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ÖZET 
 

Doktora Tezi 
 

SÜPERKRİTİK AKIŞKAN ORTAMINDA KİRAL HİDROKSİ KETONLARIN SENTEZİ 
 

Nuray ÇELEBİ 
Ankara Üniversitesi  

Fen Bilimleri Enstitüsü 
Kimya Mühendisliği Anabilim Dalı 

 
Danışman: Doç. Dr. Nuray YILDIZ 

Eş Danışman: Prof. Dr. Ayhan S. DEMİR 
 

Bu çalışmada, farmasötik endüstrisi için potansiyel öneme sahip kiral hidroksi ketonlardan 6-hidroksi-3-
metoksisiklo-2-hekzen-1-on ve benzoinin lipaz enzimi kullanılarak süperkritik karbon dioksit (SCCO2) 
tepkime ortamında  sentezi ilk kez araştırılmıştır. Enantiyomerik aşırılığa, ortam basıncı  (70-150 bar), 
sıcaklığı (35-45 °C), pH (5-9) ve ortamdaki organik çözücülerin  (Dimetil sülfoksit (DMSO), Aseton, N,N-
Dimetilformamit (DMF), Tetrahidrofuran (THF), Asetonitril, n-Hekzan, Siklohekzan)   etkileri incelenmiştir. 
 
Benzoinin süperkritik akışkan ortamında sentezinde 10 ticari lipazın (Porcine pancreas, Candida antarctica, 
Rizopus arrhizus, Pseudomonas cepacia, Aspergillus, Rhizopus niveus, Hog pancreas, Pseudomonas 
fluorescens, Mucor Miehei, Candida cylindracea) taraması yapılmıştır. İncelenen on adet lipazdan sadece dört  
tanesi (Porcine pancreas, Candida antarctica, Candida cylindracea, Aspergillus) ile ürün dönüşümü 
sağlanabildiği ince tabaka kromatografisi (TLC) ile belirlenmiştir. Porcine pancreas ve Candida antarctica 
lipazı ile S-benzoin, Candida cylindracea (CCL) ve Aspergillus lipazları kullanıldığında ise R-benzoin 
enantiyomerik aşırılıkta elde edilmiştir. En yüksek enantiyomerik aşırılık (ee) Candida cylindracea lipazı ile 
elde edildiğinden işletim parametrelerinin enantiyomerik aşırılığa etkisi Candida cylindracea lipazı 
kullanılarak araştırılmıştır. 70 bar basınçta sıcaklık arttıkça enantiyomerik aşırılığın değişmediği,  80 ve 90 
bar basınçta ise sıcaklık ile azaldığı görülmüştür.   35 ºC ve 40 ºC’de basınç arttıkça 90 bar’a kadar 
enantiyomerik aşırılık artmış, 90 bar’dan sonra ise kritik noktadan uzaklaşılması ile azaldığı görülmüştür. 45 
ºC’de ise basınçla azaldığı belirlenmiştir.  
 
 
Benzoin sentezinde en uygun deney koşullarını belirlemek için  Yanıt Yüzey Yöntemi (RSM, Design Expert 
6) kullanılmıştır. Benzoinin enantiyomerik aşırılıkta üretimini etkileyen parametrelerden pH, sıcaklık ve 
basınç için RSM ile deney koşulları tasarlanmış ve deneyler gerçekleştirilmiştir. Modelden elde edilen 
optimizasyon sonucuna göre  40 °C sıcaklık, 78, 9 bar basınç ve 6,4 pH değerinde enantiyomerik aşırılık  % 
62 olarak elde edilmiştir. Belirlenen koşullarda deneyler tekrarlanmış  ve optimizasyon ile elde edilen 
enantiyomerik aşırılık değerine ulaşılarak modelin doğruluğu test edilmiştir.  
 
Modelden elde edilen optimum koşullarda  organik çözücü etkisi  incelenmiş en yüksek enantiyomerik aşırılık 
değerinin (ee= % 63) DMSO ile elde edildiği belirlenmiştir. Bu koşullarda tepkime ortamına kinetik 
rezolüsyonu  artıran katkı maddeleri (4-Dimetilaminopridine (DMAP) ve trietilamin) eklenmiştir. 
Enantiyomerik aşırılığa trietilaminin negatif, DMAP’ın ise pozitif etki yaptığı bulunmuştur. Optimum 
koşullarda DMSO’ya DMAP eklendiğinde enantiyomerik aşırılığın  % 80’e ulaştığı  belirlenmiştir. 
 
6-hidroksi-3-metoksisiklo –2 hekzen-1-on’un SCCO2 ortamında 6-asetoksi enondan sentezinde ise benzoin 
sentezinde kullanılan on adet  enzim   taranmış; ancak,  TLC analizi ile ürün oluşumu gözlenememiştir.  
2007, 141 sayfa 
Anahtar Kelimeler: benzoin, 6-hidroksi-3-metoksisiklo-2-heksen-1-on kiral hidroksi ketonlar, 
enantiyomerik aşırılık, süperkritik karbon dioksit, Yanıt Yüzey Yöntemi  
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ABSTRACT 
 

Ph. D. Thesis 
 

SYNTHESIS OF CHIRAL HYDROXY KETONES IN SUPERCRITICAL FLUID MEDIUM 
 

Nuray ÇELEBİ 
Ankara University 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 
Department of Chemical Engineering 

 
Supervisor: Assoc.Prof.Dr. Nuray YILDIZ 
Co-Supervisor: Prof. Dr. Ayhan S. DEMİR 

 
α-Hydroxy ketones are important compounds for pharmaceutical industry. In this study synthesis of benzoin 
and 6-hydroxy-3-methoxycyclo-2-hexen-1-one were studied in supercritical carbon dioxide (SCCO2) reaction 
medium. Effects of pressure (70-90 bar), temperature (35-45° C), pH (5-9) and organic solvents (Dimethyl 
sulfoxide (DMSO), Acetone, N,N-Dimethylformamide (DMF), Tetrahydrofuran (THF)), Acetonitrile, n-
Hexan, Cyclohexan)   on enantiomeric excess (ee) were investigated.  
 
In a screening test, ten commercially available lipases were studied. The aim for this screening was to obtain 
benzoin and 6-hydroxy-3-methoxycyclo-2-hexen-1-one with high enantiomeric excess. It was determined that 
four of them, Porcine pancreas, Candida antarctica, Aspergillus, and Candida cylindracea catalyzed the 
reaction and the others, Pseudomonas florescens, Hog pacreas, Mucor miehei, Rhizopus niveus, Pseudomonas 
cepacia, and Rhizopus arrhizus could not produce the benzoin. The (S)-enantiomer reacted faster than the 
(R)-enantiomer, affording (S)-benzoin when Porcine pancreas and Candida antarctica lipase. The (R)-
enantiomer reacted faster than the (S)-enantiomer forming the (R)-benzoin.  The best resullt was achieved 
with Candida cylindracea lipase, so effects of operating variables on ee was studied with Candida 
cylindracea lipase.  
  
Enantiomeric excess decreased with increasing temperature at 80 and 90 bar, in which there was no change in 
ee  at 70 bar. Enantiomeric excess increased by increasing pressure at the temperatures 35°C and 40°C, while 
it decreased by increasing pressure at 45°C. First, the enantiomeric excess increased with increasing pressure 
at 35 ºC.  
 
Response Surface Method (RSM, Design Expert 6)  was used to obtain optimum conditions for benzoin 
synthesis by model. Optimum conditions was found as 40 °C, 79 bar,  6,4 pH and at these conditions ee was 
obtained as 62 %. Experiments duplicated and same results were achieved. Therefore accuracy of the model 
was tested.  
 
Effects of organic solvents on ee was performed  at optimum conditions and most suitable organic solvent 
was found as DMSO (ee= % 63). In order to increase the enantiomeric excess, 4-Dimethylaminopyridine 
(DMAP) and trietilamin were added to DMSO and it was seen that DMAP has positive effect on ee (80 %), 
however trietilamin has negative effect on ee.   
 
 
 

2007, 140 pages 

Key Words: benzoin, 6-hydroxy-3-methoxycyclo-2-hexen-1-one, chiral hydroxy ketones, enantiomeric 
excess, supercritical carbon dioxide, Response Surface Method  
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SİMGELER DİZİNİ 

 

a  Aktivite 

K*  Denge sabiti 

kB   Boltzman sabiti 

kx  Tepkime hız sabiti 

G*  Serbest enerji 

h   Planck sabiti 
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S                   S enantiyomerinin mol sayısı 
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1. GİRİŞ 

 

Son yıllarda süperkritik akışkan teknolojisinin farklı endüstriyel alanlara uygulamaları 

üzerine yapılan çalışmalara ilgi artmakta ve süperkritik akışkanlar sahip oldukları 

avantajlar nedeniyle organik çözücülerin yerini almaktadır. Düşük viskozite ve yüksek 

yayınırlığa sahip olan süperkritik akışkanlar gözenekli yapıdaki katı maddelere, sıvılara 

göre daha kolay yayınabilmekte ve çözme güçleri sıcaklık ya da basınç değerlerindeki 

küçük değişimler ile büyük ölçüde değiştirilebilmektedir. Ayarlanabilen çözme gücü 

ürün seçimliliği ve verimliliği etkilemektedir.  Isıya duyarlı bileşiklerin ayırma ya da 

saflaştırma süreçleri için etkin olan süperkritik akışkanlar organik çözücü 

uygulamalarına göre çevreye duyarlı çözücülerdir.  İnert çözücüler olduklarından 

süperkritik koşullarda gerçekleştirilen işlemlerde herhangi bir hidroliz, oksidasyon ya 

da bozunma tepkimeleri gözlenmez. Bu üstün özelikleri nedeni ile süperkritik 

akışkanlar diğer çözücülere göre daha geniş uygulama alanı bulabilmektedirler (Castro 

and Carmona, 2000). 

 

Süperkritik akışkanların bugüne kadar en yaygın kullanımı endüstriyel öneme sahip 

doğal ürünleri  ayırma ve  saflaştırma iken bugün araştırmalar; kromotografi, tanecik 

tasarımı, adsorbant rejenerasyonu, kimyasal ve enzimatik tepkime ortamı olarak 

kullanımına yoğunlaşmıştır (Randolph et al. 1985; Marr and Gamse, 2000).   

 

Yüksek seçimlilik ve katalitik etkilerinden dolayı  gıda ve farmasötik gibi alanlarda 

geleneksel katalizörlerin yerine enzimlerin kullanımı  hızla artmaktadır ( Randolph et 

al., 1985). Sulu ve diğer çözücü ortamlarında enzimatik tepkimeler üzerine çalışmalar  

“Ortam Mühendisliği” alanındaki gelişmelere paralel olarak son 10-15 yılda artmıştır 

(Klibanov, 1990). Enzimatik tepkimeler için geleneksel olmayan tepkime ortamları;  

mikroemülsiyonlar, sıvı yüzey aktif membran emülsiyonları ve süperkritik  

akışkanlardır (Ballesteros et al. 1995).  

