda gergeklestiriimis ve metanol ile beraber metil asetat
kullaniminin yararlari arastirilmistir. Karistirma hizinin etkisi, metanol ve
metil asetatin hangi oranlarda tepkime ortamina katilacagi, tribGtirin
derisiminin etkisi, metanol-metil asetat karisimi derisiminin etkisi, Michaelis-

Menten ve tribatirin i¢in inhibisyon sabitleri, kesikli sistemde yapilan
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deneyler sonucunda tespit edilmistir. Tribdtirinin metanol ve metil asetatla
transesterlesme/interesterlesme tepkimesinin ping-pong bi-bi
mekanizmasina gére davranis g0Osterdigi ve deney sonuglarinin bu
mekanizma sonucu ¢ikarilan kinetik modelin sonuclariyla uyum sagladigi
go6rulmastar. Kesikli sistemde elde edilen veriler 1s1ginda tepkimenin surekli
sistemde uygulanabilirliginin arastirimasi amaciyla yari-surekli akigkan
yatakta farkli akis hizlarinda déntsim incelenmisgtir.

Lipazla katalize edilen transesterlesme tepkimelerinde Kkarsilagilan
problemler ve yapilan ¢alismalar dikkate alinarak, metanol inhibisyonunun
ve gliserinden dolayi aktivite kaybinin olmadigi, az miktarda enzimle kisa
slrede yuksek metil ester veriminin elde edildigi, ayirma ve saflagtirma
islemlerinin en aza indirgendigi ve sanayiye uygulanabilir bir tepkime
sistemi énerilmistir.

Metanol ve metil asetatin ayrn ayri tribitirinle verdikleri transesterlesme
(metanol ile) ve interesterlesme (metil asetat ile) tepkimelerinin hizlari
kargilastiriimis, transesterlesme/interesterlesme tepkimelerinde 5 mol
metanol/1 mol metil asetat oraninda metanol-metil asetat karigimi

kullaniimasina karar verilmistir.

Metanol-metil asetat derisimi arttikca baslangi¢ tepkime hizi artmistir.
Herhangi bir inhibisyon gbézlenmemistir. % 100 fazla miktarda (1:6 mol
oraninda) metanol-metil asetat karigimi kullaniminin enzim aktivitesinde

negatif bir etki yapmadigi géralmuastur.

Tribatirin derisimi arttikga baslangi¢ tepkime hizi azalmigtir. Dolayisiyla
tribGtirin - yOksek derigsimlerde inhibisyona neden olmaktadir. Tribdtirin
derigimi, sitokiyometrik oranin (1:3 mol orani) Gzerinde kullanildigi

durumda, enzim aktivitesini digtrmektedir.

TribGtirin  ve metanol-metil asetat icin Michaelis-Menten sabitleri (Km)

sirasiyla 0.1 M ve 50 M olarak hesaplanmigtir.

TribGtirinin yan yarismali substrat inhibisyonu yaptigi belirlenmis, tribdtirin
inhibisyon sabiti, Kg, 22.42 M olarak bulunmustur.
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e Deneysel veriler substrat inhibisyonlu ping-pong bi-bi mekanizmasi
sonucunda ¢ikarilan kinetik modelle uyum géstermektedir.

e Yari-surekli sistemde akigkan yatakta distk enzim ylUzdesiyle (% 1) % 90’
lara varan doéndsiumler gézlenmistir. En yiksek dénisim (% 91) 5 mL/dak.
akis hizinda 4 saat sonunda elde edilmistir. Akis hizi arttikga dénidsim
azalmistir.

e Tepkime 0rindnun metil bdtirat oldugu GC/MS’ de analiz yapilarak
dogrulanmig, transesterlesme/interesterlesme tepkimesinin  verimli  bir

sekilde gerceklestigi kanitlanmistir.

Bu calismanin devami niteliginde olacak calismalar, lipazla yaglarin hidrolizini
artiracak yeni ¢6zlUcU sistemlerinin arastiriimasi ve optimize edilmesi, hidroliz
tepkimesinin surekli sistemde yarutilebilmesi icin farkh reaktérlerin gelistirilmesi,
ayirma ve saflastirma iglemlerinin kolaylastiriimasi ve maliyetinin digurtlmesi icin
proses 6nerilmesi gibi konular olabilir.

Yaglardan metanol ve metil asetat ile transesterlesme ve interesterlesme
tepkimesi araciligiyla metil ester Uretimi kisminda ise, yari-sirekli sistemde
akigkan yatakta kullanilabilirligi kanitlanmig tepkime sisteminin kesikli dizende
elde edilmis veriler 1s1ginda surekli sisteme uyarlanmasi ve metal ester veriminin
izlenmesi, surekli sistemde enzim deaktivasyonunun ne derecede oldugunun
g6zlenmesi gelecekte yapilabilecek calismalar arasindadir. Bu baglamda, farkli
partikll boyutlarindaki tutuklanmis enzimlerin farkli oranlarda tepkime ortamina
katilarak akiskanligi ve verimi nasil etkiledigi incelenebilir. Ayrica, surekli dizende
akigkan yatak sistemiyle dolgulu yatak sisteminin karsilastiriimasi yapilabilir.
Bunlarin yaninda, tribGtirinin metanol ile transesterlesme ve metil asetat ile
interesterlesme tepkimeleri, tepkimelerle es zamanli olarak, kitle spektroskopisi ile
izlenerek tepkimenin mekanizmasi daha iyi anlagilabilir. Bu sekilde, inhibisyonlu
ping-pong bi-bi mekanizmasina ek olarak veya onu destekleyen bir kinetik model
ortaya c¢ikarilabilir.
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EK 1
HPLC SARTLARI

HPLC

Kolon (Sabit faz)
Dedektor

Hareketli faz

Akis hizi

Detektdr dalga boyu
Kolon sicakligi
Kolon basinci
Enjeksiyon hacmi

Analiz siresi

: Agilent 1100

: Hichrom C18 ters faz kolon, 10 cm, 4.6 mm i.d.
: Degisken Dalga Boyu Detekt6rt (UV-Vis)

: Metanol : Su (90:10) (hacimce)

: 0.8 mL/dak.

:210 nm

:25°C

: 130 bar

120 uL

: 10 dakika
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EK 2. HPLC KROMATOGRAMLARI

VWD1 A, Wavelength=210 nm (BVK\BVK00022.D)
VWD1 A, Wavelength=210 nm (BVK\BVK00128.D)

mAU

Metil
asetat

700

600

500

400

300

200

100

o

Tribatirin

Metil
bltirat

Sekil Ek2.1. Metil asetat, tribdtirin, metil bitirata ait HPLC kromatogrami
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EK 3
GC/MS SARTLARI

GC/MS
Kolon (Sabit faz)
Taslyici gaz

Akis hizi

Firin sartlari
Baslangi¢ sicakligi

Baslangic¢ bekleme siiresi

Bitis bekleme slresi

Split orani

: Agilent 6890 GC System 5973 MSD
: HP-5MS, 0.25mmx=x30mx0.25um
: Helyum

11 mL/dak.

140 °C

: 5 dakika

5 °C/dak hizla 250 °C’ ye kadar dogrusal artis

: 10 dakika

: (50:1)
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EK 4

GC/MS KROMATOGRAMLARI

EK 4.1. Tepkimenin basinda alinan 6rnege ait kromatogram
EK 4.2. Tepkimenin ortasinda alinan 6rnege ait kromatogram

EK 4.3. Tepkimenin sonunda alinan érnege ait kromatogram

67



EK 4.1

TIC Method_45.D

90000001 Trib(tirin

o1 — LMHL

T e e e e
5.00 10.00 1500 220. 25,00 3000 3500 4000 4500 50.00 58500

Sekil Ek4.1. Transesterlesme tepkimesinin basinda alinan érnegin kromatogrami
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EK 4.2

Abundance

Metil TIC Method 46.D
butirat

TribOtirin

oo r 4
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000 5500

Tinre—

Sekil Ek4.2. Transesterlesme tepkimesinin ortasinda alinan érnegin kromatogrami
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EK 4.3

Abundance

Metil TIC Method 47.D
bitirat

TribUtirin
o r e : \FT’\/“J\H T ‘H e e

‘ ‘ ‘ ‘ — T
500 1000 1500 2000 2500 30.00 3500 40.00 45.00 5000 55.00

Time—

Sekil Ek4.3. Transesterlesme tepkimesinin sonunda alinan 6rnegin kromatogrami
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EK 5.1
Area Percent Report

Data Path : CAMSDChem\1\DATA\gas\
Data File : Method_41.D

AcqOn :15Jun 2007 1:32
Operator :

Sample :1

Misc

ALS Vial : 12 Sample Multiplier: 1

Integration Parameters: AUTOINT1.E
Integrator: ChemStation

Method : C:\MSDCHEM\1\METHODS\FAMECARBOWAX.M
Title

Signal :TIC

peak R.T.first maxlast PK peak corr. corr. % of

# min scanscanscan TY height area % max. total
1 1.625 270 295 311 BB 30801 243787 0.07% 0.033%
2 2.076 375 381 391 BB 39676 465273 0.14% 0.064%
3 3.631 664 678 692BB 23127 474505 0.14% 0.065%
4
5

5.018 832 943 1013 BB 2 42489 8767349 2.59% 1.199%
7.238 1357 1367 1389 BB 12138 336037 0.10% 0.046%

12.809 2420 2431 2443 BB 2 21753 505905 0.15% 0.069%
25.316 4806 4820 4852 BB 2 94092 2465973 0.73% 0.337%
27.704 52515276 5297 BB 82902 2167310 0.64% 0.297%
27.871 53005308 5315 BB 19822 446627 0.13% 0.061%

10 27.950 53155323 5338 BB 22889 515125 0.15% 0.070%

©ooN®

11 28.536 5399 5435 5474 BB 1358986 56810455 16.76% 7.772%
12 29.196 5532 5561 5582 BB 266957 6830948 2.02% 0.935%
13 29.610 5602 5640 5672 BB 107669 2744378 0.81% 0.375%
14 30.563 5803 5822 5835 BB 1161038 28537978 8.42% 3.904%
15 30.688 5835 5846 5866 BB 545606 12692710 3.75% 1.737%

16 31.165 59255937 5946 BB 2 32692 720559 0.21% 0.099%
17 31.631 6009 6026 6037 BB 25236 598237 0.18% 0.082%
18 31.735 6037 6046 6066 BB 6 10289 337670 0.10% 0.046%
19 32.400 6128 6173 6185 BB 2 686567 16548384 4.88% 2.264%
20 33.170 6290 6320 6381 BB 532012 34181350 10.09% 4.676%

21 34.484 64606571 6576 BB 2 528173 338905416 100.00% 46.366%
22 34.667 6577 6606 6646 BB 4204441 208800085 61.61% 28.566%
23 35.055 6652 6680 6689 BB2 70971 1834956 0.54% 0.251%

24 35.133 6689 6695 6702 BB 25167 462676 0.14% 0.063%

25 35.264 6702 6720 6743 BB 30241 584462 0.17% 0.080%

26 35.892 6824 6840 6853 BB 4 29375 1141058 0.34% 0.156%
27 36.651 6953 69856996 BB 3 38772 955540 0.28% 0.131%
28 43.898 83418369 8407 BB2 49534 1857471 0.55% 0.254%
Library Search Report