 

Süperkritik akışkanların  alternatif tepkime ortamı olarak kullanılmaları ilk olarak 

Randolph et al. (1985) tarafından gerçekleştirilmiştir.  Süperkritik akışkan olarak 

genellikle CO2 kullanılmaktadır. Patlayıcı, yanıcı ve zehirli olmaması, kritik basıncının 
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(7.34 MPa) ve sıcaklığının (31.1oC)  düşük olması  nedeniyle biyokimyasal ortamlarda 

kullanılabilmesi skCO2’ nin tercih sebebidir.  Bugüne kadar yapılan çalışmalarda 

tepkimeler, kesikli, yarı kesikli ve sürekli süperkritik tepkime sistemlerinde 

gerçekleştirilmiştir (Hammond et al. 1985; Marty et al. 1992) Bu çalışmalarda, 

süperkritik akışkan ortamında enzimatik tepkimelerin verimliliği için incelenen başlıca 

parametreler; basınç, sıcaklık, kütle aktarım kısıtlamaları, su içeriği ve yardımcı çözücü 

etkileridir. Basınçtaki değişim süperkritik akışkanın yoğunluğuna , yoğunluğa bağlı 

olarak da çözme gücü, yayınırlık, viskozite, dielektrik sabiti  ve polaritesine etki eder; 

bunlara bağlı olarak da basınç  enzimatik bir tepkimenin kinetiği ve verimine dolaylı 

olarak etki etmektedir.  

 

Enzimler arasında en yaygın kullanım alanına sahip olan lipazlar, sulu ortamlarda 

hidroliz tepkimelerini; susuz ortamlarda ise tepkimeyi tersine döndürerek esterleşme ya 

da transesterleşme tepkimelerini katalizler. Lipazlar çok sayıda esterleşme, 

transesterleşme ve hidroliz tepkimelerini düşük sıcaklıkta katalizlemeleri, susuz 

ortamlarda (çözücülü ortam, çözücüsüz ortam ve superkritik akışkan ortamı) kararlı ve 

ucuz olmaları, kimyasal olarak üretilemeyen özel bileşenlerin üretimini stereo ve 

bölgesel spesifik özellikleri ile kolaylaştırmaları, ester bağına spesifik olmaları, yüksek 

substrat seçimlilikleri ve yan ürün oluşumunu önlemeleri nedeniyle kimyasal 

katalizörlerin seçeneğidirler (Langrad et al. 1988, Santaniello et al. 1993, Goddard et al. 

1999, Bornscheuer et al. 1996). Ayrıca bu enzimler toksik olmamaları ve biyolojik 

olarak bozunabilmeleri nedeniyle çevre dostudur. 

 

Süperkritik akışkanlar lipaz katalizli tepkimeler için susuz tepkime ortamı oluştururlar 

(Knez and Habulin 2002, Mesiano et al. 1999, Kamat et al. 1995, Vermue and Tramper 

1995, Ballesteros et al. 1995). Süperkritik akışkan ortamında biyokatalizörler üzerine 

yapılan araştırmalar çok değişik enzimlerin bu ortamda katalitik olarak aktif olduklarını 

göstermiştir.  skCO2 ortamında lipaz enzimi kullanılarak esterifikasyon (Martins et al. 

1994; Ikushima et al. 1993, Rantakyla et al. 1994), hidroliz (Rantakyla et al. 1996) 

alkoliz (Michor et al. 1996; Cernia et al. 1994) tepkimeleri genellikle kesikli 

sistemlerde gerçekleştirilmiştir. Bu tepkimelerdeki enontiyomerik aşırılık %70-99 
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arasında değişmektedir. Bu araştırmalar lipaz enziminin skCO2 ortamında yaygın  

olarak kullanılabileceğini göstermektedir. 

 

Biyolojik olarak aktif bileşiklerin sentezinde kullanılan kiral hidroksi ketonlar değerli 

ara ürünlerdir.  Özellikle anti-bakteriyel, anti-virütik, anti-depresif, antibiyotik ve kalp 

ilaçlarının sentezinde önemli girdi maddeleridir.  Bugüne kadar kiral hidroksi ketonların 

sentezi için  süreli yayınlarda uygulanan değişik yöntemler atmosferik koşullarda 

gerçekleştirilmiştir (Demir and Sesenoğlu, 2002).  

 

Bu tez çalışmasında kiral hidroksi keton olan 6-Hidroksi-3-metoksisiklo-2-heksen-1-on 

ve benzoin skCO2 tepkime ortamında  sentezi ilk kez araştırılmıştır. Ürün verimine ve 

enantiyomerik aşırılığa ortam basıncı, sıcaklığı, organik çözücü ve pH  etkileri 

incelenmiştir. Yüksek enantiyomerik aşırılıkta benzoin sentezinde en uygun deney 

koşullarının belirlenebilmesi için yanıt yüzey yöntemiyle optimizasyon yapılmıştır.  
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2. KURAMSAL BİLGİLER VE KAYNAK ARAŞTIRMASI 

 

2.1 Biyokatalizörler için Geleneksel Olmayan Tepkime Ortamları 

 

Araştırmacılar uzun yıllar biyokatalizörlerin sadece sulu çözeltilerde ve ılımlı şartlarda 

aktif olduğunu düşünmüşlerdir. Günümüzde ise yüksek ya da düşük pH, yüksek sıcaklık 

ve basınç, yüksek tuz derişimi gibi sert koşullarda da aktif olduğu bilinmektedir 

(Monsan and Combes 1984); ayrıca,  

 organik çözücü 

 sulu iki fazlı sistem 

 katılar 

 gazlar  

 süperkritik akışkanlar (SKA)  

gibi geleneksel olmayan ortamlarda da aktif olduğu görülmüştür (Vermue and Tramper 

1992). Bu durum biyokatalizörlerin organik sentezde kullanımını önemli ölçüde 

artırmıştır.  

 

2.1.1  Organik çözücülü ortamlar 

 

Organik çözücülerin sentetik tepkimelerde kullanılması durumunda aşağıdaki avantajlar 

sözkonusudur; 

 

• Organik çözücüler suda az çözünen girdilerin çözünürlüğünü artırır.  

• Tepkime ortamındaki su yerine suyla karışan organik çözücü kullanılırsa 

suya bağlı yan tepkimeler önlenir.  

• Apolar çözücüler enzime bağlı suyun zarar görmesini engeller. 

• Kaynama noktası düşük organik çözücüler biyokatalizörün kazanımını 

kolaylaştırır. 

• Biyokatalizör organik çözücüde çözünmediğinden tepkime ortamından 

kolaylıkla kazanılabilir. 

• Organik çözücü biyokatalizörün sıcaklığa dayanıklılığını artırır. 
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• Enantiyoseçimli tepkimelerde organik çözücüde biyokatalizörü yönetmek 

daha kolaydır. 

Bu avantajların hepsi bütün organik çözücüler için gecerli değildir. Biyokatalizörü 

inhibe etmesi, tepkime ortamını karmaşık hale getirmesi gibi dezavantajları da vardır.  

 

Organik çözücü tepkime ortamı dört grupta incelenir:  

• Suyla karışan organik çözücüler 

• İki fazlı sistemler 

• Mikro-sulu tepkime ortamı 

• Ters misel 

Suyla karışan organik çözücüler apolar girdilerin çözünürlüğünü artırır; ancak, derişim 

arttığı zaman çoğu enzimin inhibe olduğu görülmüştür (Freeman and Lilly 1987). 

Yeterli miktarda su ve suyla karışmayan bir organik çözücü biraraya getirilirse iki fazlı 

sistem oluşur. Apolar girdi ve ürünler için uygundur ve tepkime toksik girdi/ürün 

içeriyorsa tercih edilir. Tepkime ürünleri kolayca ayrılabilmekle birlikte kütle aktarım 

hızının düşük olması ve biyokatalizörün inhibe olması gibi dezavantajları vardır. 

 

Ortamdaki su miktarı ortamdan ayırt edilemeyecek kadar azaltılırsa mikro-sulu ortam 

elde edilir. Enzimin katalitik aktivitesi ve konformasyonunu korumak için minimum 

miktarda suya gereksinimi vardır. Susuz biyokatalitik aktivite mümkün değildir ve 

optimum su miktarı enzimden enzime değişir. Hidrofilik çözücülerde, hidrofobik 

olanlara göre aynı aktiviteye ulaşmak için daha fazla suya gereksinim vardır.  

 

Ters misel enzimlerin organik fazda bulunan ve suda çözünmeyen bileşiklerle 

tepkimeye girmesi için  uygun bir ortamdır. Ortama eklenen yüzey aktif maddeler ile 

difüzyon kısıtlaması azalır ve böylece enzim hidrofobik girdilerin (substrat) 

biyodönüşümünü gerçekleştirir.  

 
2.1.2 Süperkritik akışkanlar (SKA) 

 

Bir maddenin basınç- sıcaklık faz diyagramında gaz sıvı denge eğrisi üzerinde ileri 

doğru hareket edildiğinde sıcaklık ve basınç artar. Sıvının yoğunluğu azalırken gazın 
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yoğunluğu artmaya başlar, giderek iki fazın yoğunlukları birbirine yaklaşır, gaz ve sıvı 

arasındaki farklar kaybolur ve kritik noktaya ulaşılır. Bu noktada madde akışkan olarak 

adlandırılır. Sıcaklığı ve basıncı kendi kritik basıncı ve sıcaklığının üzerinde olan 

akışkan süperkritik akışkan (SA) olarak tanımlanır. Sıvı ile gaz fazı kritik noktada 

birbirinin aynı olur ve ikisi birbirinden ayırt edilemezler. Çevreyle uyumlu olmasının 

yanında  fiziksel özelikleri en önemli tercih nedenidir. Sıvılar ve katılar, kritik sıcaklık 

ve basınçlarının üzerine çıkıldıkça, gazlarda daha çok çözünürler. Bu olay büyük ölçüde 

SKA yoğunluğunun yüksek ve sıvınınkine yakın olmasının bir sonucudur. Süperkritik 

akışkanlarda moleküller birbirine gaz haldekine oranla çok daha yakındırlar ve sıvı ya 

da katı moleküllerini daha çok çekerler. SKA ların çözücü özelikleri normal sıvıların 

çözücü özeliklerine benzer. SKA basıncının değiştirilmesi, yoğunluğunun değişmesi 

anlamına gelir, bu da çözücü özeliklerinin değişmesi demektir (Petrucci et al. 2002). 

Süperkritik akışkanların en önemli özeliği fiziksel özeliklerinin (yoğunluk, viskozite, 

dielektrik sabiti vb) sıcaklık ve basınca kuvvetle bağlı olmasıdır. Bu özelik kritik bölge 

yakınında akışkanın oldukça sıkıştırılabilir olmasından dolayıdır. Saf bir madde için 

basınç-sıcaklık diyagramı Şekil 2.1.’de verilmiştir.   
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Şekil 2.1 Saf bir madde için basınç-sıcaklık diyagramı (Brunner 1994) 

 

Süperkritik akışkanların fiziksel özelikleri gazlarla sıvılar arasındadır (Çizelge 2.1). 

Viskoziteleri gazlarınkine, yoğunlukları sıvılarınkine yakındır, yayınırlıkları ise gazlarla 

sıvıların arasındadır. Düşük viskozite ve yüksek yayınırlık, gaza benzeyen kütle aktarım 

özelikleri sağlar. Bu nedenle süperkritik akışkan ortamında gerçekleşen enzimatik bir 

tepkimede ortam içinde dağılmış enzimlerin aktif konumlarına girdilerin kütle aktarım 

hızı artar, kütle aktarım kısıtlamalı tepkimeler, süperkritik akışkan içinde 

sıvılarınkinden daha hızlı gerçekleşebilir.  

 

Çeşitli süperkritik akışkanların fiziksel özelikleri Çizelge 2.2’de verilmiştir. Gıda ve ilaç 

endüstrisinde biyokataliz ve sıcaklığa duyarlı olan biyolojik maddeler için uygun olan 

süperkritik akışkanlar arasında süperkritik karbon dioksit (skCO2), yanıcı ve patlayıcı 
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olmaması, toksik olmaması, çevre için uygun, atık giderme problemi olmayan, ucuz, 

inert ve zararsız olması nedeniyle yaygın olarak kullanılır. 