Data Path : C:\MSDChem\1\DATA\gas\
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Data File : Method_41.D

AcqOn :15Jun 2007 1:32

Operator :

Sample :1

Misc

ALS Vial : 12 Sample Multiplier: 1

Search Libraries: C:\Database\HPCH1607.L Minimum Quality: 30
C:\Database\Wiley7Nist05.L Minimum Quality: 50
C:\Database\wiley7n.|

Unknown Spectrum: Apex
Integration Events: Chemstation Integrator - AUTOINT1.E

Pk# RT Area% Library/ID Ref# CAS# Qual

1 1.63 0.03 C:\Database\Wiley7Nist05.L
Ethane, 1,1-dimethoxy- (CAS); Dime 339955 000534-15-6 83
thylacetal; 1,1-Dimethoxyethane; E
thylidene dimethyl ether; Acetalde
hyde dimethyl acetal; Acetaldehyde
, dimethyl acetal; Dimethyl acetal
; CH3CH(OCHS3)2; 1,1'-Dimethoxyetia
ne; Dimethyl aldehyde; Methyl form
yl; UN 2377
Ethane, 1,1-dimethoxy- 339953 000534-15-6 74
Ethane, 1,1-dimethoxy-; Acetaldehy 339952 000534-15-6 74
de, dimethyl acetal; Dimethyl acet
al; Ethylidene dimethyl ether; 1,1
-Dimethoxyethane; CH3CH(OCH3)2; 1,
1'-Dimethoxyetiane; Dimethyl aldeh
yde; UN 2377

2 2.08 0.06 C:\Database\Wiley7Nist05.L
Benzene (CAS); Phene; Benzol; Benz 337355 000071-43-2 91
ole; Pyrobenzol; [6]Annulene; Pyro
benzole; Coal naphtha; Phenyl hydr
ide; Cyclohexatriene; Benzolene; B
icarburet of hydrogen; Carbon oil;
Mineral naphtha; Motor benzol; Be
nzeen; Benzen; Benzin; Benzine; Be
nzolo; Fenzen; Ni
Benzene (CAS); Phene; Benzol; Benz 337360 000071-43-2 91
ole; Pyrobenzol; [6]Annulene; Pyro
benzole; Coal naphtha; Phenyl hydr
ide; Cyclohexatriene; Benzolene; B
icarburet of hydrogen; Carbon oil;
Mineral naphtha; Motor benzol; Be
nzeen; Benzen; Benzin; Benzine; Be
nzolo; Fenzen; Ni
Benzene 337351 000071-43-2 91

3 3.63 0.06 C:\Database\HPCH1607.L
11.75 PHENYL ETHYL ALCOHOL (=2-PHE 1406 000060-12-8 39
NYLETHYL ALCOHOL;
19.73 SABINYL ACETATE<TRANS-> (TRA 1412 053833-85-5 38
NS for Ac vs. IPP)
10.66 TOLUALDEHYDE<PARA-> 1556 000104-87-0 9

4 5.02 1.20 C:\Database\Wiley7Nist05.L
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Butanoic acid (CAS); n-Butyric aci 339216 000107-92-6 90
d; Butyric acid; 1-Butyric acid; n

-Butanoic acid; Ethylacetic acid;

Propylformic acid; 1-Propanecarbox

ylic acid; ETHYL ACETIC ACID; n-C3

H7COOH; Propanecarboxylic acid; Bu

tanic acid; Buttersaeure; IMET 339

3; Kyselina masel

Butanoic acid; Butyric acid; n-But 339219 000107-92-6 90
anoic acid; n-Butyric acid; Ethyla

cetic acid; Propylformic acid; 1-B

utyric acid; 1-Propanecarboxylic a

cid; n-C3H7COOH; Propanecarboxylic

acid; Butanic acid; Buttersaeure;

IMET 3393; Kyselina maselna; UN 2

820

Butanoic acid (CAS); n-Butyric aci 339222 000107-92-6 90
d; Butyric acid; 1-Butyric acid; n

-Butanoic acid; Ethylacetic acid;

Propylformic acid; 1-Propanecarbox

ylic acid; ETHYL ACETIC ACID; n-C3

H7COOH; Propanecarboxylic acid; Bu

tanic acid; Buttersaeure; IMET 339

3; Kyselina masel

5 7.24 0.05 C:\Database\Wiley7Nist05.L

6 12.81

7 25.32

8 27.70

9 27.87

4-Heptanone 347840 000123-19-3 78
4-Heptanone 347844 000123-19-3 78
4-Heptanone; Butyrone; Dipropyl ke 347842 000123-19-3 64
tone; GBL; Propyl Ketone; (n-C3H7)

2CO0O; Heptan-4-one; Di-n-propy! ket

one; UN 2710

0.07 C:\Database\HPCH1607.L

8.69 LIMONENE 171 000138-86-3 97
5.53 TRICYCLENE 942 000508-32-7 38

16.93 DIHYDRO CARVEOL<NEOISO-> 624 018675-34-8 38

0.34 C:\Database\Wiley7Nist05.L

Oxirane, 2,2'-[1,4-butanediylbis(o 400123 002425-79-8 50
xymethylene)]bis-

2,2,3-Triethyloxirane 7482 053229-40-6 45
3,4-Epoxyhexanoic acid, ethyl este 23622 061454-92-0 43
r; Ethyl (3-ethyl-2-oxiranyl)aceta

te #

0.30 C:\Database\Wiley7Nist05.L

Propanoic acid, 2-methyl-, octyl e 399431 000109-15-9 59
ster

Methyl 1-Ethenylbutyl Ether 348092 000000-00-0 9
Cyclooctane, methoxy-; Ether, cycl 363620 013213-32-6 9
ooctyl methyl; Methoxycyclooctane;

Cyclooctyl methyl ether #

0.06 C:\Database\wiley7n.|
4-Carboethoxy-3-hydroxy-2-(5H)-fur 75462 021053-75-8 5
anone $$ 3-Furancarboxylic acid, 2
,5-dihydro-4-hydroxy-5-oxo-, ethyl

ester (CAS) $$ 3-Furoic acid, 2,5
-dihydro-4-hydroxy-5-oxo-, ethyl e
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ster

2,6-Dimethyl-4-isothiocyanato-1,3- 77224 000000-00-0 5
dioxane

Acrolein oxime 1452 000000-00-0 4

10 27.95 0.07 C:\Database\wiley7n.I

Butanoic acid, ethenyl ester $$ Bu 14806 000123-20-6 9
tyric acid, vinyl ester $$ Vinyl b

utyrate $$ n-Butyric acid vinyl es

ter $$ UN 2838 $$ Vinyl butyrate,

inhibited $$ Vinylester kyseliny m

aselne

Morpholine, 3-methyl-2-phenyl- (CA 82231 000134-49-6 9
S) $$ Phenmetrazine $$ A 66 $$ Pro

bese-P $$ Oxazimedrine $$ Phenmetr

azin $$ Psychamine A 66 $$ 3-Methy
I-2-phenylmorpholine $$ 2-Phenyl-3

-methylmorpholine $$ PRELUDIN
Tricyclo[4.4.1.1(3,8)]dodeca-4,9-d 60489 039840-95-4 9
iene $$ TRICYCLO[4.4.1.13,8]DODECA

-4,9-DIENE

11 28.54 7.77 C:\Database\Wiley7Nist05.L

Butanoic acid, 2,3-dihydroxypropyl 376706 000557-25-5 50
ester; .alpha.-Monobutyrin; Butyr

in, 1-mono-; Glycerol-.alpha.-mono

-n-butyrate; 1-Monobutyrin; Mono-n

-butyrin; 2,3-Dihydroxypropyl buty

rate #

Butanoic acid, 2,3-dihydroxypropyl 376707 000557-25-5 43
ester

Butanoic acid, 1,2,3-propanetriyl 436105 000060-01-5 38
ester (CAS); Tri-n-butyrin; Glycer

ol tributyrate; Butyrin; Tributin;

Tributyrin; Tributyroin; Butyrin,

tri-; Glycerin tributyrate; Butyr

yl triglyceride; Tributyryl glycer

ide; Glyceryl tributyrate; Glycero

[ tributanoate; B

12 29.20 0.93 C:\Database\Wiley7Nist05.L

13 29.61

2-DEUTERIOGLYCERYL TRIBUTANOATE 191554 054934-80-4 56
Nonanoic acid, 9-(nonyloxy)-, meth 206067 039692-47-2 10
yl ester; Methyl 9-nonyloxynonanoa

te

2-Furanmethanol, tetrahydro- (CAS) 343320 000097-99-4 9
; Tetrahydrofurfuryl alcohol; ALFA
-TETRAHYDROFURFURYL ALCOHOL; Qo th

fa; THFA; Tetrahydro-2-furylmethan

ol; Tetrahydro-2-furanmethanol; Te
trahydro-2-furancarbinol; Tetrahyd

ro-2-furanylmethanol; Tetrahydro-2

-furfuryl alcohol

0.38 C:\Database\Wiley7Nist05.L

2-DEUTERIOGLYCERYL TRIBUTANOATE 191554 054934-80-4 56
Butanoic acid, 1,2,3-propanetriyl 436105 000060-01-5 17

ester (CAS); Tri-n-butyrin; Glycer

ol tributyrate; Butyrin; Tributin;

Tributyrin; Tributyroin; Butyrin,
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tri-; Glycerin tributyrate; Butyr

yl triglyceride; Tributyryl glycer
ide; Glyceryl tributyrate; Glycero
[ tributanoate; B

Butanoic acid, 1,2,3-propanetriyl 436104 000060-01-5 17
ester (CAS); Tri-n-butyrin; Glycer
ol tributyrate; Butyrin; Tributin;
Tributyrin; Tributyroin; Butyrin,
tri-; Glycerin tributyrate; Butyr

yl triglyceride; Tributyryl glycer
ide; Glyceryl tributyrate; Glycero
[ tributanoate; B

14 30.56 3.90 C:\Database\Wiley7Nist05.L
Tributyrin; Butanoic acid, 1,2,3-p 436106 000060-01-5 56
ropanetriyl ester; Butyrin, tri-;
Butyryl triglyceride; Glycerin tri
butyrate; Glycerol tributanoate; G
lycerol tributyrate; Glyceryl trib
utyrate; Tri-n-butyrin; Tributin;
Tributyroin; Tributyryl glyceride;
Butyric acid tri
Butanoic acid, 1,2,3-propanetriyl 436105 000060-01-5 40
ester (CAS); Tri-n-butyrin; Glycer
ol tributyrate; Butyrin; Tributin;
Tributyrin; Tributyroin; Butyrin,
tri-; Glycerin tributyrate; Butyr
yl triglyceride; Tributyryl glycer
ide; Glyceryl tributyrate; Glycero
[ tributanoate; B
2-DEUTERIOGLYCERYL TRIBUTANOATE 191554 054934-80-4 39

15 30.69 1.74 C:\Database\Wiley7Nist05.L
Butanoic acid, 1,2,3-propanetriyl 436105 000060-01-5 50
ester (CAS); Tri-n-butyrin; Glycer
ol tributyrate; Butyrin; Tributin;
Tributyrin; Tributyroin; Butyrin,
tri-; Glycerin tributyrate; Butyr
yl triglyceride; Tributyryl glycer
ide; Glyceryl tributyrate; Glycero
[ tributanoate; B
Tributyrin; Butanoic acid, 1,2,3-p 436106 000060-01-5 42
ropanetriyl ester; Butyrin, tri-;
Butyryl triglyceride; Glycerin tri
butyrate; Glycerol tributanoate; G
lycerol tributyrate; Glyceryl trib
utyrate; Tri-n-butyrin; Tributin;
Tributyroin; Tributyryl glyceride;
Butyric acid tri
Butanoic acid, 1,2,3-propanetriyl 436104 000060-01-5 36
ester (CAS); Tri-n-butyrin; Glycer
ol tributyrate; Butyrin; Tributin;
Tributyrin; Tributyroin; Butyrin,
tri-; Glycerin tributyrate; Butyr
yl triglyceride; Tributyryl glycer
ide; Glyceryl tributyrate; Glycero
[ tributanoate; B

16 31.16 0.10 C:\Database\HPCH1607.L
31.51 ISOEUGENOL ACETATE<Z-> 889 097412-23-2 47
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22.70 EUGENOL 1132 000097-53-0 43

33.46 ISOEUGENOL ACETATE<E-> 890 005912-87-8 38

17 31.63 0.08 C:\Database\wiley7n.I
Butanoic acid, 1,2,3-propanetriyl 251655 000060-01-5 9
ester (CAS) $$ Tri-n-butyrin $$ GI
ycerol tributyrate $$ Butyrin $$ T
ributin $$ Tributyrin $$ Tributyro
in $$ Butyrin, tri- $$ Glycerin tr
ibutyrate $$ Butyryl triglyceride
$$ Tributyryl glyceride $$ Glycery
[ tributyrate $$
Cyclooctane, methoxy- $$ Ether, cy 38703 013213-32-6 5
clooctyl methyl $$ Methoxycyclooct
ane
PROPIOLACTAM 1454 000930-21-2 4

18 31.74 0.05 C:\Database\Wiley7Nist05.L
2-Guanidino-4(3H)-quinazolinone 66977 062936-92-9 53
5,5-Dimethyl-3-oxo-2-phenyl-1-pyrr 400610 000000-00-0 50
oline, 1-oxide
3-[4'-(t-Butyl)-2',6'-dimethylphen 86232 000000-00-0 38
yllpropanal

19 32.40 2.26 C:\Database\Wiley7Nist05.L
Tributyrin; Butanoic acid, 1,2,3-p 436106 000060-01-5 64
ropanetriyl ester; Butyrin, tri-;
Butyryl triglyceride; Glycerin tri
butyrate; Glycerol tributanoate; G
lycerol tributyrate; Glyceryl trib
utyrate; Tri-n-butyrin; Tributin;
Tributyroin; Tributyryl glyceride;
Butyric acid tri
Tributyrin 436102 000060-01-5 56
Butanoic acid, 1,2,3-propanetriyl 436104 000060-01-5 50
ester (CAS); Tri-n-butyrin; Glycer
ol tributyrate; Butyrin; Tributin;
Tributyrin; Tributyroin; Butyrin,
tri-; Glycerin tributyrate; Butyr
yl triglyceride; Tributyryl glycer
ide; Glyceryl tributyrate; Glycero
[ tributanoate; B

20 33.17 4.68 C:\Database\Wiley7Nist05.L
Tributyrin; Butanoic acid, 1,2,3-p 436106 000060-01-5 90
ropanetriyl ester; Butyrin, tri-;
Butyryl triglyceride; Glycerin tri
butyrate; Glycerol tributanoate; G
lycerol tributyrate; Glyceryl trib
utyrate; Tri-n-butyrin; Tributin;
Tributyroin; Tributyryl glyceride;
Butyric acid tri
Butanoic acid, 1,2,3-propanetriyl 436104 000060-01-5 83
ester (CAS); Tri-n-butyrin; Glycer
ol tributyrate; Butyrin; Tributin;
Tributyrin; Tributyroin; Butyrin,
tri-; Glycerin tributyrate; Butyr
yl triglyceride; Tributyryl glycer
ide; Glyceryl tributyrate; Glycero
[ tributanoate; B
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Tributyrin 436102 000060-01-5 64

21 34.48 46.37 C:\Database\Wiley7Nist05.L
Tributyrin 436102 000060-01-5 90
Tributyrin; Butanoic acid, 1,2,3-p 436106 000060-01-5 83
ropanetriyl ester; Butyrin, tri-;
Butyryl triglyceride; Glycerin tri
butyrate; Glycerol tributanoate; G
lycerol tributyrate; Glyceryl trib
utyrate; Tri-n-butyrin; Tributin;
Tributyroin; Tributyryl glyceride;
Butyric acid tri
Butanoic acid, 1,2,3-propanetriyl 436104 000060-01-5 83
ester (CAS); Tri-n-butyrin; Glycer
ol tributyrate; Butyrin; Tributin;
Tributyrin; Tributyroin; Butyrin,
tri-; Glycerin tributyrate; Butyr
yl triglyceride; Tributyryl glycer
ide; Glyceryl tributyrate; Glycero
[ tributanoate; B

22 34.67 28.57 C:\Database\Wiley7Nist05.L
Tributyrin; Butanoic acid, 1,2,3-p 436106 000060-01-5 83
ropanetriyl ester; Butyrin, tri-;
Butyryl triglyceride; Glycerin tri
butyrate; Glycerol tributanoate; G
lycerol tributyrate; Glyceryl trib
utyrate; Tri-n-butyrin; Tributin;
Tributyroin; Tributyryl glyceride;
Butyric acid tri
Butanoic acid, 1,2,3-propanetriyl 436105 000060-01-5 83
ester (CAS); Tri-n-butyrin; Glycer
ol tributyrate; Butyrin; Tributin;
Tributyrin; Tributyroin; Butyrin,
tri-; Glycerin tributyrate; Butyr
yl triglyceride; Tributyryl glycer
ide; Glyceryl tributyrate; Glycero
[ tributanoate; B
Butanoic acid, 1,2,3-propanetriyl 436104 000060-01-5 83
ester (CAS); Tri-n-butyrin; Glycer
ol tributyrate; Butyrin; Tributin;
Tributyrin; Tributyroin; Butyrin,
tri-; Glycerin tributyrate; Butyr
yl triglyceride; Tributyryl glycer
ide; Glyceryl tributyrate; Glycero
[ tributanoate; B

23 35.05 0.25 C:\Database\wiley7n.l
Tributyrin 251651 000060-01-5 47
Butanoic acid, 1,2,3-propanetriyl 251655 000060-01-5 40
ester (CAS) $$ Tri-n-butyrin $$ GI
ycerol tributyrate $$ Butyrin $$ T
ributin $$ Tributyrin $$ Tributyro
in $$ Butyrin, tri- $$ Glycerin tr
ibutyrate $$ Butyryl triglyceride
$$ Tributyryl glyceride $$ Glycery
| tributyrate $$
Tributyrin $$ Butanoic acid, 1,2,3 251653 000060-01-5 38
-propanetriyl ester $$ Butyrin, tr
i- $$ Butyrin $$ Butyryl triglycer
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ide $$ Glycerin tributyrate $$ Gly
cerol tributanoate $$ Glycerol tri
butyrate $$ Glyceryl tributyrate $
$ Tri-n-butyrin $$ Tributin $$ Tri
butyroin $$ Tribu

24 35.13 0.06 C:\Database\Wiley7Nist05.L
Hexanoic acid, 2-tetrahydrofurylme 64032 002217-34-7 50
thyl ester; Tetrahydro-2-furanylme
thyl hexanoate #
Butanoic acid, 1,2,3-propanetriyl 436105 000060-01-5 42
ester (CAS); Tri-n-butyrin; Glycer
ol tributyrate; Butyrin; Tributin;
Tributyrin; Tributyroin; Butyrin,
tri-; Glycerin tributyrate; Butyr
yl triglyceride; Tributyryl glycer
ide; Glyceryl tributyrate; Glycero
[ tributanoate; B
Butanoic acid, 1,2,3-propanetriyl 436104 000060-01-5 42
ester (CAS); Tri-n-butyrin; Glycer
ol tributyrate; Butyrin; Tributin;
Tributyrin; Tributyroin; Butyrin,
tri-; Glycerin tributyrate; Butyr
yl triglyceride; Tributyryl glycer
ide; Glyceryl tributyrate; Glycero
[ tributanoate; B

25 35.26 0.08 C:\Database\Wiley7Nist05.L
Tributyrin; Butanoic acid, 1,2,3-p 436106 000060-01-5 72
ropanetriyl ester; Butyrin, tri-;
Butyryl triglyceride; Glycerin tri
butyrate; Glycerol tributanoate; G
lycerol tributyrate; Glyceryl trib
utyrate; Tri-n-butyrin; Tributin;
Tributyroin; Tributyryl glyceride;
Butyric acid tri
Tributyrin 436102 000060-01-5 72
Butanoic acid, 1,2,3-propanetriyl 436101 000060-01-5 72
ester (CAS); Tri-n-butyrin; Glycer
ol tributyrate; Butyrin; Tributin;
Tributyrin; Tributyroin; Butyrin,
tri-; Glycerin tributyrate; Butyr
yl triglyceride; Tributyryl glycer
ide; Glyceryl tributyrate; Glycero
[ tributanoate; B

26 35.89 0.16 C:\Database\wiley7n.|
Cyclooctane, methoxy- $$ Ether, cy 38703 013213-32-6 47
clooctyl methyl $$ Methoxycyclooct
ane
trans-2,3-Epoxydecane 56056 054125-39-2 47
3-Methyl-hepta-1,6-dien-3-ol 23018 000000-00-0 43

27 36.65 0.13 C:\Database\wiley7n.|
HOTRIENYL ACETATE 106437 000000-00-0 33
3-Cyclohexen-1-ol, 4-methyl-1-(1-m 52822 000562-74-3 25
ethylethyl)- (CAS) $$ 4-Terpineol
$$ Terpinene-4-ol $$ 1-Terpinen-4-
ol $$ 4-Carvomenthenol $$ p-Menth-
1-en-4-ol $$ TERPINEOL-4 $$ Terpin
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en-4-ol $$ 1-Methyl-4-isopropyl-1-
cyclohexen-4-ol $$ 4-Terpinenol $$
Terpene-4-ol $$

Linalool $$ 1,6-Octadien-3-ol, 3,7 52700 000078-70-6 17
-dimethyl- (CAS) $$ Linalol $$ .be
ta.-Linalool $$ Linalyl alcohol $$
2,6-Dimethyl-2,7-octadien-6-ol $$
allo-Ocimenol $$ p-Linalool $$ LI
NOLOOL (D) $$ 2,6-Dimethyl-2,7-oct
adiene-6-ol $$ 2,6-Dimethylocta-2,
7-dien-6-ol $$ 3,

28 43.90 0.25 C:\Database\Wiley7Nist05.L

Hexanedioic acid, bis(2-ethylhexyl 448510 000103-23-1 95
) ester
Hexanedioic acid, bis(2-ethylhexyl 448514 000103-23-1 91
) ester
Hexanedioic acid, bis(2-ethylhexyl 448512 000103-23-1 91
) ester
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EK 5.2
Area Percent Report

Data Path : CAMSDChem\1\DATA\gas\
Data File : Method_42.D

AcqOn :15Jun 2007 2:42
Operator :