 

Çizelge 2.1 Akışkanların fiziksel özeliklerinin karşılaştırılması (Reid et al. 1987) 

Özelik Sıvı Süperkritik Akışkan Gaz 

Yoğunluk (g/cm3) 0,6-1,6 0,2-1,0 0,001 

Viskozite (g/(cm.s)) 0,01 0,001 0,0001 

Yayınırlık (cm2/s) 0,00001 0,001 0,1 

 

 
Çizelge 2.2 Süperkritik akışkanların fiziksel özelikleri (Reid et al. 1987) 
 

Çözücü Molekül 

ağırlığı 

Sıcaklık Basınç Yoğunluk 

Birim (g/mol) (K) (MPa) (bar) (g/cm3) 

Karbondioksit 44,01 304,1 7,38 73,8 0,469 

Su 18,02 647,3 22,12 221,2 0,348 

Metan 16,04 190,4 4,60 46,0 0,162 

Etan 30,07 305,3 4,87 48,7 0,203 

Propan 44,09 369,8 4,25 42,5 0,217 

Etilen 28,05 282,4 5,04 50,4 0,215 

Propilen 42,08 364,9 4,60 46,0 0,232 

Metanol 32,04 512,6 8,09 80,9 0,272 

Etanol 46,07 513,9 6,14 61,4 0,276 

Aseton 58,08 508,1 4,70 47,0 0,278 
 
 
2.1.2.1  Süperkritik akışkanların çözme gücü 
 

Süperkritik akışkanın çözme gücü akışkanın yoğunluğuna bağlıdır. skCO2’in yoğunluğu 

kritik sıcaklık ve basınç değerlerine yakın bölgede basınç ve sıcaklıkla belirgin bir 

şekilde değişmektedir. Sıcaklık ve basıncın uygun bir şekilde düzenlenmesi ile 

akışkanın çözme gücü artırılabilir. Süperkritik akışkanın sıcaklık ve basıncındaki küçük 

değişiklikler akışkanın yoğunluğunun değişmesine neden olur. CO2’in oda koşullarında 
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çözme gücü oldukça düşükken (CO2’nin yoğunluğu 2,0 kg/m3), kritik noktada oldukça 

yüksektir (CO2’nin yoğunluğu 470 kg/m3). Süperkritik CO2 için indirgenmiş yoğunluk 

değerinin indirgenmiş yoğunluk ve indirgenmiş basınçla değişimi Şekil 2.2’de 

verilmiştir. 

 

 
Şekil 2.2 CO2’nin indirgenmiş yoğunluk değerinin indirgenmiş sıcaklık ve indirgenmiş   
                 basınçla değişimi (McHugh and Krukonis, 1994) 
 

Şekil 2.2’de süperkritik akışkan bölgesi, işlemlerin uygulandığı en uygun sıcaklık ve 

basınç değerlerini göstermektedir. Kritik yakını sıvı bölgede (NCL) ise akışkanın 

sıcaklık ve basınç değerlerinin kritik sıcaklık ve basınç değerlerine oldukça yakın 

olduğu görülmektedir. Sıcaklık ve basınç programlanmasıyla çözücünün çözme 

gücünün değiştirilmesi yanında, SKA’ların çözücü olarak kullanılmasında başka 

avantajlar da vardır. SKA’larda gerçekleştirilen ekstraksiyon ve tepkimeler, sıvı 

çözücülerde çözünenin yayınırlığı daha düşük olduğundan geleneksel sıvı çözücülere 

göre daha hızlıdır. skCO2’in değişik sıcaklık ve basınçtaki fizikokimyasal özelikleri 

(yoğunluk ve viskozitesi) Çizelge 2.3’te verilmiştir. Sabit sıcaklıkta basıncın artmasıyla 

skCO2’in yoğunluğu ve viskozitesi artmaktadır; ancak, sabit basınçta, sıcaklığın 

artmasıyla yoğunluk ve viskozite değerlerinin düştüğü ve sıcaklık ve basınçtaki küçük 
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değişikliklerin skCO2’nin fizikokimyasal özeliklerinde önemli değişiklikler yaptığı 

görülmektedir.  

 

Çizelge 2.3 skCO2’in çeşitli sıcaklık ve basınçtaki fiziksel özelikleri (Roy et al. 1996) 
 

Basınç (MPa) Sıcaklık (K) Yoğunluk (kg.m-3) Viskozite kg(m.s)-1 
 

24,5 

313,0 879,5 8,2*10-5 

328,0 806,2 6,9*10-5 

343,0 730,0 5,7*10-5 

 

17,6 

313,0 814,6 7,0*10-5 

328,0 712,5 5,4*10-5 

343,0      599,1 4,1*10-5 

 

10,8 

313,0 676,1 4,7*10-5 

328,0 379,4 2,7*10-5 

343,0 283,6 2,4*10-5 

 
 
Sabit sıcaklıkta, maddenin süperkritik akışkan ortamında mol kesri cinsinden 

çözünürlüğünün basınç ile değişimi Şekil 2.3’te verilmiştir (Williams et al. 2002). 

Basınç sıfırın üzerinde fakat sıfıra yakın ise sadece çözünen buhar fazında olup mol 

kesri  bire yakındır. Çözücü eklendikten sonra çözücü seyreltilir ve düşük basınçta 

çözünürlük sıfıra yakın bir değere yaklaşır. Çözünürlük sıfıra yakın değerde bir süre  

kaldıktan sonra, yoğunluğun basınç ile hızla artmasından dolayı akışkanın kritik 

yoğunluk değeri çevresinde  artar. Çözünürlükteki bu artışın nedeni, kritik nokta 

yakınında çözücü ve çözünen molekülleri arasındaki etkileşimin artmasıdır. Daha sonra 

çözünürlükte azalma gözlenebilir (kesikli çizgi ile gösterilmiştir). Bu durumda sistem 

sıkıştırıldığı için çözücü ve çözünen arasında itme kuvveti etkili olmuştur. Alternatif  

olarak çözünürlük artabilir (nokta ile gösterilmiştir). Artan eğri, yüksek sıcaklıkta uçucu 

maddenin daha az olduğunu gösterir.  
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Şekil 2.3 Çözünürlük-basınç ilişkisi (Williams et al. 2002) 

 

2.1.2.2 Yardımcı çözücü 

  

Akışkanın çözücü özelikleri yardımcı çözücü (entrainer, modifier) eklenerek 

değiştirilebilir. CO2 apolar çözücüler sınıfındadır; ancak karbonun dört kutuplu 

moleküler yapısı nedeniyle alkoller, esterler, aldehitler gibi polar organik maddeleri 

düşük oranda çözebilmektedir. Genellikle daha polar maddelerin ekstraksiyon ve 

kromatografi işlemlerinde düşük molekül ağırlıklı alkoller gibi polar yardımcı çözücüler 

eklenmektedir. SKA ile birlikte düşük derişimlerde (%  1-5 (v/v)  ekstraksiyon 

sistemine beslenen yardımcı çözücü ekstraktın çözünürlüğü artırılabilir (Dean 1987, 

Salgın 2004). Yardımcı çözücünün görevi; çözücünün çözme gücü ve polaritesini 

artırmaktır. Seçimli olarak gerçekleştirilen fraksiyonlu ayırma sürecini kolaylaştırmak 

ve bir ya da daha fazla sayıda bileşiğin seçimli olarak ayrılmasında kendi aralarındaki 

etkileşimlerini artırmak için SKA uygulamalarında yardımcı çözücü kullanılmaktadır. 

Dobbs (1986), organik bileşiklerin süperkritik koşullardaki çözünürlükleri üzerine polar 

yardımcı çözücüler kadar etkin apolar özelikteki yardımcı çözücülerin etkisini de 

incelemiştir. Aromatik grup içermeyen bileşiklerin çözünürlüğü,  polar çözücülerin 

aksine apolar özelikteki yardımcı çözücüler önemli ölçüde artırmıştır. Dipol–dipol 

etkileşimler ve hidrojen bağlardan dolayı apolar özelikteki yardımcı çözücülerle 

çözünürlük önemli ölçüde artırılmaktadır. Saf haldeki SKA’nın kritik basınç değerinden 
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daha yüksek kritik basınç değerine sahip bir yardımcı çözücü düşük miktarlarda olsa 

bile çözücü karışımının kritik basıncının artmasına neden olur (Chimowitz and Penisi 

1986).  

 

Apolar özelikte ve molekül yapısında aromatik halka içermeyen organik bileşiklerin  

yardımcı çözücü olarak kullanıldığı ortamlarda, çözünürlük değerlerini birkaç yüz kat 

artırmaktadır. Yardımcı çözücü olarak n-alkan kullanıldığında, çözünürlükteki artış 

alkan zincirinin uzunluğundan kaynaklanmaktadır. Yardımcı çözücü derişiminin artması 

ile çözünürlük değeri de artar. Apolar özelikteki bir çözücü karışımının oluşturduğu 

yardımcı çözücü karışımlarında ise çözünürlük değerindeki artış daha düşük ya da 

yüksek olabilir. Karışık apolar yardımcı çözücü karışımlarının çözme gücü sıcaklık ve 

basıncın fonksiyonu olan yoğunlukla da değişmektedir. Bulgular ışığında, polar 

yapıdaki bir bileşiğin çözünürlüğünü artırmak için seçilen yardımcı çözücü türü polar 

özelikte olması gerekmediği belirlenmiştir. Çözünürlük ve ürün seçimliliğinin 

artırılması bazı durumlarda apolar özelikteki yardımcı çözücü ortamlarında daha yüksek 

olabilmektedir (Salgın 2004).  

2.1.2.3  Süperkritik akışkan teknolojisi uygulamaları 
 
Süperkritik akışkan alanında uygulamalar aşağıdaki özetlenmiştir (Kirk ve Othmer 

1991, Savage et al. 1995, Beckman 2004, Salgın 2004). 

 

• Süperkritik akışkan ekstraksiyon uygulamaları  

- Kahve ve çaydan kafeinin uzaklaştırılması 

- Tohumlardan vitamin yağlarının ekstraksiyonu 

- Tat verici, güzel kokulu aroma ve parfümlerin ekstraksiyonu  

- Baharat ekstraksiyonu 

- Hayvansal ve bitkisel kaynaklı yağlarda koku veren maddelerin uzaklaştırılması 

- Meyve sularının stabilizasyon işlemleri 

- Yünden lanolin üretimi 

- Doğal ürünlerden pigment ekstraksiyonu 

- Hazır yiyeceklerdeki yağın uzaklaştırılması 

- Kolesterol uzaklaştırılması 
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- Bitkilerden antioksidan ekstraksiyonu 

- Doğal pestisitler 

- Tütünden nikotinin uzaklaştırılması 

- Farmasötik bitkilerden ilaç etken  maddelerin ekstraksiyonu 

- Şerbetçi otunda acılık veren maddelerin uzaklaştırılması 

- Antibadilerden asetonun uzaklaştırılması 

• Süperkritik akışkan kromatografisi uygulamaları 

• Kimyasal ya da  biyokimyasal tepkimeler 

- Homojen  ya da heterojen katalizler ile gerçekleştirilen tepkimeler  

(izomerizasyon, hidrojenerasyon, enzim katalizli tepkimeler, Fischer-Tropsch     

sentez vd.) 