Sample :2

Misc

ALS Vial : 18 Sample Multiplier: 1

Integration Parameters: AUTOINT1.E
Integrator: ChemStation

Method : C:\MSDCHEM\1\METHODS\FAMECARBOWAX.M
Title

Signal :TIC

peak R.T.first maxlast PK peak corr. corr. % of

# min scanscanscan TY height area % max. total
1 1.207 200 215 227 BB 13951 183583 0.02% 0.007%

2 1.385 240 249 290 BB 3149953 36555075 4.00% 1.301%
3 1.626 290 295 305BB 30528 348262 0.04% 0.012%
4
5

1.840 330 336 357 BB 89811 1182415 0.13% 0.042%
2.081 357 382 394 BB 39823 500579 0.05% 0.018%

6 2.332 418 430 441 BB 14281 225891 0.02% 0.008%

7 2.929 512 544 637 BB 8424237 598567757 65.50% 21.307%
8 3.641 665 680 701 BB 37826 742695 0.08% 0.026%

9 4.783 834 898 972BB2 24258 3396912 0.37% 0.121%
10 7.238 13111367 1389 BB 11701 325087 0.04% 0.012%

11 12.804 2233 2430 2440 BB 2 22538 617807 0.07% 0.022%

12 14.552 24402764 2769 BB 2870 -3484508 -0.38% -0.124%

13 15.160 2769 2880 2927 BB 4 103733 8633225 0.94% 0.307%

14 20.772 3793 3952 4083 BB 1205563 338934365 37.09% 12.065%
15 22.458 4083 4274 4318 BB 2 2980199 913880685 100.00% 32.531%

16 24.411 4615 4647 4664 BB 1656247 90182558 9.87% 3.210%
17 26.489 5026 5044 5078 BB 2 34664 1979348 0.22% 0.070%
18 26.725 5079 5089 5122 BB 47282 1165646 0.13% 0.041%
19 27.306 5187 5200 5209 BB2 10115 287606 0.03% 0.010%
20 27.427 5209 5223 5257 BB 131683 5284633 0.58% 0.188%

21 28.709 5401 5468 5521 BB 4918991 590569313 64.62% 21.022%
22 30.201 57415753 5791 BB4 23028 712109 0.08% 0.025%

23 30.573 5808 5824 5843 BB 782717 19890222 2.18% 0.708%
24 30.892 5843 58855920 BB 8 34890 905183 0.10% 0.032%

25 31.175 5926 5939 5948 BB2 27196 654172 0.07% 0.023%

26 31.746 6037 6048 6067 BB6 10423 330660 0.04% 0.012%
27 32.390 613261716181 BB2 20418 538730 0.06% 0.019%
28 32.489 61826190 6206 BB3 29670 699786 0.08% 0.025%
29 33.170 63056320 6345BB2 86365 3788611 0.41% 0.135%
30 34.123 6440 6502 6532 BB 4819081 188534584 20.63% 6.711%

31 34.835 6605 6638 6655 BB 2 55218 1410186 0.15% 0.050%
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32 34.976 6655 6665 6687 BB2 27223 664879 0.07% 0.024%
33 35.746 6797 68126818 BB4 17830 377039 0.04% 0.013%
34 36.604 6957 6976 6992 BB3 26600 682949 0.07% 0.024%

Library Search Report

Data Path : C:\MSDChem\1\DATA\gas\

Data File : Method_42.D

AcqOn :15Jun 2007 2:42

Operator :

Sample :2

Misc

ALS Vial : 13 Sample Multiplier: 1

Search Libraries: C:\Database\HPCH1607.L Minimum Quality: 30
C:\Database\Wiley7Nist05.L Minimum Quality: 50
C:\Database\wiley7n.|

Unknown Spectrum: Apex
Integration Events: Chemstation Integrator - AUTOINT1.E

Pk# RT Area% Library/ID Ref# CAS# Qual

1 1.21 0.01 C:\Database\wiley7n.|
Hydrazine, 1,1-dimethyl- $$ as-Dim 742 000057-14-7 4
ethylhydrazine $$ Dimazin $$ Dimaz
ine $$ Hydrazine, N,N-dimethyl- $$
N,N-Dimethylhydrazine $$ UDMH $$
1,1-Dimethylhydrazine $$ (CH3)2NNH
2 $$ Unsym-dimethylhydrazine $$ Di
methylhydrazine,unsymmetrical $$ D
imethylhydrazine
Urea (CAS) $$ Urevert $$ B-I-K $$ 692 000057-13-6 4
Ureophil $$ Ureaphil $$ Urea-13C $
$ UR $$ Carbamide $$ Isourea $$ Ca
rbamide resin $$ Carbonyl diamide
$$ Pseudourea $$ Carbamimidic acid
$$ Varioform ii $$ Benural 70 $$
Urepearl $$ Carbonyldiamide $$ (NH
2)2CO $$ Carbony!
methylethyl ether 806 000000-00-0 4

2 1.38 1.30 C:\Database\wiley7n.l
Methanamine, N-methyl-N-nitroso- ( 1913 000062-75-9 7
CAS) $$ Dimethylnitrosamine $$ DMN
$$ DMNA $$ N-Nitrosodimethylamine
$$ Dimethylamine, N-nitroso- $$ N
-Nitroso-N,N-dimethylamine $$ N-me
thyl-N-nitrosomethanamine $$ (CH3)
2NNO $$ Dimethylnitrosamin $$ Dime
thylnitrosoamine

Thiirane, methyl- 2007 001072-43-1 7
nitroso dimethylamine 1916 000000-00-0 7

3 1.63 0.01 C:\Database\Wiley7Nist05.L
Ethane, 1,1-dimethoxy- 339953 000534-15-6 83
Ethane, 1,1-dimethoxy- 339956 000534-15-6 74

Ethane, 1,1-dimethoxy-; Acetaldehy 339952 000534-15-6 39
de, dimethyl acetal; Dimethyl acet
al; Ethylidene dimethyl ether; 1,1



-Dimethoxyethane; CH3CH(OCH3)2; 1,
1'-Dimethoxyetiane; Dimethyl aldeh
yde; UN 2377

4 1.84 0.04 C:\Database\HPCH1607.L
1.93 METHYL PROPANOATE 1147 000554-12-1 59
3.81 ISOPROPYL BUTANOATE (= ISOPRO 351 000638-11-9 2
PYL BUTYRATE)
3.17 HEXANEDINE<3,4-> (=BIPROPION 827 004437-51-8 1
YL)

5 2.08 0.02 C:\Database\Wiley7Nist05.L
Benzene (CAS); Phene; Benzol; Benz 337354 000071-43-2 91
ole; Pyrobenzol; [6]Annulene; Pyro
benzole; Coal naphtha; Phenyl hydr
ide; Cyclohexatriene; Benzolene; B
icarburet of hydrogen; Carbon oil;
Mineral naphtha; Motor benzol; Be
nzeen; Benzen; Benzin; Benzine; Be
nzolo; Fenzen; Ni
Benzene 337351 000071-43-2 91
Benzene 337352 000071-43-2 91

6 2.33 0.01 C:\Database\Wiley7Nist05.L
Propanoic acid, 2-methyl-, methyl 343184 000547-63-7 83
ester; Isobutyric acid, methyl est
er; Methyl isobutyrate; Methyl 2-m
ethylpropanoate; Methyl 2-methylpr
opionate; (CH3)2CHC(O)OCHS3; Methyl
isobutanoate; Methylester kyselin
y isomaselne; Methyl iso-butyrate
Propanoic acid, 2-methyl-, methyl 343191 000547-63-7 83
ester
Propanoic acid, 2-methyl-, methyl 343192 000547-63-7 83
ester (CAS); Methyl isobutyrate; M
ethyl isobutanoate; Methyl 2-methy
Ipropanoate; Methyl 2-methylpropio
nate; Isobutyric acid, methyl este
r; (CH3)2CHC(O)OCH3; Methylester k
yseliny isomaselne; Methyl isobuty
rate; Methyl iso-

7 2.93 21.31 C:\Database\HPCH1607.L
2.43 METHYL BUTANOATE 76 000623-42-7 91
3.55 METHYL PENTANOATE (=METHYL V 1143 000624-24-8 37
ALERATE)
8.57 METHYL HEPTANOATE (= METHYL 1135 000106-73-0 9
ENANTHATE)

8 3.64 0.03 C:\Database\HPCH1607.L
11.75 PHENYL ETHYL ALCOHOL (=2-PHE 1406 000060-12-8 64
NYLETHYL ALCOHOL;
19.73 SABINYL ACETATE<TRANS-> (TRA 1412 053833-85-5 36
NS for Ac vs. IPP)
10.66 TOLUALDEHYDE<PARA-> 1556 000104-87-0 10

9 4.78 0.12 C:\Database\Wiley7Nist05.L
Butanoic acid; Butyric acid; n-But 339219 000107-92-6 90
anoic acid; n-Butyric acid; Ethyla
cetic acid; Propylformic acid; 1-B
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10 7.24

utyric acid; 1-Propanecarboxylic a

cid; n-C3H7COOQOH; Propanecarboxylic
acid; Butanic acid; Buttersaeure;
IMET 3398; Kyselina maselna; UN 2
820

Butanoic acid (CAS); n-Butyric aci 339211 000107-92-6 90
d; Butyric acid; 1-Butyric acid; n
-Butanoic acid; Ethylacetic acid;
Propylformic acid; 1-Propanecarbox
ylic acid; ETHYL ACETIC ACID; n-C3
H7COOH; Propanecarboxylic acid; Bu
tanic acid; Buttersaeure; IMET 339

3; Kyselina masel

Butanoic acid (CAS); n-Butyric aci 339216 000107-92-6 90
d; Butyric acid; 1-Butyric acid; n
-Butanoic acid; Ethylacetic acid;
Propylformic acid; 1-Propanecarbox
ylic acid; ETHYL ACETIC ACID; n-C3
H7COOH; Propanecarboxylic acid; Bu
tanic acid; Buttersaeure; IMET 339

3; Kyselina masel

0.01 C:\Database\Wiley7Nist05.L

4-Heptanone 347840 000123-19-3 72
3-Hexanone, 2-methyl- 347883 007379-12-6 56
3-Hexanone, 2-methyl- (CAS); 2-Met 347880 007379-12-6 56
hyl-3-hexanone; Isopropyl propyl k

etone; Propyl isopropyl ketone; 2-

Methylhexan-3-one; 3-HEXANON, 2-ME

THYL-

11 12.80 0.02 C:\Database\wiley7n.I
Glycerin 5458 000056-81-5 25
Glycerin 5461 000056-81-5 25

1,2,3-Propanetriol (CAS) $$ Glycer 5456 000056-81-5 25
ol $$ Glyrol $$ Glycerin $$ Osmogl|

yn $$ Glysanin $$ Glycerine $$ Gly

ceritol $$ Glycyl alcohol $$ Trihy

droxypropane $$ Propanetriol $$ Gl

ycerin suppositories $$ 1,2,3-Trih

ydroxypropane $$ Propantriol $$ Sy

nthetic glycerin

12 14.55 -0.12 C:\Database\wiley7n.!

Glycerin 5458 000056-81-5 43
1,2,3-Propanetriol (CAS) $$ Glycer 5456 000056-81-5 9
ol $$ Glyrol $$ Glycerin $$ Osmog|

yn $$ Glysanin $$ Glycerine $$ Gly

ceritol $$ Glycyl alcohol $$ Trihy

droxypropane $$ Propanetriol $$ Gl

ycerin suppositories $$ 1,2,3-Trih

ydroxypropane $$ Propantriol $$ Sy

nthetic glycerin

Methane, nitro- (CAS) $$ Nitrometh 834 000075-52-5 5
ane $$ Nitrocarbol $$ CH3NO2 $$ Ni

trometan $$ UN 1261

13 15.16 0.31 C:\Database\wiley7n.I

Glycerin 5458 000056-81-5 25
Methane, nitro- (CAS) $$ Nitrometh 835 000075-52-5 9
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ane $$ Nitrocarbol $$ CH3NO?2 $$ Ni
trometan $$ UN 1261
Glycerin 5461 000056-81-5 9

14 20.77 12.06 C:\Database\Wiley7Nist05.L

Butanoic acid, 2,3-dihydroxypropyl 376707 000557-25-5 59
ester

Butanoic acid, propyl ester (CAS); 355875 000105-66-8 28
Propyl butyrate; Propyl butanoate

; Propyl n-butyrate; n-Propyl buty

rate; n-Propyl n-butyrate; Butyric

acid, propyl ester; Propyl ester

of butanoic acid; n-Butyric acid n

-propy! ester; Propylester kyselin

y maselne; BUTTER

methyl furfuryloxyacetate 14370 000000-00-0 23

15 22.46 32.53 C:\Database\Wiley7Nist05.L

16 24.41

2-Ethylhexyl ester of butanoic aci 399427 025415-84-3 50
d; Butanoic acid, 2-ethylhexyl est

er; 2-Ethylhexyl butyrate; 2-ethyl

hexyl butyrate; n-Butyric acid 2-e

thylhexyl ester; 2-Ethylhexyl buty

rate #; 2-Ethylhexyl butyrate (com

puter-generated name)

ISO AMYL BUTYRATE 23748 000106-27-4 39
Butanoic acid, 1-methylbutyl ester 374768 060415-61-4 39
; Butyric acid, sec-pentyl ester;

sec-Amyl butyrate; UN 2620; Butano

ic acid, 2-pentyl ester; 1-Methylb

utyl butyrate #

3.21 C:\Database\wiley7n.|

Pentanoic acid, 2,2-dimethyl-, 2-h 78547 000000-00-0 9
ydroxyethyl ester $$ PENTANSAEURE,
2,2-DIMETHYL-, (2-HYDROXYETHYL)ES

TER $$ BUTTERSAEURE, 2,2-DIMETHYL-

, ETHYLESTER

Methyl 1-Ethenylbutyl Ether 15566 000000-00-0 9
Pentane, 1,1'-oxybis- $$ Pentyl et 58298 000693-65-2 9
her $$ n-Amyl ether $$ n-Pentyl et

her $$ Amyl ether $$ Di-n-amyl eth

er $$ Diamyl ether $$ Dipentyl eth

er $$ (n-C5H11)20 $$ Di-n-pentyl e

ther $$ Ether, di-n-pentyl- $$ Pen

tyloxypentane

17 26.49 0.07 C:\Database\wiley7n.I

Butanoic acid, 2,3-dihydroxypropyl 61642 000557-25-5 45
ester $$ Butyrin, 1-mono- $$ .alp

ha.-Monobutyrin $$ Glycerol-.alpha

.-mono-n-butyrate $$ 1-Monobutyrin

1,1-Dimethylpropyl 2-ethylhexanoat 136240 005421-13-6 36
Butanoic acid, 2-butoxy-1-methyl-2 138170 007492-70-8 33
-oxoethyl ester

18 26.72 0.04 C:\Database\wiley7n.I

2-Furanmethanol, tetrahydro- (CAS) 9379 000097-99-4 38
$$ Tetrahydrofurfuryl alcohol $$
ALFA-TETRAHYDROFURFURYL ALCOHOL $$
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Qo thfa $$ THFA $$ Tetrahydro-2-f

urylmethanol $$ Tetrahydro-2-furan

methanol $$ Tetrahydro-2-furancarb

inol $$ Tetrahydro-2-furanylmethan

ol $$ Tetrahydro-

Pentane, 1,1'-oxybis- 58300 000693-65-2 9
2-Furanmethanol, tetrahydro- (CAS) 9378 000097-99-4 9
$$ Tetrahydrofurfuryl alcohol $$
ALFA-TETRAHYDROFURFURYL ALCOHOL $$

Qo thfa $$ THFA $$ Tetrahydro-2-f

urylmethanol $$ Tetrahydro-2-furan

methanol $$ Tetrahydro-2-furancarb

inol $$ Tetrahydro-2-furanylmethan

ol $$ Tetrahydro-

19 27.31 0.01 C:\Database\HPCH1607.L
9.72 ISOPENTYL BUTANOATE (=ISOAMYL 327 000106-27-4 45

BUTYRATE)
4.60 ALLYL BUTANOATE 77 002051-78-7 4
15.40 HEXYL BUTANOATE 78 002639-63-6 2

20 27.43 0.19 C:\Database\Wiley7Nist05.L
Butanoic acid, 2,3-dihydroxypropyl 376707 000557-25-5 64
ester
Boric acid (H3BOQ), tripentyl este 155208 000621-78-3 40
r; Pentyl borate, (C5H110)3B; Tria
myl borate; Tripentyl borate; Trip
entyl borate ((C5H110)3B); tri-n-A
mylborate; Boric acid, tri-n-amyl
ester; Boric acid, tri-n-pentyl es
ter; Tri-n-pentyl borate
Butanoic acid, 2,3-dihydroxypropyl 376706 000557-25-5 37
ester; .alpha.-Monobutyrin; Butyr
in, 1-mono-; Glycerol-.alpha.-mono
-n-butyrate; 1-Monobutyrin; Mono-n
-butyrin; 2,3-Dihydroxypropyl buty
rate #

21 28.71 21.02 C:\Database\Wiley7Nist05.L
Propanoic acid, 2-methyl-, octyl e 399431 000109-15-9 53
ster
Butanoic acid, 2,3-dihydroxypropyl 376707 000557-25-5 40
ester
Boronic acid, ethyl-, bis(2,2-dime 81126 067753-47-3 33
thylpropyl) ester; Dineopentyl eth
ylboronate #

22 30.20 0.03 C:\Database\HPCH1607.L

11.32 LINALOOL 322 000078-70-6 32
2.85 BUTEN-1-OL<3-METHYL-2-> 340 000556-82-1 25
45.52 ISOPHYTOL 900 000505-32-8 12

23 30.57 0.71 C:\Database\Wiley7Nist05.L
Tributyrin; Butanoic acid, 1,2,3-p 436106 000060-01-5 56
ropanetriyl ester; Butyrin, tri-;
Butyryl triglyceride; Glycerin tri
butyrate; Glycerol tributanoate; G
lycerol tributyrate; Glyceryl trib
utyrate; Tri-n-butyrin; Tributin;
Tributyroin; Tributyryl glyceride;



Butyric acid tri

Butanoic acid, 1,2,3-propanetriyl 436105 000060-01-5 40
ester (CAS); Tri-n-butyrin; Glycer

ol tributyrate; Butyrin; Tributin;

Tributyrin; Tributyroin; Butyrin,

tri-; Glycerin tributyrate; Butyr

yl triglyceride; Tributyryl glycer

ide; Glyceryl tributyrate; Glycero

[ tributanoate; B

2-DEUTERIOGLYCERYL TRIBUTANOATE 191554 054934-80-4 9

24 30.89 0.03 C:\Database\HPCH1607.L
45.37 PHYTOL 987 000150-86-7 32

2.85 BUTEN-1-OL<3-METHYL-2-> 340 000556-82-1 16
18.51 CHRYSANTHENYL ACETATE<CIS-> 249 067999-48-8 14

25 31.18 0.02 C:\Database\HPCH1607.L

29.70 EUGENOL ACETATE 848 000093-28-7 50
24.90 ISOEUGENOL<Z-> 892 005912-86-7 38
26.67 ISOEUGENOL<E-> 891 005932-68-3 37

26 31.75 0.01 C:\Database\wiley7n.|
2,3-dimethyl-6-formyl--7-methoxyin 119139 000000-00-0 35
dole
2-Butyl-1-methyl-1,2,3,4-tetrahydr 142087 000000-00-0 32
onaphthalen-1-ol

5-hydroxymethyl-3-methyl-3,4-dihyd 119150 113709-00-5 27

ropyrrolo[1,2,3-de]-2H-1,4-benzoxa
zine $$ Pyrrolo[1,2,3-de]-1,4-benz
oxazine-5-methanol, 2,3-dihydro-3-
methyl-, (.+-.)- (CAS)

27 32.39 0.02 C:\Database\Wiley7Nist05.L
Butanoic acid, 1,2,3-propanetriyl 436101 000060-01-5 72
ester (CAS); Tri-n-butyrin; Glycer
ol tributyrate; Butyrin; Tributin;
Tributyrin; Tributyroin; Butyrin,
tri-; Glycerin tributyrate; Butyr
yl triglyceride; Tributyryl glycer
ide; Glyceryl tributyrate; Glycero
[ tributanoate; B
Butanoic acid, 1,2,3-propanetriyl 436104 000060-01-5 59
ester (CAS); Tri-n-butyrin; Glycer
ol tributyrate; Butyrin; Tributin;
Tributyrin; Tributyroin; Butyrin,
tri-; Glycerin tributyrate; Butyr
yl triglyceride; Tributyryl glycer
ide; Glyceryl tributyrate; Glycero
[ tributanoate; B
Tributyrin; Butanoic acid, 1,2,3-p 436106 000060-01-5 50
ropanetriyl ester; Butyrin, tri-;
Butyryl triglyceride; Glycerin tri
butyrate; Glycerol tributanoate; G
lycerol tributyrate; Glyceryl trib
utyrate; Tri-n-butyrin; Tributin;
Tributyroin; Tributyryl glyceride;
Butyric acid tri

28 32.49 0.02 C:\Database\Wiley7Nist05.L
Benzene, 1,3-diethyl- (CAS); m-Die 358338 000141-93-5 59

86



thylbenzene; 1,3-Diethyloenzene; B

enzene, m-diethyl-; meta-Diethylbe

nzene; m-Ethylethylbenzene

p-Toluic acid, 2-tetrahydrofurylme 88116 004647-35-2 50
thyl ester; Tetrahydro-2-furanylme

thyl 4-methylbenzoate #

1,4-Cyclohexadiene, 3-ethenyl-1,2- 9372 062338-57-2 38
dimethyl-; 1,2-Dimethyl-3-vinyl-1,

4-cyclohexadiene #

29 33.17 0.13 C:\Database\Wiley7Nist05.L
Tributyrin; Butanoic acid, 1,2,3-p 436106 000060-01-5 90
ropanetriyl ester; Butyrin, tri-;
Butyryl triglyceride; Glycerin tri
butyrate; Glycerol tributanoate; G
lycerol tributyrate; Glyceryl trib
utyrate; Tri-n-butyrin; Tributin;
Tributyroin; Tributyryl glyceride;
Butyric acid tri
Butanoic acid, 1,2,3-propanetriyl 436105 000060-01-5 78
ester (CAS); Tri-n-butyrin; Glycer
ol tributyrate; Butyrin; Tributin;
Tributyrin; Tributyroin; Butyrin,
tri-; Glycerin tributyrate; Butyr
yl triglyceride; Tributyryl glycer
ide; Glyceryl tributyrate; Glycero
[ tributanoate; B
Tributyrin 436102 000060-01-5 56