- Polimerizasyon 

- Kiral bileşiklerin sentezi 

• Çevresel atıkların değerlendirilmesi 

- Adsorbanların rejenerasyonu 

- Atık sulardan organik kirliliklerin uzaklaştırılması (Süperkritik H2O oksidasyonu) 

• Nano ya da mikro yapıda kimyasal ya da biyokimyasal maddelerin tasarımı 

- RESS (Rapid Expansion of Supercriticl Fluids) 

- GAS (Gas Antisolvents) 

- ASES (Aerosol Solvent Extraction System ) 

- SAS (Supercritical Antisolvents) 

 - Ters misel uygulamaları 
 

2.1.2.3.1 Ekstraksiyon 

 

Süperkritik akışkan ekstraksiyonu ilk olarak  Pilat and Goclewitz tarafından 1940 

yılında superkritik CO2  kullanarak mineral yağlarını ayırmak için kullanılmıştır 

(Williams et al. 2002). Ekstraksiyon apolar bileşiklerin ayrılmasına uygulandığı zaman   

başarı oranı artmıştır. Bu durum CO2 molekülünün de apolar olmasıyla açıklanmıştır. 

Süperkritik akışkan ekstraksiyonu çözünebilen maddeyi çözünmeyen matristen ayırmak 

için uygulanır. Süperkritik akışkan, örnek içerisine sıvı çözücülerden daha hızlı 

difüzlenir. Akışkanın difüzyon katsayısı gazlarla sıvılar arasında olduğundan maddeyi 
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örnekten daha hızlı taşır (Willams et al. 2002). Kolon boyunca katı yapıda bulunan ve 

ekstrakte edilebilen bileşikler süperkritik koşullardaki çözücü içinde çözünmekte ve 

daha sonra basınç azaltılarak ürün ya da ürünler akışkandan ayrılmaktadır. Basıncın 

azaltılması ile çözünen maddenin SKA fazdaki çözünürlüğü azalmakta ve ayırma işlemi 

gerçekleşmektedir. Çözücü atmosfere gönderilmeden sisteme geri beslenebilmektedir 

(Bruno and Ely 1991, Kiran and Brennecke 1993, Brunner, 1994).  

 

2.1.2.3.2 Kromatografi 

 

Süperkritik akışkan kromatografisi, süperkritik akışkanı hareketli faz olarak kullanarak 

organik bileşiklerin ayrılması olarak tanımlanmaktadır. Süperkritik akışkanın sıvıya 

göre daha hızlı difüzyon ve düşük viskositeye sahip olması yüksek basınç sıvı 

kromatografisi  (HPLC) ye göre daha verimli bir ayırma işlemi olmasını sağlamaktadır. 

Bazı uygulamalarda, kromatografi orta hacimli toksik organik çözücü kullanılan 

HPLC’ye ve uçucu organik çözücü kullanılan gaz kromatografisi (GC) ye ekonomik 

olarak alternatiftir. Ayrıca, süperkritik akışkan kromatografisi uygulanan ayırma 

işlemlerinde üründe çözücü atığı bulunmamaktadır (Willams et al. 2002).  

 

CO2 en çok kullanılan hareketli fazdır. Kritik sıcaklığının düşük olması ısıya duyarlı 

maddelerin ayrılmasını sağlamaktadır; ancak, CO2’nin polaritesinin düşük olması 

çözücü olarak kullanımını sınırlamaktadır. Bu nedenle, polaritesini artırmak için 

metanol gibi polar organik çözücüler kullanılmaktadır.  

 

Süperkritik akışkan kromatografide  dolgulu ve kapiler olmak üzere iki farklı tip kolon 

kullanılmaktadır. Kapiler kolon analiz süresinin uzun olması ve kesinliğinin düşük 

olması nedeniyle pek tercih edilmemektedir. Dolgulu kolon ise HPLC ile ayrılması 

uygun olmayan  maddeler için tercih edilmektedir. Süperkritik ekstraksiyon  düzeneği 

ekstraksiyon cihazına benzemekle birlikte arada birtakım farklar bulunmaktadır. 

Örneğin kolondaki durgun faz ekstraksiyondaki örnek hücresinin yerini almaktadır. 

Ayrıca, kromotografide kolondan önce enjektör ve kolon ile basınç regülatörü arasında 

dedektör bulunmaktadır. Süperkritik ekstraksiyon ile ilgili detaylı çalışmalar ve 

uygulamalar en fazla farmasötik endüstrisinde yapılmaktadır.   
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 2.1.2.3.4 SKA’da kimyasal tepkimeler 

 

Süperkritik akışkanlar fiziksel özeliklerinin sağladığı avantajlar nedeniyle çeşitli 

kimyasal tepkimeler için iyi bir tepkime ortamıdır. Kimyasal maddelerin çoğu 

süperkritik tepkime ortamı olarak kullanılabilir, fakat özellikle çevre dostu tepkimelerin 

önem kazanmasıyla en çok kullanılan çözücüler karbon dioksit ve su olmuştur. SKA 

ortamında gerçekleştirilen tepkimelerin avantajları aşağıdaki gibi sıralanabilir: 

 Yoğunluk, viskosite, yayınırlık ve polarite gibi çözücü özelikleri gaz ve sıvılar 

arasındadır. Düşük viskozite ve yüksek yayınırlık, kütle transferinin sıvılardan 

daha büyük olmasını sağlar. Ayrıca, termal iletkenlik özeliği de ısı transferinin 

sıvılardan daha hızlı olmasına olanak verir. 

 Çözücü özelikleri, sıcaklık ve basınçtaki değişikliklerden ya da az miktarda 

yardımcı çözücü eklenmesiyle büyük oranda değişir. Böylece çözücü 

değiştirmeden sıcaklık ve basınç değişimi ile en uygun koşullar 

bulunabilmektedir. 

 Sıvı faza göre etkileşimlerin akışkan ortamında daha az olması organik 

tepkimeler için büyük avantajdır.  

 Girdileri bir çok süperkritik çözücü molekülü tarafından çevrelenmesiyle kritik 

nokta yakınında kümeler oluşur. Bu durum tepkime hızını artırır ve seçimliliği 

de etkiler.  

 Tepkime ve ayırma işlemi bir arada olmaktadır. Örneğin, skCO2 ortamında 

gerçekleşen tepkimelerde tepkime basıncını azaltınca CO2 sistemden 

kendiliğinden ayrılmaktadır. 

 

Süperkritik akışkanlar birbirlerinden oldukça farklı fiziksel özeliklere sahiptir, bu 

nedenle her biri farklı kimyasal tepkimeler için uygundur. CO2’nin kritik sıcaklığı 30,9 

ºC’dir ve organik sentez için uygundur. Organik çözücü istenmeyen tepkimelerde CO2 

güvenli bir ortam sağlamaktadır. skCO2’nin çözücü özeliği hekzan gibi apolar 

çözücülere benzer düşük molekül ağırlıklı apolar ya da az polar bileşikleri 

çözebilmektedir. Suyun kritik sıcaklığı (374,1 ºC)  basıncı (22,12 MPa) yüksektir bu 

nedenle atık işlemlerinde uygundur. Metanolün kritik sıcaklığı (239,4 ºC) ve basıncı 
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(8,09 MPa) karbon dioksit ve su arasında olup polimerlerin (Kondenzasyon 

polimerizasyon) kimyasal geri dönüşümünde verimli olarak kullanılmaktadır. 

 

Süperkritik Akışkan  ortamında gerçekleştirilen tepkimeler aşağıdaki gibi sıralanabilir 

(Savage et al. 1995, Kapucu 2003): 

 

1. Katı yakıttan sıvı yakıt üretimi 

2. Homojen ve heterojen kataliz  

3. Çevresel atıkların değerlendirilmesi 

4. Polimerizasyon 

5. Materyal sentezi 

6. Kimyasal sentez  

7. Elektrokimya 

 

Heterojen katalizli tepkimeler kendi  içinde 

 İzomerizasyon 

 Fischer-Trosch sentezi 

 Enzim katalizli tepkimeler 

 Diğer katalitik tepkimeler 

şeklinde gruplanabilir. 

 

2.1.2.4 SKA’da enzimatik tepkimeler 

 

Süperkritik akışkanların kritik nokta yakınında sıkıştırılabilir olması kuramsal ve 

endüstriyel alanda ilgiyi artırmaktadır (Arai et al. 2002). Kimyasal ve biyokimyasal 

tepkimelerde süperkritik akışkan ortamında çözücü ve çözünen etkileşimi, sıcaklık ve 

basınçtaki küçük değişimler tepkimenin etkinliğini önemli ölçüde değiştirmektedir. 

Protein sınıfında olan enzimler tepkime hızını artırma kabiliyetindedirler. skCO2 

ortamında basıncın enzimatik tepkime hızını etkilediği bir çok araştırıcı tarafından 

belirlenmiştir (Clifford and Bartle 1996). Ayrıca, süperkritik akışkan çözücü özelikleri 

de  sıcaklık ve basınçla büyük ölçüde değişmekte ve bu hassasiyet SKA’da çözücü-
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çözünen ya da çözünen-çözünen moleküllerarası etkileşimleri kontrol etmede önem 

kazanmaktadır.   

 

Doğada bir çok metabolik tepkime enzimler tarafından katalizlenmektedir. Enzimlerin 

spesifik stereoseçimliliği katalizör olarak kullanımlarını artırmıştır; ancak, proteinler 

kararsızdır  ve apolar organik ortamda kolaylıkla değiştiğinden enzimatik tepkimelerin 

çoğu sulu ortamda gerçekleşmektedir. Hidrofobik substratlar apolar ortamda çözünebilir 

ve bu ortamdaki enzimler suda çözünmeyen substratları katalizler. Süperkritik 

akışkanlar susuz ortam olarak ilgi görmektedir. SKA ortamında hidrofobik substratların 

çözünürlüğünün yüksek olması, çözücü kirliliği olmaması ve düşük viskozite, yüksek 

yayınırlık özelikleri girdilerin kütle aktarım katsayısını artırarak tepkime hızının 

artmasını sağlamaktadır.  

 

2.1.2.5 Süperkritik akışkan ortamında enzimatik tepkimeleri etkileyen   
parametreler 

 

Süperkritik akışkan ortamında enzimatik tepkimeleri etkileyen parametreler aşağıdaki 

gibi sıralanmaktadır (Kamat et al. 1995, Kapucu 2003). 

 
• Reaktör türü 

• Çözücü türü 

• İşletim parametreleri 

• Su miktarı 

• Kütle miktarı 

 

2.1.2.5.1 Reaktör türü 

 

Ballesteros et al. (1995) süperkritik akışkan biyoreaktörlerini karıştırmalı ve sabit 

yataklı olmak üzere ikiye ayırmışlardır (Kapucu 2003, Elemzade 2005). Karıştırmalı 

reaktörler üçe ayrılır (Şekil 2.4. a, b, c). 

 

• Kesikli: Girdiler tepkime kabına koyularak istenilen basınçta tepkime 

gerçekleştirilir. Tepkime sonunda reaktörün basıncı düşürülerek boşaltılır.  
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• Ekstraktif kesikli: Girdiler tepkime kabına koyularak tepkime başlatılır. 

Reaktörde basınç düşürülerek ürün alınır; dönüşmeyen girdi akımı geri döngü 

yapılır. 

• Sürekli: Girdi sürekli beslenip dönüşmeyen girdi ve ürün kademeli olarak basınç 

düşürme ile ayrılır. CO2 reaktöre geri döngü yapılır. 

 

Sabit yataklı biyoreaktörler üçe ayrılır (Şekil 2.5. a, b, c)  

 

• Yarı kesikli: Reaktördeki girdiler üzerinden sürekli olarak karbon dioksit 

geçirilir. Enzim yatağında tepkime gerçekleşip ürünler sürekli alınır. 

• Dolaşımlı kesikli: Karbon dioksit enzim yatağından geçirilip tepkime 

tamamlanana kadar ürünlerle birlikte geri döngü yapılır.  