30 34.12 6.71 C:\Database\Wiley7Nist05.L
Tributyrin; Butanoic acid, 1,2,3-p 436106 000060-01-5 83
ropanetriyl ester; Butyrin, tri-;
Butyryl triglyceride; Glycerin tri
butyrate; Glycerol tributanoate; G
lycerol tributyrate; Glyceryl trib
utyrate; Tri-n-butyrin; Tributin;
Tributyroin; Tributyryl glyceride;
Butyric acid tri
Butanoic acid, 1,2,3-propanetriyl 436104 000060-01-5 83
ester (CAS); Tri-n-butyrin; Glycer
ol tributyrate; Butyrin; Tributin;
Tributyrin; Tributyroin; Butyrin,
tri-; Glycerin tributyrate; Butyr
yl triglyceride; Tributyryl glycer
ide; Glyceryl tributyrate; Glycero
[ tributanoate; B
Butanoic acid, 1,2,3-propanetriyl 436105 000060-01-5 83
ester (CAS); Tri-n-butyrin; Glycer
ol tributyrate; Butyrin; Tributin;
Tributyrin; Tributyroin; Butyrin,
tri-; Glycerin tributyrate; Butyr
yl triglyceride; Tributyryl glycer
ide; Glyceryl tributyrate; Glycero
[ tributanoate; B

31 34.83 0.05 C:\Database\wiley7n.|
1H-Pyrrolo[2,3-b]pyridine-2,6-dion 48483 017384-56-4 35
e, 3,3a,4,5-tetrahydro-
2-Methyl-1-hepten-6-yn-3-ol $$ 1-H 21104 072867-88-0 35
epten-6-yn-3-ol, 2-methyl-, (.+-.)



- (CAS)

Propanoic acid, 2-methyl-, 4-formy 147220 020665-85-4 27
I-2-methoxyphenyl ester $$ Vanilli

n isobutyrate

32 34.98 0.02 C:\Database\wiley7n.|
Butanoic acid, 2-butoxy-1-methyl-2 138170 007492-70-8 36
-oxoethyl ester
1-(X-OCTYLOXY)-2-METHYL-2-PROPANOL 140836 000000-00-0 36
ISOBORNYL ISOVALERATE 171318 000000-00-0 36

33 35.75 0.01 C:\Database\wiley7n.|
1,4'-Bipiperidine $$ 4-Piperidinop 71044 004897-50-1 27
iperidine
Butyric acid, p-fluorophenyl ester 89186 000587-89-3 25
1,3-Cyclopentanedione, 2-isopentyl 70339 000827-03-2 22
- (CAS) $$ 2-Isopentyl-1,3-cyclope
ntanedione

34 36.60 0.02 C:\Database\wiley7n.l
Cyclohexanol, 1-methyl-4-(1-methyl 52993 000138-87-4 38
ethenyl)-
2-Methyl-1,5-hexadiene-3-ol 13649 017123-60-3 27
Cyclooctane, methoxy- (CAS) $$ MET 38705 013213-32-6 16
HOXY CYCLO-OCTANE $$ Methoxycycloo
ctane $$ Ether, cyclooctyl methyl
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EK 5.3
Area Percent Report

Data Path : CAMSDChem\1\DATA\gas\
Data File : Method_43.D

AcqOn :15Jun 2007 3:52
Operator :

Sample :3

Misc

ALS Vial : 14 Sample Multiplier: 1

Integration Parameters: AUTOINT1.E
Integrator: ChemStation

Method : C:\MSDCHEM\1\METHODS\FAMECARBOWAX.M
Title

Signal :TIC

peak R.T.first maxlast PK peak corr. corr. % of

# min scanscanscan TY height area % max. total
1 1.212 202 216 228 BB 15265 178174 0.03% 0.013%

2 1.385 241 249 290 BB 3213413 38104802 5.40% 2.698%
3 2.081 357 382 397 BB 43121 534394 0.08% 0.038%
4
5

2.332 422 430 448 BB 33467 540813 0.08% 0.038%
2.945 510 547 641 BB 8532919 705608359 100.00% 49.962%

6 3.646 667 681 702BB 41709 852647 0.12% 0.060%

7 4.856 832 9121001 BB 29502 4737323 0.67% 0.335%

8 7.238 1356 1367 1389 BB 12700 355431 0.05% 0.025%
9 12.562 227223842393 BB5 3130 -27676 -0.00% -0.002%
10 12.803 2412 2430 2442 BB 4 24084 571841 0.08% 0.040%

11 14.877 24422826 2832 BB 4934 -5492635 -0.78% -0.389%
12 15.196 28322887 2894 BB 3 29802 -1945193 -0.28% -0.138%
13 16.531 2994 3142 3149 BB 4 11659 -2927772 -0.41% -0.207%
14 17.301 3149 3289 3363 BB 222166 49412596 7.00% 3.499%
15 19.683 3706 3744 3762 BB2 14507 325072 0.05% 0.023%

16 20.809 3780 3959 3964 BB2 61992 -235056871 -33.31% -16.644%
17 20.924 3963 3981 4057 BB 2 304045 26080170 3.70% 1.847%
18 21.594 40754109 4121 BB 263595 11266696 1.60% 0.798%
19 22.212 4122 4227 4313 BB 2 1776211 335846007 47.60% 23.780%
20 24.379 4592 4641 4657 BB 1450083 72519510 10.28% 5.135%

21 26.510 5021 5048 5076 BB 4 15339 877098 0.12% 0.062%

22 26.719 5076 5088 5104 BB 45306 1096401 0.16% 0.078%

23 27.295 51715198 5208 BB 12427 317437 0.04% 0.022%

24 27.421 5209 5222 5254 BB 2 112225 4261346 0.60% 0.302%
25 28.625 5399 5452 5516 BB 4209562 348969473 49.46% 24.710%

26 30.191 5740 5751 5768 BB3 27623 745356 0.11% 0.053%
27 30.557 5806 5821 5854 BB 489605 12953981 1.84% 0.917%
28 30.871 58555881 5923BB2 61749 1709725 0.24% 0.121%
29 31.170 59255938 5947 BB 24357 563967 0.08% 0.040%
30 31.740 60356047 6063 BB 6 10035 327999 0.05% 0.023%

31 32.489 6178 6190 6207 BB5 14335 331502 0.05% 0.023%
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32 33.191 6307 6324 6345 BB 2 38812 1536999 0.22% 0.109%
33 34.070 6472 6492 6514 BB 1297146 33171997 4.70% 2.349%
34 34.829 66256637 6653 BB2 54292 1364248 0.19% 0.097%
35 34.971 6652 6664 6684 BB2 24158 627565 0.09% 0.044%

36 35.740 675968116817 BB 15686 93035 0.01% 0.007%
37 35.808 6817 6824 6834 BB2 27119 605988 0.09% 0.043%
38 36.604 6961 6976 6990 BB 49933 1239393 0.18% 0.088%

Library Search Report

Data Path : C:\MSDChem\1\DATA\gas\

Data File : Method_43.D

AcqgOn :15Jun 2007 3:52

Operator :

Sample :3

Misc

ALS Vial : 14 Sample Multiplier: 1

Search Libraries: C:\Database\HPCH1607.L Minimum Quality: 30
C:\Database\Wiley7Nist05.L Minimum Quality: 50
C:\Database\wiley7n.|

Unknown Spectrum: Apex
Integration Events: Chemstation Integrator - AUTOINT1.E

Pk# RT Area% Library/ID Ref# CAS# Qual

1 1.21 0.01 C:\Database\wiley7n.|
methylethyl ether 806 000000-00-0 4
Hydrazine, 1,1-dimethyl- $$ as-Dim 742 000057-14-7 4
ethylhydrazine $$ Dimazin $$ Dimaz
ine $$ Hydrazine, N,N-dimethyl- $$
N,N-Dimethylhydrazine $$ UDMH $$
1,1-Dimethylhydrazine $$ (CH3)2NNH
2 $$ Unsym-dimethylhydrazine $$ Di
methylhydrazine,unsymmetrical $$ D
imethylhydrazine
Hydrazine, 1,1-dimethyl- 744 000057-14-7 4

2 1.38 2.70 C:\Database\wiley7n.|
N-Nitrosodimethylamine $$ Methanam 1911 000062-75-9 7
ine, N-methyl-N-nitroso- $$ Dimeth
ylamine, N-nitroso- $$ Dimethylnit
rosamine $$ DMN $$ DMNA $$ N-Nitro
s0-N,N-Dimethylamine $$ (CH3)2NNO
$$ Dimethylnitrosamin $$ Dimethyln
itrosoamine $$ N-Methyl-N-nitrosom
ethanamine $$ N,N
Thiirane, methyl- (CAS) $$ Propyle 2006 001072-43-1 7
ne sulfide $$ Propene sulfide $$ 1
,2-Epithiopropane $$ Propylene epi
sulfide $$ Propane, 1,2-epithio- $
$ Methylthiirane $$ Thiirane, 2-me
thyl- $$ 2-Methylthiacyclopropane
$$ 2-Methylthiirane $$ Propylene s
ulphide
Methanamine, N-methyl-N-nitroso- ( 1913 000062-75-9 7
CAS) $$ Dimethylnitrosamine $$ DMN



$$ DMNA $$ N-Nitrosodimethylamine
$$ Dimethylamine, N-nitroso- $$ N
-Nitroso-N,N-dimethylamine $$ N-me
thyl-N-nitrosomethanamine $$ (CH3)
2NNO $$ Dimethylnitrosamin $$ Dime
thylnitrosoamine

3 2.08 0.04 C:\Database\Wiley7Nist05.L
Benzene 337352 000071-43-2 91
Benzene (CAS); Phene; Benzol; Benz 337360 000071-43-2 91
ole; Pyrobenzol; [6]Annulene; Pyro
benzole; Coal naphtha; Phenyl hydr
ide; Cyclohexatriene; Benzolene; B
icarburet of hydrogen; Carbon oil;
Mineral naphtha; Motor benzol; Be
nzeen; Benzen; Benzin; Benzine; Be
nzolo; Fenzen; Ni
Benzene (CAS); Phene; Benzol; Benz 337355 000071-43-2 91
ole; Pyrobenzol; [6]Annulene; Pyro
benzole; Coal naphtha; Phenyl hydr
ide; Cyclohexatriene; Benzolene; B
icarburet of hydrogen; Carbon oil;
Mineral naphtha; Motor benzol; Be
nzeen; Benzen; Benzin; Benzine; Be
nzolo; Fenzen; Ni

4 2.33 0.04 C:\Database\Wiley7Nist05.L
Propanoic acid, 2-methyl-, methyl 343193 000547-63-7 91
ester (CAS); Methyl isobutyrate; M
ethyl isobutanoate; Methyl 2-methy
Ipropanoate; Methyl 2-methylpropio
nate; Isobutyric acid, methyl este
r; (CH3)2CHC(O)OCHS3; Methylester k
yseliny isomaselne; Methyl isobuty
rate; Methyl iso-
Propanoic acid, 2-methyl-, methyl 343185 000547-63-7 90
ester (CAS); Methyl isobutyrate; M
ethyl isobutanoate; Methyl 2-methy
Ipropanoate; Methyl 2-methylpropio
nate; Isobutyric acid, methyl este
r; (CH3)2CHC(O)OCH3; Methylester k
yseliny isomaselne; Methyl isobuty
rate; Methyl iso-
Propanoic acid, 2-methyl-, methyl 343184 000547-63-7 90
ester; Isobutyric acid, methyl est
er; Methyl isobutyrate; Methyl 2-m
ethylpropanoate; Methyl 2-methylpr
opionate; (CH3)2CHC(O)OCHS3; Methyl
isobutanoate; Methylester kyselin
y isomaselne; Methyl iso-butyrate

5 2.94 49.96 C:\Database\HPCH1607.L
2.43 METHYL BUTANOATE 76 000623-42-7 91

3.55 METHYL PENTANOATE (=METHYL V 1143 000624-24-8 23

ALERATE)

8.57 METHYL HEPTANOATE (= METHYL 1135000106-73-0 9

ENANTHATE)

6 3.65 0.06 C:\Database\HPCH1607.L
20.64 ISOAMYL BENZYL ETHER (=ISOP 878 000122-73-6 45
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ENTYL BENZYL ETHE

19.73 SABINYL ACETATE<TRANS-> (TRA 1412 053833-85-5 36
NS for Ac vs. IPP)

10.09 TOLUALDEHYDE<OTRHO-> 1555 000529-20-4 9

7 4.86 0.34 C:\Database\Wiley7Nist05.L
Butanoic acid (CAS); n-Butyric aci 339216 000107-92-6 90
d; Butyric acid; 1-Butyric acid; n
-Butanoic acid; Ethylacetic acid;
Propylformic acid; 1-Propanecarbox
ylic acid; ETHYL ACETIC ACID; n-C3
H7COOH; Propanecarboxylic acid; Bu
tanic acid; Buttersaeure; IMET 339
3; Kyselina masel
Butanoic acid (CAS); n-Butyric aci 339211 000107-92-6 90
d; Butyric acid; 1-Butyric acid; n
-Butanoic acid; Ethylacetic acid;
Propylformic acid; 1-Propanecarbox
ylic acid; ETHYL ACETIC ACID; n-C3
H7COOH; Propanecarboxylic acid; Bu
tanic acid; Buttersaeure; IMET 339
3; Kyselina masel
Butanoic acid; Butyric acid; n-But 339219 000107-92-6 90
anoic acid; n-Butyric acid; Ethyla
cetic acid; Propylformic acid; 1-B
utyric acid; 1-Propanecarboxylic a
cid; n-C3H7COOQOH; Propanecarboxylic
acid; Butanic acid; Buttersaeure;
IMET 33983; Kyselina maselna; UN 2

820

8 7.24 0.03 C:\Database\Wiley7Nist05.L
4-Heptanone 347841 000123-19-3 86
4-Heptanone 347840 000123-19-3 78

4-Heptanone; Butyrone; Dipropyl ke 347842 000123-19-3 78
tone; GBL; Propyl Ketone; (n-C3H7)

2CO0O; Heptan-4-one; Di-n-propy! ket

one; UN 2710

9 12.56 -0.00 C:\Database\wiley7n.|
Thiodiglycol 19488 000111-48-8 9
Propane, 2-fluoro-2-methyl- (CAS) 2395 000353-61-7 9
$$ 2-Fluoro-2-methylpropane $$ ter
t-Butyl fluoride
Methane, nitro- (CAS) $$ Nitrometh 834 000075-52-5 4
ane $$ Nitrocarbol $$ CH3NO2 $$ Ni
trometan $$ UN 1261

10 12.80 0.04 C:\Database\wiley7n.|
Geranyl acetate $$ 2,6-Octadien-1- 109434 000105-87-3 16
ol, 3,7-dimethyl-, acetate, (E)- (
CAS) $$ Geraniol acetate $$ Bay pi
ne (oyster) oil $$ Acetic acid ger
aniol ester $$ trans-3,7-Dimethyl-
2,6-octadien-1-yl acetate $$ Geran
yl ethanoate $$ Acetic acid, geran
iol ester $$ tran
Cyclohexanol, 1-methyl-4-(1-methyl 109502 010198-23-9 14
ethenyl)-, acetate $$ p-Menth-8-en
-1-ol, acetate $$ .beta.-Terpinyl
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acetate
.BETA.-TERPINYL ACETATE $$ BETA-TE 112832 000000-00-0 14
RPINYL ACETATE

11 14.88 -0.39 C:\Database\Wiley7Nist05.L
Glycerin 340087 000056-81-5 64
Glycerin 340088 000056-81-5 43
1,2,3-Propanetriol (CAS); Glycerol 340086 000056-81-5 9
; Glyrol; Glycerin; Osmoglyn; Glys
anin; Glycerine; Glyceritol; Glycy
| alcohol; Trihydroxypropane; Prop
anetriol; Glycerin suppositories;
1,2,3-Trihydroxypropane; Propantri
ol; Synthetic glycerin; 90 Technic
al glycerin; Dagr

12 15.20 -0.14 C:\Database\wiley7n.|
Glycerin 5458 000056-81-5 25
1,2,3-Propanetriol (CAS) $$ Glycer 5456 000056-81-5 25
ol $$ Glyrol $$ Glycerin $$ Osmog]|
yn $$ Glysanin $$ Glycerine $$ Gly
ceritol $$ Glycyl alcohol $$ Trihy
droxypropane $$ Propanetriol $$ Gl
ycerin suppositories $$ 1,2,3-Trih
ydroxypropane $$ Propantriol $$ Sy
nthetic glycerin
Methane, nitro- (CAS) $$ Nitrometh 834 000075-52-5 9
ane $$ Nitrocarbol $$ CH3NO2 $$ Ni
trometan $$ UN 1261

13 16.53 -0.21 C:\Database\Wiley7Nist05.L
1,2,3-Propanetriol (CAS); Glycerol 340091 000056-81-5 64
; Glyrol; Glycerin; Osmoglyn; Glys
anin; Glycerine; Glyceritol; Glycy
| alcohol; Trihydroxypropane; Prop
anetriol; Glycerin suppositories;
1,2,3-Trihydroxypropane; Propantri
ol; Synthetic glycerin; 90 Technic
al glycerin; Dagr
Glycerin 340087 000056-81-5 64
Glycerin 340088 000056-81-5 43

14 17.30 3.50 C:\Database\Wiley7Nist05.L
1,2,3-Propanetriol (CAS); Glycerol 340091 000056-81-5 64
; Glyrol; Glycerin; Osmoglyn; Glys
anin; Glycerine; Glyceritol; Glycy
| alcohol; Trihydroxypropane; Prop
anetriol; Glycerin suppositories;
1,2,3-Trihydroxypropane; Propantri
ol; Synthetic glycerin; 90 Technic
al glycerin; Dagr
Glycerin 340088 000056-81-5 43
Propane, 2-fluoro-2-methyl- (CAS); 337260 000353-61-7 9
2-Fluoro-2-methylpropane; tert-Bu
tyl fluoride

15 19.68 0.02 C:\Database\wiley7n.I
Ethanethioamide, N,N-dimethyl- (CA 9865 000631-67-4 9
S) $$ THIOACETIC ACID DIMETHYLAMID
E $$ N,N-Dimethylthioacetamide $$



16 20.81

Dimethylthioacetamide $$ Acetamide

, N,N-dimethylthio- $$ Dimethylthi

oacetamid

Ethanethioamide, N,N-dimethyl- 9867 000631-67-4
1,2,3-Propanetriol, 1-acetate $$ A 29035 000106-61-6
cetin, 1-mono- $$ .alpha.-Monoacet

in $$ Glycerol .alpha.-monoacetate

$$ 1-Monoacetin $$ 2,3-Dihydroxyp

ropyl acetate $$ Acetic acid, mono

glyceride $$ Acetin $$ Glycerol mo

noacetate $$ Glycerol 1-acetate $$

Glycerol 1-monoa

9
9

-16.64 C:\Database\Wiley7Nist05.L

Butanoic acid, 2,3-dihydroxypropyl 376707 000557-25-5 59
ester

Butanoic acid, propyl ester (CAS); 355875 000105-66-8 28
Propyl butyrate; Propyl butanoate

; Propyl n-butyrate; n-Propyl buty

rate; n-Propyl n-butyrate; Butyric

acid, propyl ester; Propyl ester

of butanoic acid; n-Butyric acid n

-propyl ester; Propylester kyselin

y maselne; BUTTER

Ethane-1,1-diol dibutanoate; 1-(Bu 65803 025572-25-2 17
tyryloxy)ethyl butyrate #

17 20.92 1.85 C:\Database\Wiley7Nist05.L

Butanoic acid, 2,3-dihydroxypropyl 376707 000557-25-5 59
ester

methyl furfuryloxyacetate 14370 000000-00-0 32
Butanoic acid, propyl ester (CAS); 355875 000105-66-8 28
Propyl butyrate; Propyl butanoate

; Propyl n-butyrate; n-Propyl buty

rate; n-Propyl n-butyrate; Butyric

acid, propyl ester; Propyl ester

of butanoic acid; n-Butyric acid n

-propyl ester; Propylester kyselin

y maselne; BUTTER

18 21.59 0.80 C:\Database\Wiley7Nist05.L

19 22.21

Butanoic acid, 2,3-dihydroxypropyl 376707 000557-25-5 50
ester

methyl furfuryloxyacetate 14370 000000-00-0 37
Propanoic acid, 2-methyl-, 2-methy 364594 000097-85-8 33
Ipropyl ester (CAS); Isobutyl isob

utyrate; ISOBUTYL ISOBUTANOATE; IS

OBUTYL 2-METHYLPROPANOATE; ISOBUTY

L ESTER OF ISOBUTYRIC ACID; 2-Meth

ylpropyl isobutyrate; Isobutyric a

cid, isobutyl ester; 2-Methylpropy

| 2-methylpropano

23.78 C:\Database\Wiley7Nist05.L

2-Ethylhexyl ester of butanoic aci 399427 025415-84-3 50
d; Butanoic acid, 2-ethylhexyl est

er; 2-Ethylhexyl butyrate; 2-ethyl

hexyl butyrate; n-Butyric acid 2-e

thylhexyl ester; 2-Ethylhexyl buty

rate #; 2-Ethylhexyl butyrate (com

94



puter-generated name)

Butanoic acid, 1-methylbutyl ester 374768 060415-61-4 39
; Butyric acid, sec-pentyl ester;

sec-Amyl butyrate; UN 2620; Butano

ic acid, 2-pentyl ester; 1-Methylb

utyl butyrate #

Butanoic acid, 1-methylbutyl ester 374756 060415-61-4 39

20 24.38 5.13 C:\Database\wiley7n.|

21 26.51

Pentane, 1,1'-oxybis- 58299 000693-65-2 9
Methyl 1-Ethenylbutyl Ether 15566 000000-00-0 9
Pentane, 1,1'-oxybis- $$ Pentyl et 58298 000693-65-2 9
her $$ n-Amyl ether $$ n-Pentyl et

her $$ Amyl ether $$ Di-n-amyl eth

er $$ Diamyl ether $$ Dipentyl eth

er $$ (n-C5H11)20 $$ Di-n-pentyl e

ther $$ Ether, di-n-pentyl- $$ Pen

tyloxypentane

0.06 C:\Database\wiley7n.I

Butanoic acid, 2,3-dihydroxypropyl 61642 000557-25-5 40
ester $$ Butyrin, 1-mono- $$ .alp

ha.-Monobutyrin $$ Glycerol-.alpha

.-mono-n-butyrate $$ 1-Monobutyrin

Cyclopentanol, 1-methyl- (CAS) $$ 8669 001462-03-9 38
1-Hydroxy-1-methylcyclopentane $$
1-Methylcyclopentanol $$ 1-Methyl-