• Sürekli: Substrat ve karbon dioksit tepkime süresince enzim yatağından geçirilir, 

ürünler ve karbon dioksit ayrışır. 
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                                      (a) 

 
                                     (b) 

 

 

          
                                           ( c) 

Şekil 2.4 Karıştırmalı biyareaktörler (Ballesteros et al. 1995) 
                a. Kesikli reaktör,  b. Ekstraktif kesikli,  c. Sürekli reaktör 

 

 
 
 
A+B 
Ü+C 

Substrat 
+ enzim 

 Ayırma tankı 

Ü 

CO2 , A, C 

 
 
           

 

CO2 

Pa Ta 
 
 
    enzim 
A           B 
 

  

A B

A 

P´<Pa 
P<P´ 

substrat 
     + 
  enzim 
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                                        (a) 

                    

 
                     

                                 (b) 

 
                                       

                                  (c) 

Şekil 2.5 Sabit yataklı biyoreaktörler (Ballesteros et al. 1995) 
    a. Yarı-kesikli reaktör,  b. Dolaşımlı kesikli reaktör,  c. Sürekli reaktör   

 

CO2 

enzim 

substrat 

substrat 

CO2 

CO2 enzim 

ürünler

enzim

ürünler

CO2 

substrat
CO2 
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2.1.2.5.2  Süperkritik akışkan çözücü türü 

 

Süperkritik ve kritik nokta yakınında akışkan, enzimlerin susuz ortamdaki aktivitesini 

artırmak için alternatif tepkime otamı olarak kullanılmaktadır. Enzimlerin yüksek 

basınçtaki kararlılığı kuramsal ve pratik uygulamalarda etkilidir. Protein yapısındaki 

değişiklik çok uç şartlarda gerçekleşmektedir. Ortam şartları çok zıt değilse protein 

yapısı büyük ölçüde geri kazanılabilmektedir. Proteinin yapısındaki küçük değişimler 

aktivite, kararlılık özeliklerini değiştirmektedir (Habulin and Knez 2001). 

 

Biyokatalitik tepkimelerin çoğunda katalizörün kararlılığı için tepkime sıcaklığının 0-60 

ºC aralığında olması gerekmektedir. SKA tepkime ortamındaki biyokatalitik 

tepkimelerle ilgili olan çalışmalar genellikle CO2 ile yapılmakla birlikte az da olsa diğer 

akışkanlar da kullanılmıştır (Vermue and Tramper 1995). 

 

Süperkritik akışkan ortamındaki çözücünün girdiler ve enzim ile etkileşimi tepkime 

açısından önemlidir. Çözücü girdileri çözmeli ancak kimyasal etkileşimi olmamalıdır. 

Çözücüye göre enzim aktivitesi ve kararlılığı değişebilmektedir. Bunun nedeni akışkan-

enzim etkileşimidir.  

 

Hammond et al. (1985) p-kresol ve p-klorofenolün polifenol oksidaz ile 

oksitlenmesinde süperkritik triflorometanı, Kamat et al. (1992) metil metakrilat 

maddesinin lipaz katalizli esterleşmesinde, süperkritik etan, etilen, triflorometan ve 

kritik nokta yakınında propanı, Kamat et al. (1993) ise metil metakrilat ve 2-etanolün 

candida cylindracea  varlığında interesterleşmesinde CO2 tepkime için güçlü bir 

inhibitör olduğundan süperkritik floroform kullanmışlardır. 

 

Knez and Habulin (2002) çeşitli esterlerin farklı hidrolazlar ile enzimatik tepkimesini 

skCO2 ve propan ortamında gerçekleştirmişlerdir. Bütirik asit ve etanolün farklı 

lipazlarla (R. niveus, R. javanicus, P. fluorescens, P. pancreas) CO2 ve propanda 100 

bar basınç, 40 ºC sıcaklıkta tepkime performansının seçilen çözücüye kuvvetle bağlı 

olduğu belirlenmiştir. Çözücünün enzim aktivitesini büyük ölçüde etkilediği 

saptanmıştır. CO2 ortamında lipazın aktivitesindeki azalma CO2 ve enzim arasındaki 
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etkileşime bağlı olarak açıklanmıştır. CO2’in enzim yüzeyinde serbest amino grupları ile 

kovalent bağlı kompleks oluşturduğu ve oluşan karbamat iyonlarının lizin kalıntılarının 

üzerindeki yükleri uzaklaştırarak enzimin yapısını bozduğu belirtilmiştir. Şekil 2.6’da 

candida cylindracea lipazı kullanılarak MMA ve 2-etil hekzanol interesterleşmesinde 

enzim aktivitesinin SKA türüne bağlı olduğu görülmektedir (Kamat et al. 1995). 

Substratın enzim aktif konumu ve çözücü arasındaki dağılımı çözücü ve enzimin 

birbirine göre hidrofobikliğine bağlıdır.  Örneğin trosin ve  fenilalenin esterleri gibi 

hidrofobik girdi suda substilin ve kromotripsinin aktif konumuna dağılırken, organik 

çözücüde substratlar çözücüye dağılarak tepkime hızını düşürmüştür. skCO2’in 

enzimleri inaktive edip etmediği belirsizdir.  

 

Şekil 2.6 Lipaz (candida cylindracea) aktivitesinin 11.03 MPa, 45 ºC’de  metil   
                 metakrilat ve 2-etilhekzanol’ün interesterleşmesinde farklı SKA                      
                 ortamlarındaki aktivitesi (Kamat et al. 1992) 
 

Lipazların skCO2 ortamında ve n-hekzandaki aktiviteleri karşılaştırıldığında n-hekzanda 

daha yüksek aktivite gösteren enzimler olduğu belirlenmiştir. Örneğin, candida 

cylindracea lipazı, MMA ve 2-etanolhekzan interesterleşmesinde etan, kükürt 

hekzaflorür, etilen, floroform, karbon dioksit ve kritik yakını propan gibi çözücüler 

içinde en düşük aktiviteyi skCO2’de göstermiştir (Kamat et al. 1992). CO2’in bu enzimi 
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atmosferik koşullarda da inhibe ettiği belirlenmiştir. Şekil 2.7’de görüldüğü gibi CO2 

hekzan içinde lipaz (candida cylindracea) aktivitesini değiştirmiştir. Karbon dioksitin 

lipaz enzimi için kuvvetli bir inhibitör olduğu açıkça görülmektedir; ancak skCO2’de 

gözlenen inhibisyon tamamen tersinirdir. 

 

 
Şekil 2.7  MMA ve 2-etilhekzanolün 35 ºC’de hekzanda interesterleşmesinde CO2’nin  
                 lipaz (candida cylindracea) aktivitesine etkisi 
 

skCO2 ortamında bekletilmiş candida cylindracea enzimi daha sonra geleneksel 

çözücüye yerleştirildiğinde doğal enzimdeki ile aynı aktiviteyi göstermiştir (Kamat et 

al. 1995). Benzer gözlemler Chulalaksananukul et al. (1993) Marty et al. (1992) ve 

Vermue et al. (1992) tarafından da elde edilmiş, farklı bir lipaz ile (M. miehei), 

tepkimenin hekzan ortamında skCO2’den daha hızlı gerçekleştiği belirlenmiştir. Enzim 

aktivitesi pH’a da duyarlıdır. Sulu çözeltilerde katalizin pH’a bağımlılığı, katalizde 

önemli rol oynayan çeşitli aminoasit kalıntılarının iyonlaşmasını gösterir. Susuz 

ortamda belirgin bir sulu fazın olmamasından dolayı pH’ı ölçmek zordur (Dordick 

1989). Susuz ortamda enzim, mikrosulu çevresinde pH değiştiğinde aktivitesini 

değiştirmektedir. CO2 enzimin etrafındaki sulu tabakada çözünerek yerel pH’ı değiştirir 

ve böylece enzim aktivitesini etkiler. Karbon dioksit, amino grupları ve enzim 

etkileşimi ile enzim yüzeyinde karbamat kompleksleri oluşturarak proteinin yapısını da 
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değiştirmektedir. Wright et al. (1948) ve Werner  (1920) CO2’nin asidik molekül 

olduğu için bazik amino grupları ile etkileşerek karbamat kompleksleri oluşturduğunu 

belirtmişlerdir (Kamat et al 1995). Oluşan kompleks CO2 ve amino gruplarının 

birbirlerine göre derişimine ve amino gruplarının bazikliğine bağlıdır.  

 

R-NH2 + CO2 = R+NH2COO- ikiz iyon (CO2 fazla ise) 

R-NH2 + CO2 = RNHCOO-H3
+NR (Amin fazla ise) 

 

Enzimlerde lizin kalıntıları karbamat kompleksi oluşumunda yer almaktadır. 

 

enz-liz-NH2                 enz-liz-NH-COO- 

(Aktif)                              (İnaktif) 

 

Karbamat kompleks oluşumunun pH’ın artması ile artmaktadır. Karbamat kompleksleri 

düşük basınçta kararlı olup sıcaklık arttıkça denge sola kaymaktadır. Bu durum 

sıcaklığın artması ile karbamat oluşum tepkimesinin tersinir olabileceği ile açıklanmıştır 

(Kamat et al. 1992). 

 

Her bir enzim yüzey modifikasyonuna farklı yanıt verdiğinden CO2’in inhibitör etkisi 

bütün enzimler için aynı değildir. Dumont et al. (1992) mistrik asitin etanol ile M. 

Miehei lipazı varlığında esterleşme tepkimesinde skCO2’de enzim aktivitesinin 

hekzandakinden 1,5 kat fazla olduğunu saptamışlardır (Kamat et al. 1995). Benzer 

bulgu Chi et al. (1988) tarafından srearik asit ve triolenin interesterleşmesinde de elde 

edilmiştir. Substilin katalizli etanol ve N-asetil-L-fenilalenin kloro etil ester 

tepkimesinde skCO2’de tepkime hızının amil alkoldekinden dört kat daha hızlı olduğu  

belirlenmiştir (Pasta et al. 1989). 
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2.1.2.5.3  Basınç etkisi 

 

Geleneksel organik çözücülerden farklı olarak SKA’daki tepkimeler atmosferik basıncın 

üzerinde bir basınçtaki tepkime ortamında gerçekleşmektedir. Bu nedenle basınç enzim 

üzerinde etkili bir parametredir. SKA’da basıncın etkisi komplekstir. Bu nedenle üç 

farklı grupta incelenebilir (Kamat et al. 1995).  

 

   i. Enzim konformasyonuna (kararlılığına) etkisi 

   ii. Enzim kinetiğine etkisi 

   iii. Enzim aktivitesini dolaylı yoldan etkileyen SKA’nın fiziksel özeliklerine etkisi 

 

 i. Enzim konformasyonuna (kararlılığına) etkisi:  

 

Enzimler kompleks, kıvrılmış polipeptit molekülleridir. Polipeptitlerin kıvrılmış yapısı 

ya da üçüncül yapısı, hidrojen bağları, iyonik ve hidrofobik etkileşimler,  disülfit  (S-S) 

köprüleri ile bir arada tutulurlar. Disülfit bağları olan enzimler disülfit bağları 

olmayanlara göre daha kararlıdırlar. Penniston (1971) sulu sistemlerin, 100 MPa 

altındaki basınçta enzim aktivitesine etkisi olmadığını belirlemiştir (Kamat et al. 1995). 

Monomerik enzim aktivitesi basıncın artmasıyla artarken, multimerik enzimler basıncın 

artmasıyla aktivitelerini kaybetmişlerdir. Randolph et al. (1988)  skCO2-yardımcı 

çözücü karışımında 35 ºC, 0,1-11,3 MPa basınç aralığında kolesterol oksidaz yapısında 

değişiklik olmadığını yüksek basınç elektron paramagnetik resonans (EPR) spektrumu 

ile belirlemişlerdir (Randolp et al. 1988). Benzer şekilde Affleck et al. (1994) 

substilinin konformasyonunun n-hekzanda 70 MPa basınca kadar değişmediğini 

saptamışlardır. Buna karşın skCO2’de tripsinin konformasyonunun basınç ile değiştiği 

floresans spektroskopi ile belirlenmiştir; ancak,  bu yapısal değişimlerin enzim 

aktivitesine etkisi ile ilgili veri elde edilmemiştir (Kamat et al. 1995). Kasche et al. 

(1988) monomerik ve oligomerik enzimlerin skCO2 ortamında karalılığını incelemişler;  

kromotripsin, tripsin ve penisilin amilazın kısmen denatüre olduğunu belirlemişlerdir. 

skCO2’de basınç düşürme hızının ve çözücüdeki su miktarının enzimin bozunmasına 

direkt etki ettiğini ve disülfür köprüleri içeren enzimlerin denatürasyona daha az meyilli 

olduğunu öngörmüşlerdir. Tanagucci et al. (1987), karbon dioksitin on adet ticari enzim 
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üzerine etkisini 35 °C ve 20,3 MPa basınçta incelemişler ve bir saat skCO2 ile 

etkileştirilen enzimlerin aktivitelerinde kayıp olduğunu belirlemişlerdir. skCO2’e % 0,1 

su ve % 3 etanol eklendikten sonra aktivitede önemli bir değişiklik olmazken, % 0,1 su 

ve % 6 etanol eklendiğinde aktivitenin % 20 oranında azaldığı saptanmıştır (Kamat et 

al. 1995). Ayrıca kütlece % 50 su içeren lipazın skCO2 ile etkileştirildikten sonra 

aktivitesinin 2/3’ünü kaybettiği belirlenmiştir. 

 

Balaban et al. (1991) pectinesterase içeren portakal suyu örneklerini skCO2 ortamında 

13,7 ve 31 MPa basınçta ve 40-60 ºC’de incelemişlerdir (Rezaei et al. 2007). 

Pectinesterase aktivitesinin süperkritik ortamda işlem görmemiş olana göre azaldığını 

belirlemişlerdir. Sıcaklığın, pectinesterase aktivitesini düşüren bir faktör olmasına 

karşın yüksek basınç uygulanmadığında aktiviteyi pek fazla etkilemediği gözlenmiştir 

(Balaban et al. 1991). Yüksek basınçlı CO2 ortamında, CO2’nin suda çözünmesi ile 

oluşan karbonik asit pH’ın düşmesine neden olmuştur. Portakal suyunun en düşük pH 

değeri  31 MPa ve  35 ºC’de 3 olarak ölçülmüştür. Balaban et al. (1991) aktivitenin 

azalmasına yüksek basıncın değil pH değerinin düşük olmasının neden olduğunu ileri 

sürmüşlerdir (Rezaei et al. 2007). Benzer şekilde, Owusu-Yaw et al. (1988) portakal 

suyunun pH’ını asit ekleyerek 2’ye düşürmüş ve pectinesterase aktivitesinin önemli 

ölçüde azaldığını belirlemişledir.   

 

Bazı enzimler oldukça düşük pH değerlerinde de aktif olabilmektedir. Örneğin, candida 

cylindracea lipazının  pH 2-8,5 arasında aktif olduğu yapılan araştırmalarla saptanmıştır 

(Yu et al. 1992). Randolph et al. (1991) kolesterol oksidaz için skCO2 ortamında  

basınçtaki değişimden (0,1-11,2 MPa) dolayı konformasyondaki değişimin minimum 

düzeyde olduğunu yüksek basınçlı elektron paramanyetik rezonans spektroskopi ile 

saptamışlardır (Rezaei et al. 2007).  Benzer bulgular Miller et al. (1991) tarafından 

Rhizopus lipazı için elde edilmiştir . 

  

Shishikura et al. (1994) tutuklanmış Mucor miehei lipazın skCO2 ortamında 180 saat 

boyunca 9,8 MPa ve 60 ºC’de kararlı olduğunu belirlemişlerdir (Rezaei et al. 2007). 

Buna karşılık Rezaei and Temelli (2000) canola yağının Lipozyme IM ile skCO2 

ortamında 38 MPa ve 55 ºC’de 24 saat hidrolizinde dönüşüm hızında düşme 
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saptamışlardır. Aktivitedeki bu kaybın hidroliz sistemlerinde eklenen suyun içerisinde 

enzimin uzun süre kalmasına bağlı olduğunu vurgulamışlardır.  

 

Kamat et al. (1992), çalışmalarında, metilmetakrilat ve 2-etilhekzanolün skCO2 

ortamında 11 MPa ve 45 ºC’de alkoliziz tepkimesinde basınç düşürme işleminden sonra 

enzimi geri kazanmış ve aktivitesini kaybetmediğini belirlemişlerdir. Benzer sonucu 

CO2 , n-hekzan ile ortama verildiğinde de elde etmişlerdir. Bu sonuçlara bağlı olarak 

CO2’in neden olduğu enzim inhibisyonunun hem hekzan hem de skCO2 ortamında geri 

dönüşümü olduğu sonucuna varmışlardır.  

 

Randolph et al. (1991) belli bir değerin üzerindeki basıncın enzimi negatif yönde 

etkilediğini ve geri dönüşümü olmayan enzim denatürasyonunun çok yüksek 

basınçlarda (>400 MPa) gerçekleştiğini ileri sürmüşlerdir.   

 

Lin et al. (2006) trigiliseritteki doymamış yağ asit miktarını artırmak için tutuklanmış 

mucor miehei enzimi ile 103,4 bar basıç ve 50 °C’de transesterleşme tepkimesi 

gerçekleştirmişlerdir. Enzim 15 gün boyunca 8 kez basınçlandırma ve basınç düşürme 

işlemi yapılmış ve tepkime sonunda enzim aktivitesinin % 20’sini kaybettiği 

gözlenmiştir. Aktivitedeki bu azalmanın iki nedeninin olabileceğini belirtmişlerdir, 

bunlar; 1) basınç düşürme işlemi sırasında yüzeydeki su moleküllerinin buharlaşma 

olasılığı 2) enzimin yüksek sıcaklıkta uzun süre kalması nedeni ile bozulmasıdır.  

 

Ikushima et al. (1995) skCO2’de esterleşme tepkimesinde  Fourier transform infrared 

spektroskopi (FTIR) ile enzimin konformasyonunu incelemiş ve sınırlı bir basınç 

aralığında (7,5-8,5 MPa) candida cylindrace lipazının konformasyonunda değişme 

meydana gelerek tepkime hızını artırdığını ileri sürmüşlerdir. Ishikawa et al. (1995) 

skCO2’nin yoğunluğundaki değişmenin glucoamylase ve protease enzimlerinin 

aktivitesini değiştirdiğini saptamışlardır (Rezaei et al. 2007). 

 

Compton and King (2001) etil 4-hidroksi-3-metoksi sinnamat (EF) maddesinin 1-

oktanol ile alkoliziz tepkimesini Novozyme 435 enzimi ile 80 ºC’de gerçekleştirmiş ve 

en yüksek verim (≈ % 64) 10,3-13,8 MPa basınç aralığında elde etmişlerdir. Basıncın 
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artırılmasıyla verimin düştüğü belirlenmiştir. Fontes et al. (1998) basıncın artmasıyla 

substilin Carlsberg aktivitesinin propan, etan ve CO2 ortamında azaldığını bulmuşlardır. 

 

ii. Enzim kinetiğine etkisi 

 

Morild (1981) SKA ortamında tepkime hız sabitlerine basınç etkisini ‘’Eyring’’ geçiş 

hali kuramı ile tanımlamıştır (Kamat et al.  1995). Klasik geçiş hali kuramına göre 

tepkime girdiler ile dengede bulunan geçiş hali kompleksinin oluşumu ile 

ilerlemektedir.  

 

ürünlerXYYX * →↔+         (2.1) 

 

Denge sabiti (K*) ile tanımlanmıştır. 

 

Y)X)(γ/(γXYγ).a/a(aK yx
**

xyyx
*
xy

* ==       (2.2) 

 

Burada a aktiviteyi, γ  aktivite katsayısını göstermektedir. Tepkime hızının geçiş hal 

kompleksinin derişimine bağlı olduğu varsayılarak eşitlik (2.3) elde edilmiştir.  

 
*

BT/h)Kr(kk =          (2.3) 

 

Eşitlik (2.3)’te T mutlak sıcaklık, kB Boltzman sabiti, h Planck sabiti, r sıcaklık ve 

basınçtan bağımsız katsayı olarak tanımlanmıştır. 

 

Denge sabitinin (K*), tepkiyen serbest enerjileri ve geçiş hal kompleksi arasındaki 

serbest enerjisi arasındaki farkla ilişkisi eşitlik (2.4)’te verilmiştir.  

 
** KlnRT∆G =          (2.4) 

 

Aktivasyon serbest enerjisi ve aktivasyon hacmi arasındaki ilişki termodinamikte 

aşağıdaki gibi verilmiştir. 
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RT/V)dp/Gd( *
T

* ∆−=∆         (2.5) 

 

ve 

 

 iim
* VuV∆V ∑−=          (2.6) 

 

Burada; *∆V , aktivasyon hacmi (aktifleşmiş kompleks ve girdilerin molar hacimleri 

arasındaki fark), Vm , aktifleşmiş kompleksin molar hacmi, ui , stokiyometrik katsayı, Vi, 

i girdisinin kısmi molar hacmidir. 

 

Tepkime hız sabiti kx aşağıda ifade edilmiştir. 

 

/RT∆V)/dP)Tkln(d( *
x −=         (2.7) 

 

Hız sabiti derişim birimi cinsinden ifade edilirse eşitlik (2.7)’de çözücünün izotermal 

sıkıştırılabilirliği de yer almalıdır. 

 

i
*

Tc βu/RT∆V)/dP)(d(lnk ∑+−=        (2.8) 

 

kc tepkime hız sabitinin derişim birimi cinsinden ifadesi, β çözücünün sıkıştırılabililik 

katsayısıdır. 

 

Benzer yaklaşım enzimatik tepkimelerde basıncın tepkime hızına etkisini tahmin 

etmede de kullanılmıştır. SKA ortamında bir çok tepkime için mekanizma ve kinetik 

detaylar tam olarak belirlenmemiştir. Morild (1981), bir girdi/bir ürün tepkimesi için 

aşağıdaki ifadeyi kullanmıştır.  

 

PEEPESSE +→→↔+        (2.9) 
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Burada E, S, P, ES, ve EP sırasıyla enzim, girdi (substrat), ürün ve enzim-girdi, enzim-

ürün komplekslerini göstermektedir. Yatışkın koşul hipotezi kullanılarak genel hız 

eşitliği aşağıdaki gibi ifade edilmektedir. 

 

Hız
[ ][ ]

[ ]S
k

)k(k
k

)k(k
SEk

3

32

1

11

02

+
+

+
=

−

              (2.10) 

 

k1, k2, k3 ileri tepkime için hız sabitleri, [E0] toplam enzim derişimini göstermektedir. 

Burada substrat (girdi) derişiminin [S] yüksek ve düşük olduğu iki farklı durum 

gözlenmiştir. Yüksek girdi derişimi için eşitlik (2.10) aşağıdaki şekilde yazılmıştır. 