1-cyclopentanol

ISO AMYL BUTYRATE 57958 000106-27-4 38

22 26.72 0.08 C:\Database\wiley7n.|

2-Furanmethanol, tetrahydro- (CAS) 9381 000097-99-4 38
$$ Tetrahydrofurfuryl alcohol $$
ALFA-TETRAHYDROFURFURYL ALCOHOL $$

Qo thfa $$ THFA $$ Tetrahydro-2-f

urylmethanol $$ Tetrahydro-2-furan

methanol $$ Tetrahydro-2-furancarb

inol $$ Tetrahydro-2-furanylmethan

ol $$ Tetrahydro-

Hexanoic acid, 3-oxo-, ethyl ester 57442 003249-68-1 9
Oxirane, 3-hydroxypropyl- 9426 000000-00-0 9

23 27.30 0.02 C:\Database\Wiley7Nist05.L

1,2-Dibutyroxy-1-ethoxyethane; 2-( 121310 013264-32-9 50
Butyryloxy)-1-ethoxyethyl butyrate
#

Butanoic acid, 2,3-dihydroxypropyl 376706 000557-25-5 43
ester; .alpha.-Monobutyrin; Butyr

in, 1-mono-; Glycerol-.alpha.-mono

-n-butyrate; 1-Monobutyrin; Mono-n

-butyrin; 2,3-Dihydroxypropyl buty

rate #

Butanoic acid, 2,3-dihydroxypropyl 376707 000557-25-5 40
ester

24 27.42 0.30 C:\Database\Wiley7Nist05.L

Butanoic acid, 2,3-dihydroxypropyl 376706 000557-25-5 64
ester; .alpha.-Monobutyrin; Butyr

in, 1-mono-; Glycerol-.alpha.-mono

-n-butyrate; 1-Monobutyrin; Mono-n
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-butyrin; 2,3-Dihydroxypropyl buty

rate #

Butanoic acid, 2,3-dihydroxypropyl 376707 000557-25-5 40
ester

Boric acid (H3BOQ), tripentyl este 155208 000621-78-3 40
r; Pentyl borate, (C5H110)3B; Tria

myl borate; Tripentyl borate; Trip

entyl borate ((C5H110)3B); tri-n-A

mylborate; Boric acid, tri-n-amyl

ester; Boric acid, tri-n-pentyl es

ter; Tri-n-pentyl borate

25 28.63 24.71 C:\Database\Wiley7Nist05.L
Propanoic acid, 2-methyl-, octyl e 399431 000109-15-9 50
ster
Butanoic acid, 2,3-dihydroxypropyl 376707 000557-25-5 43
ester
Boronic acid, ethyl-, bis(2,2-dime 81126 067753-47-3 36
thylpropyl) ester; Dineopentyl eth
ylboronate #

26 30.19 0.05 C:\Database\wiley7n.|
9-Octadecene, 1,1-dimethoxy-, (Z)- 263386 015677-71-1 32
.ALPHA.-TERPINOLENE $$ Cyclohexene 32035 000586-62-9 32
, 1-methyl-4-(1-methylethylidene)-
(CAS) $$ 1,4(8)-P-MENTHADIENE $$
1-METHYLENE-4-ISOPROPYLENECYCLOHEX
ANE $$ Terpinolene $$ .ALPHA.-TERP
INOLEN $$ Terpinolen $$ p-Mentha-1
,4(8)-diene $$ PARA-MENTHA-1,4(8)-
DIENE $$ UN 2541
1,6-Octadien-3-ol, 3,7-dimethyl-, 52636 022564-99-4 25
(+/-.)-

27 30.56 0.92 C:\Database\Wiley7Nist05.L
Tributyrin; Butanoic acid, 1,2,3-p 436106 000060-01-5 56
ropanetriyl ester; Butyrin, tri-;
Butyryl triglyceride; Glycerin tri
butyrate; Glycerol tributanoate; G
lycerol tributyrate; Glyceryl trib
utyrate; Tri-n-butyrin; Tributin;
Tributyroin; Tributyryl glyceride;
Butyric acid tri
Butanoic acid, 1,2,3-propanetriyl 436105 000060-01-5 40
ester (CAS); Tri-n-butyrin; Glycer
ol tributyrate; Butyrin; Tributin;
Tributyrin; Tributyroin; Butyrin,
tri-; Glycerin tributyrate; Butyr
yl triglyceride; Tributyryl glycer
ide; Glyceryl tributyrate; Glycero
[ tributanoate; B
2-DEUTERIOGLYCERYL TRIBUTANOATE 191554 054934-80-4 9

28 30.87 0.12 C:\Database\HPCH1607.L

45.37 PHYTOL 987 000150-86-7 38
45.52 ISOPHYTOL 900 000505-32-8 32
11.32 LINALOOL 322 000078-70-6 13

29 31.17 0.04 C:\Database\HPCH1607.L
33.46 ISOEUGENOL ACETATE<E-> 890 005912-87-8 50
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29.70 EUGENOL ACETATE 848 000093-28-7 50
31.51 ISOEUGENOL ACETATE<Z-> 889 097412-23-2 40

30 31.74 0.02 C:\Database\Wiley7Nist05.L
2-Guanidino-4(3H)-quinazolinone 66977 062936-92-9 53
Benzoic acid, 4-(3-hydroxy-3-methy 85626 033577-98-9 30
[-1-butynyl)-, methyl ester; Methy
| 4-(3-hydroxy-3-methyl-1-butynyl)
benzoate #
Benzene, 4-ethyl-1,2-dimethyl- 358372 000934-80-5 18

31 32.49 0.02 C:\Database\Wiley7Nist05.L
tricyclo[5.3.0.0(2,8)]deca-4-en; T 9305 083298-53-7 59
ricyclo[5.3.0.02,8]dec-4-ene (CAS)

HOTRIENYL ACETATE 57410 000000-00-0 59
Benzene, 1,3-diethyl- (CAS); m-Die 358338 000141-93-5 52
thyloenzene; 1,3-Diethylbenzene; B

enzene, m-diethyl-; meta-Diethylbe

nzene; m-Ethylethylbenzene

32 33.19 0.11 C:\Database\wiley7n.|
1,4-Cyclohexadiene, 3-ethenyl-1,2- 29976 062338-57-2 30
dimethyl-
Cyclooctane, methoxy- $$ Ether, cy 38703 013213-32-6 27
clooctyl methyl $$ Methoxycyclooct
ane
Isophytol $$ 1-Hexadecen-3-ol, 3,7 245675 000505-32-8 27
,11,15-tetramethyl-

33 34.07 2.35 C:\Database\Wiley7Nist05.L
Tributyrin; Butanoic acid, 1,2,3-p 436106 000060-01-5 83
ropanetriyl ester; Butyrin, tri-;
Butyryl triglyceride; Glycerin tri
butyrate; Glycerol tributanoate; G
lycerol tributyrate; Glyceryl trib
utyrate; Tri-n-butyrin; Tributin;
Tributyroin; Tributyryl glyceride;
Butyric acid tri
Butanoic acid, 1,2,3-propanetriyl 436105 000060-01-5 83
ester (CAS); Tri-n-butyrin; Glycer
ol tributyrate; Butyrin; Tributin;
Tributyrin; Tributyroin; Butyrin,
tri-; Glycerin tributyrate; Butyr
yl triglyceride; Tributyryl glycer
ide; Glyceryl tributyrate; Glycero
[ tributanoate; B
Butanoic acid, 1,2,3-propanetriyl 436104 000060-01-5 83
ester (CAS); Tri-n-butyrin; Glycer
ol tributyrate; Butyrin; Tributin;
Tributyrin; Tributyroin; Butyrin,
tri-; Glycerin tributyrate; Butyr
yl triglyceride; Tributyryl glycer
ide; Glyceryl tributyrate; Glycero
[ tributanoate; B

34 34.83 0.10 C:\Database\wiley7n.|
2,3,4,5-TETRAHYDROBENZOXEPIN-2,2,3 44490 041807-16-3 30
,3-D4 $$ 1-Benzoxepin-2,3-d2, 2,3,
4,5-tetrahydro-2,3-d2- (CAS)
Tricyclo[4.2.1.1(2,5)]decan-9-ol, 50157 066953-30-8 30
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stereoisomer

Benzene, 1,2-dimethoxy-4-methyl- $ 49038 000494-99-5 27
$ 3,4-Dimethoxytoluene $$ Homovera

trole $$ Toluene, 3,4-dimethoxy- $

$ 1,2-Dimethoxy-4-methylbenzene $$
4-Methyl-1,2-dimethoxybenzene $$

4-Methylveratrol $$ 4-Methylveratr

ole

35 34.97 0.04 C:\Database\wiley7n.|

Butanoic acid, 2-hexenyl ester, (E 73455 053398-83-7 9
)- $$ trans-2-Hexenyl Butyrate

Tributyrin 251652 000060-01-5 9

Furan, 2-butyltetrahydro- 24962 001004-29-1 9

36 35.74 0.01 C:\Database\wiley7n.|

37 35.81

Piperidine, 1,2,6-trimethyl-, cis- 23786 002439-13-6 22
$$ cis-1,2,6-Trimethylpiperidine

$$ N-Methyl-cis-2,6-dimethylpiperi

dine $$ 1,2,6-Trimethylpiperidine

Piperidine, 1,2,6-trimethyl-, cis- 23787 002439-13-6 22
(CAS) $$ CIS N,2,6,-TRIMETHYLPIPE

RIDINE $$ cis-1,2,6-Trimethylpiper

idine $$ N-Methyl-cis-2,6-dimethyl

piperidine $$ 1,2,6-Trimethylpiper

idine

Cyclooctane, methoxy- 38704 013213-32-6 14

0.04 C:\Database\Wiley7Nist05.L
tricyclo[5.3.0.0(2,8)]deca-4-en; T 9305 083298-53-7 59
ricyclo[5.3.0.02,8]dec-4-ene (CAS)

Isonicotinic acid, 2-tetrahydrofur 72268 000000-00-0 32
ylmethyl ester

3-Cyclopentylpropionic acid, 2-tet 96558 000000-00-0 27
rahydrofurylmethyl ester; Tetrahyd

ro-2-furanylmethyl 3-cyclopentylpr

opanoate #

38 36.60 0.09 C:\Database\Wiley7Nist05.L

tricyclo[5.3.0.0(2,8)]deca-4-en; T 9305 083298-53-7 50
ricyclo[5.3.0.02,8]dec-4-ene (CAS)
2,6-Dimethyl-2,6-octadiene-1,8-dio 422009 036052-53-6 22
| diacetate

methyl acetophenone (o, m and p) 9230 000000-00-0 22
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