 

Hız [ ]03232 E)k)/(kk(k +=                   (2.11) 

 

ya da 

 

Hız [ ]0t Ek=                                (2.12) 

 

Burada 

 

)k)/(kk(kk 3232t +=                   (2.13) 

 

şeklinde tanımlanmıştır. Eşitlik (2.13)’ün logaritması alındığında, 

 

)ln(lnlnln 3232 kkkkkt +−+=                  (2.14) 

 

ifadesi elde edilmiştir. Eşitlik (2.14)’ün basınca göre türevi alındığında tepkimedeki 

toplam aktivasyon hacmi değişimi elde edilmiştir. 

 

)k)/(k∆Vk∆V(k∆V 323223T ++=              (2.15) 
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Burada ∆V2 ve ∆V3 sırasıyla ikinci ve üçüncü basamaktaki aktivasyon hacmidir. Sonuç 

olarak görünürdeki hacim değişimi her bir basamaktaki hacim değişiminin 

ortalamasıdır. 

 

Eşitlik (2.15) hız belirleyici basamağa bağlı olarak farklı şekillerde ifade edilmiştir. 

Üçüncü basamağın hız belirleyici basamak olduğu varsayılırsa (k3<<k2), eşitlik 

(2.11)’den aşağıdaki ifade elde edilmiştir.  

 

Hız [ ]03 Ek=                  (2.16) 

 

ve 

 

/RT)∆VP(0)exp(k(p)k 3
*

33 −=                  (2.17) 

 

k3(0) atmosferik koşullardaki tepkime hız sabiti, k3(p) p basıncındaki tepkime hız 

sabitini göstermektedir. k3<<k2 için eşitlik (2.15);  

 

3T ∆V∆V ≈                       (2.18) 

 

şeklini almıştır. 

 

Sonuçta, yüksek girdi derişiminde gözlenen hacim değişimi, hız  kısıtlayıcı basamağın 

hacim değişimine yakın bir değere sahiptir.  

 

Hız kısıtlayıcı basamak ve aktivasyon hacimlerine bağlı olarak, basınç uygulanması 

gözlenen tepkime hızını artırabilir ya da azaltabilir. k3<<k2 iken ve üçüncü basamak 

toplam tepkime hızını belirlerken ∆V3>0 ya da ∆V3<0 olur. Eşitlik (2.17)’ye göre 

birinci durumda toplam tepkime hızı basınç ile azalır ve bu basamak toplam tepkime 

hızını kontrol etmektedir. Eğer ∆V3<0 ise tepkime hızı basıncın artmasıyla artar ve 

∆V2>0 olması durumunda tepkime hızını kontrol eden basamak 3’ten 2’ye 

değişebilmektedir. Bu durumda, ikinci basamak için tepkime hız sabiti basıncın artması 

ile azalmakta ve basıncın bazı spesifik değerlerinde ikinci ve üçüncü basamağın 
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tepkime hızları eşittir ve ikinci basamak tepkime hızını belirleyici basamak 

olabilmektedir.  

 

Enzim katalizli tepkimelerde, aktivasyon hacimleri dikkate alınmalıdır; çünkü 

SKA’ların fiziksel özelikleri basınçla değiştiğinden tepkimeyi katalizleyen enzimin 

gerçek özelikleri de değişmektedir. Görünen aktivasyon hacmi birden fazla değişkene 

bağlı olduğundan bu tür veriler, basıncın katalizörlü ve katalizörsüz tepkimelerde 

aktivasyon hacmine etkisini karşılaştırmada kullanılmamalıdır (Kamat et al. 1995).  

Katalizörsüz tepkimelerde veriler direkt olarak basınca bağlıdır; ancak, katalizörlü 

tepkimelerde basınca bağlı çözücü özeliklerindeki değişimler enzim yoluyla indirekt 

olarak verileri etkilemektedir. 

 

MMA ve 2-etilhekzanolün floroformda lipaz katalizli transesterleşmesinde beklenildiği 

gibi gözlenen aktivasyon hacmi floroformun kritik noktasında maksimum olmuştur ve 

daha sonra basınç arttıkça sıfıra yaklaşmıştır (Kamat et al. 1995).     

 

iii. Enzim aktivitesini dolaylı yoldan etkileyen SKA’nın fiziksel özeliklerine etkisi: 

 

Süperkritik akışkanların fiziksel özelikleri yoğunluğa bağlıdır. Düşük basınçlarda 

SKA’ların yoğunluğu gazlara benzemekte fakat basınç arttıkça sıvılara yaklaşmaktadır. 

Yoğunluğun kritik nokta yakınında basınç ve sıcaklığa kuvvetle bağlı olduğu kesin 

olarak belirlenmiştir. SKA’ların yoğunluğu sıcaklık, basınç ve hacim içeren hal 

denklemi ile ifade edilmektedir. Yoğunluk verisi kullanılarak akışkanın özelikleri 

belirlenebilmektedir. Hildebrand çözünürlük parametresi )(∂  süperkritik akışkanın 

çözme gücünü gösteren ilk yaklaşımdır ve  kohesiv enerji yoğunluğundan (ρce) 

bulunmuştur. 

 
50.

ce /V)(ρ=∂                     (2.19) 

 

V süperkritik akışkanların molar hacmini göstermektedir. Kohesiv enerji yoğunluk 

teriminin (ρce) belirlenmesi  için buharlaşma ısısının bilinmesi gerekmektedir; ancak, 
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kritik nokta üstünde  bu terimin etkisi çok azdır. Bu nedenle, kohesiv enerji yoğunluğu 

maddedeki iki molekülü birbirinden ayırmak için gerekli enerji olarak tanımlanmıştır.  

∫
∞

=
ν

δδρ dvvu Tce )/(                                                                                                    (2.20) 

 

u molar iç enerjiyi göstermektedir. Eşitlik (2.20) Maxwell ilişkisi kullanılarak aşağıdaki 

şekilde ifade edilmiştir. 

 

[ ]∫
∞

−=
ν

δδρ dvPdvTPT vce )/(                             (2.21) 

 

Basınca bağlı bu hal denklemi kullanılarak farklı SKA’lar için Hildebrand çözünürlük 

parametresi  belirlenebilmektedir. Kamat et al. (1993) katsayıları belirlemek için süreli 

yayınlarda bulunan yoğunluk ve dielektrik sabiti verilerini kullanmışlardır. Dielektrik 

sabitinin sıcaklık ve basınca bağlılığı aşağıda verilmiştir. 
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ε çözücünün dielektrik sabiti, ρ yoğunluk, C1, C2, C3, C4 sabit sayılardır. Her bir 

akışkanın yoğunluğu hal denkleminden hesaplandıktan sonra dielektrik sabitleri ve 

Hildebrand çözünürlük sabitleri sıcaklık ve basıncın fonksiyonu olarak belirlenmiştir.  

 

Şekil 2.8. a, b ve c’de süperkritik etan, floroform, kükürt hekzaflorür ve kritik 

yakınındaki propan için basıncın, yoğunluğa, Hildebrand çözünürlük parametresine, 

dielektrik sabitine etkisini göstermektedir. Şekillerden görüldüğü gibi SKA’nın fiziksel 

özeliklerinin basınca yumuşak bir şekilde bağlı olduğu belirlenmiştir. Örneğin 

floroform için dielektrik sabiti, basıncın 5,51 MPa’dan 27,6 MPa’a çıkmasıyla 1,5 

değerinden (gaza benzer) 8 değerine (sıvı metilen klorürün dielektrik sabitine eşdeğer) 

değişmiştir.  Sıvıların fiziksel özeliklerinin basınca bağımlılıkları azdır. Örneğin Şekil 

2.8. c’de propanın fiziksel özeliklerinin incelenen basınç aralığında neredeyse sabit 
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kaldığı görülmektedir. Süperkritik akışkanlarda çözücünün kimyasal yapısını 

değiştirmeksizin fiziksel özelikler, basınç ve sıcaklık ile değiştirilebilmektedir.  

 

Mesiano et al. (1999) metanol ile N-asetil-(L ya da D)-fenilalanin etil ester 

transesterleşmesini çalışmış ve basınca bağlı olarak dielektrik sabitinde meydana gelen 

değişimin subtilisin ve Aspergillus proteazlarının konformasyonunu değiştirdiğini 

belirlemişlerdir. Floroformun artan basınçla dielektrik sabitinin artması ve daha 

hidrofilik olması nedeniyle her iki enzimin de stereoseçimliliğinin arttığını 

öngörmüşlerdir.  

 

2.1.2.5.4 Sıcaklık etkisi 

 

Susuz ortamda süspanse edilen enzimlerin en önemli özeliği ısıl kararlılığının, sulu 

ortama kıyasla artmasıdır. Su yüksek sıcaklıkta enzimin inaktive olmasında önemli rol 

oynamaktadır. Zale et al. (1986) suyun yüksek sıcaklıkta enzimin hareketliliğini 

artırarak kıvrılma (unfolded) hızını artırdığını belirtmişlerdir (Kamat et al. 1995). 

Enzimler raf ömürlerinin uzatılabilmesi için bağıl su içerikleriyle depolanmaktadır. Bu 

nedenle enzimlerin susuz ortamda ısıl kararlılıklarının yüksek olması doğaldır. 

 

Zale et al. (1986) lipazların Garza-Romos et al. (1989) mitokondiriyel F1-ATPaz   

enziminin, Ayala et al. (1986) ’’cytochrome’’ oksidazların susuz ortamda 100 °C’ye 

kadar aktif olduklarını belirlemişlerdir (Kamat et al. 1995). Örneğin, tribütirin içinde 

%0,015 (v/v) su içeren lipazın yarılanma süresi  12 saat iken, sulu ortamda yarılanma 

süresi birkaç saniye olmuştur. Volkin et al. (1991) ribonükleaz, ‘’chymotripsin’’ ve 

lizozim enzimlerinin ısıl kararlılıklarının bütanol gibi hidrofobik çözücülerde, 

dimetilformamid gibi hidrofilik çözücülere göre daha fazla olduğunu saptamışlardır.  
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    (a) 

 
                                               (b) 

 
    (c) 

Şekil 2.8 Etan, floroform, sülfürhekzaflorür ve propan için fiziksel özeliklere basınç  
               etkisi   (Kamat et al. 1995)  
                  a. yoğunluk, b. çözünürlük parametresi, c. dielektrik sabiti 



 36

Enzimlerin SKA ortamındaki kararlılıkları genellikle 35-60 °C sıcaklık aralığında 

çalışılmıştır. skCO2 ortamındaki çalışmaların çoğu en fazla sıkıştırılabilir olduğu kritik 

nokta civarındadır (1,2-2 Tc). skCO2 ortamında enzimler yüksek sıcaklıkta kararlı 

olmalarına karşın basınç düşürme hızına ve sistemdeki su miktarına bağlı olarak 

aktivitelerini kaybetmektedirler. Su miktarının fazla olduğu durumlarda aktivite kaybı 

daha çok olmuştur. Örneğin, Chulalaksanakulul et al. (1993) M. Miehei lipazının farklı 

su miktarlarında 40, 60, 80, ve 100 °C’de ısıl kararlılıkları üzerinde çalışmışlar ve su 

miktarı ile sıcaklığın optimum enzim kararlılığı ve aktivitesinde etkili olduğunu 

belirlemişlerdir. Bütün sıcaklıklarda enzim aktivitesi su miktarının artmasıyla 

düşmüştür. Benzer bulgular Steytler et al. (1991) tarafından da elde edilmiştir. 

Araştırmacılar, skCO2 ortamında laurik (lauric) asitin bütanol ile esterleşmesi sırasında 

C. Cylindracea lipazının 20, 40 ve 60 °C’de aktivitesini incelemişler ve optimum 

aktiviteyi 40 °C’de elde etmişlerdir. Kamat et al. (1993) Subtilisin ve Aspergillus 

proteazların 50 °C’de aktif olduğunu, subtilisinin 80 °C gibi yüksek sıcaklıkta bile 

aktivite gösterdiğini belirlemişlerdir. Kamat et al. (1995) ise genellikle SKA ortamında 

enzimlerin 45 °C’de kararlı olup optimum aktivite gösterdiklerini saptamışlardır.  

 

Overmeyer et al. (1999) ibuprofen ve 1-feniletanolün skCO2’de Novozyme 435 enzimi 

ile 100 °C’de gerçekleştirdikleri tepkimede enzimin hala aktif olduğunu 

belirlemişlerdir.  

 

2.1.2.5.5 Yardımcı çözücü (cosolvent etkisi) etkisi 

 

Süperkritik akışkanlar genellikle apolar ve az polar maddeler için iyi bir çözücüdür. Az 

miktarda yardımcı çözücü eklenmesi çözücünün polaritesinin etkiler ve polar 

çözünenlerin çözünürlüğünü artırır (Ballesteros et al. 1995). 

 

Randolph et al. (1988) skCO2’de kolesterolün yükseltgenmesinde yardımcı çözücü 

olarak çeşitli alkollerin ve asetonun etkisini incelemişlerdir. Polaritesi yüksek, düşük 

molekül ağırlıklı bileşiklerin  eklenmesi tepkime hızını artırmıştır. Etanolün sadece %2 

(v/v) oranında eklenmesi tepkime hızını 2,2 kat artırmış, bütanolün üç farklı şeklinden, 

özellikle ter-bütanolde 3,6 kat artırmıştır; ancak, bu üç bileşenin polaritesi diğerlerinden 
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daha azdır ve bu durumda kolesterolün çözünürlüğünü daha az etkilemesi 

gerekmektedir. Bu nedenle kolesterol çözünürlüğünün artması tepkime hızının artmasını 

açıklamamaktadır. Elektromagnetik paramagnetik spektroskopi (EPR) ile proteinin 

yapısı incelenmiş ve konformasyonunda bir değişim gözlenmemiştir. EPR ile yardımcı 

çözücülerin varlığında kolesterolün topaklaşması çalışılmış ve topaklaşmanın yardımcı 

çözücüyle değiştiğini belirlemişlerdir. Metanol, aseton ve bütanol kullanıldığında 

topaklaşma en az olmuş, etanolde artmış, ter-bütanolde ise en fazla olmuştur. Kolesterol 

topaklaşmasının reaktiflik üzerine etkisi yüksek olduğundan girdinin topaklaşmasının 

çözünürlüğünden daha önemli olduğu belirlenmiştir.  

 

Lin et al. (2006) M. Miehei lipaz ile  trigliseritteki doymamış yağ asitlerinin derişimini 

artırmak için skCO2’de interesterleşme tepkimesi gerçekleştirmişlerdir. Yardımcı 

çözücü olarak toksik olmaması nedeniyle su ve etanol kullanmışlardır. Etanol 

eklendiğinde girdinin artan çözünürlüğünün enzim etrafında bölgesel yoğunluğunu 

artırarak tepkimeyi hızlandırdığı düşünülmüştür. Etanolün miktarındaki artış (> % 15 

kütlece) dönüşümü negatif etkilemiştir. Bu negatif etki nedeninin etanol ve girdi 

molekülünün enzim aktif konumu için yarışması olduğu düşünülerek optimum etanol 

miktarı %10 (kütlece) olarak bulunmuştur.  

 

2.1.2.5.6 Su miktarının etkisi 

 

Enzimler tamamen susuz ortamda aktif değildir; ancak enzimin katalitik olarak aktif 

olması için gereken su miktarı oldukça azdır (Zaks and Klibanov 1984). Susuz 

sistemlerde enzimin aktivitesini korumak için gerekli ince tabaka su bulunmakta ve bu 

temel su molekülleri enzimin doğal yapısını korumaktadır. Enzimin etrafındaki temel su 

molekülü bozulursa enzim genellikle aktivitesini kaybetmektedir (Kamat et al. 1995). 

Kullanılan çözücüye bağlı olarak susuz ortam enzimin etrafındaki su molekülünü 

sıyırabilir (Zaks and Klibanov 1988). Daha hidrofil çözücüler suyu daha fazla sıyırma 

eğilimindedir. Bu durum metilmetakrilat (MMA) ve 2–etil hekzanolün lipaz katalizli 

interesterleşme tepkimesinde açıkça görülmektedir. Örneğin, hekzan (hidrofobik) ile 

bütil eterdeki (hidrofilik) başlangıç tepkime hızları karşılaştırıldığında hekzandaki 

tepkime hızının daha yüksek olduğu gözlenmiştir (Çizelge 2.4). Bunun nedeninin, 
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lipazın hidrofobik çözücülerde  hidrofilik çözücülere göre daha yüksek aktivite 

göstermesi olduğu belirtilmiştir. 

 

Çizelge 2.4 Lipaz enziminin çeşitli organik çözücülerde aktivitesi (Kamat et al. 1995) 
 

Çözücü Dielektrik sabiti Başlangıç hızı (mM/h) 
Dodekan 2,01 0,234 

Dekan 1,99 0,078 

Nonan 1,97 0,078 

Oktan 1,95 0,240 

Heptan 1,93 0,081 

Hekzan 1,89 0,193 

Siklohekzan 2,02 0,051 

Pentan 0,84 0,223 

Bütil eter 3,12 0,170 

Toluen 2,38 0,081 

Bütil asetat 5,01 0,044 

Propil asetat 5,50 0,009 

Metilen klorür 9,08 0,008 

Metil asetat 6,68 0,001 

 

Tepkime tamamlandıktan sonra hekzan ile bütil eterdeki su miktarları 

karşılaştırıldığında n-hekzandaki su miktarının 0, bütil eterde ise 1,5 µL/mL olduğu 

saptanmıştır. Bu nedenle bütil eter kullanıldığında enzimdeki suyun çözücüye geçtiği 

belirtilmiştir. Bu durum skCO2’de de gözlenmiştir. skCO2 ortamında bir çok lipazın 

eklenen su miktarı ile aktivitesi artmıştır. Fakat optimum aktivite için gerekli su miktarı 

destek maddesine, tepkimeye ve çözücüye göre değişmektedir.  

 

Suyun enzim, çözücü ve destek arasındaki dağılımında enzimi tutuklamada kullanılan 

destek maddesinin yapısı önemli rol oynamaktadır; ancak, gözenek büyüklükleri ve 

yüzey alanları olduğundan dolayı her destek maddesi için su adsorpsiyon izotermi 

farklıdır. Bu durum farklı destek maddelerinin aynı aktiviteye  sahip olmak için farklı su 

miktarlarına gerek duymalarına neden olmaktadır (Chi et al. 1988).  
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Genellikle SKA ortamında enzim aktivitesi maksimuma ulaşıncaya kadar su miktarının 

artması ile artmaktadır. İnteresterleşme tepkimelerinde su miktarı optimum seviyeyi 

aşarsa hidroliz tepkimesi baskın hale gelerek  tepkime hızı azalmaktadır. Ayrıca, 

optimum su miktarı üzerinde enzim süspansiyonları bir araya gelerek enzim-çözücü 

arasındaki etkileşimi azaltarak enzimin verimliliğini azaltmaktadır.  

 

Tepkime türü ve ortamı da enzim aktivitesinin suya bağlılığını etkilemektedir. Örneğin, 

Kamat et al. (1993) MMA ve 2-etil hekzanolün süperkritik floroform ortamında 

interesterleşmesinde % 0,25 su eklenmesiyle enzim aktivitesinde önemli bir değişim 

olmadığını belirlemişlerdir (Şekil 2.9) (Mesiano et al. 1999). Miller et al. (1991), 

gözenekli cama tutuklanmış skCO2 ortamında miristik asit ile trilaurin interesterleşme 

tepkimesinde Rhizopus arrhizus lipazın  aktivitesinin su ile doygun hale gelmiş 

skCO2’deki aktivitesinden yüksek olduğunu saptamışlardır. Bu durumda trialurin 

maddesinin su miktarı arttıkça çözünürlüğünün azaldığı düşünülmüştür. Benzer bulgular 

Vermue et al. (1992) tarafından nonanol ve etil asetatın skCO2 ortamında M. miehei 

lipazı ile esterleşmesinde de elde edilmiştir. Buna karşın Dumont et al. (1993) mistrik 

asit ve etanolün 12,5 MPa ve 323 K’de esterleşmesinde ortama önemli miktarda su 

eklendiğinde maksimum tepkime hızına ulaşmışlardır (Mesiano et al. 1999). Bu 

sonuçlar susuz ortamda enzimatik tepkimenin ne kadar kompleks olduğunu 

göstermektedir.  
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Şekil 2.9 Floroformda lipaz aktivitesine suyun etkisi (Kamat et al. 1993) 

 

Suyun enzim ve çözücü arasındaki dağılımını ifade etmek için en uygun yöntem 

termodinamik su aktivitesidir. Halling (1994) Susuz ortamda su aktivitesinin önemli bir 

parametre olduğunu belirtmiştir. Rao et al. (1992) dodekanol ve dekanoik asitin M. 

miehei  lipazı kullanarak interesterleşmesinde su aktivitesi yaklaşık 0,5 olduğu zaman 

enzimin optimum aktivite gösterdiğini saptamışlardır. Enzim aktivitesinin su 

aktivitesine bağlılığı aşağıdaki denklem ile ifade edilmiştir. 

 

www xγa =                               (2.23) 

 

Burada; γw, suyun çözücüdeki aktivite katsayısını, xw ise suyun çözücüdeki mol kesrini 

göstermektedir (Kamat et al. 1995). Su aktivitesi sabit tutularak çözücü, girdi, destek 

maddesi ve enzim değişse bile enzim aktivitesi tahmin edilebilmektedir. Çözücü 

içindeki su aktivitesini sabit tutmak için gerekli su sisteme direkt olarak ya da tuz 

hidratlar şeklinde eklenmektedir (Mesiano et al. 1999). Tuz hidratlar susuz ortama 

yerleştirildiği zaman tuz hidrat ile denge oluşturarak su aktivitesini muhafaza 

etmektedir. Na2HPO4.12H2O aşağıdaki gibi denge oluşturmaktadır. 
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O5HO.7HHPONaO.12HHPONa 2242242 +↔                                                     (2.24) 

 

Su aktivitesi tuzun cinsine ve sıcaklığa bağlı olarak değişmektedir fakat çözücüden 

bağımsızdır.  Kamat et al. (1995), süperkritik floroformda N-asetil-L-fenilalanin etil 

esterin metanol ile subtisilin katalizli interesterleşme tepkimesinde tuz hidratın tepkime 

hızına etkisini araştırmışlardır. Deneyde tepkime ortamına 35,17 MPa’da farklı 

miktarlarda Na4P2O7.10H2O tuzu eklenmiştir. Subtisilin aktivitesi  1 grama kadar hidrat 

tuzunun artmasıyla yavaşça artmış daha sonra tuz miktarından etkilenmemiştir. 

Optimum su miktarı 1 g/40 mL tuz derişiminden sonra elde edilmiş bu nedenle daha 

fazla tuz eklenmesi durumunda subtilisin aktivitesi değişmemiştir. 

 

2.1.2.5.7 Kütle transferi 

 

Sulu ve susuz ortam arasındaki en önemli fark, enzimlerin susuz ortamda çözücüye göre 

heterojen olmasıdır. SKA ortamında askıdaki enzim partikülleri için iki tane yayınma 

engeli vardır. i) Girdi, çözücü yığınından enzim yüzeyine yayınmaktadır (dış kütle 

aktarımı). ii) Girdi partikül içinde yayınarak enzimin aktif konumuna yayınmaktadır.  

 

Kütle aktarım hızı, çözücünün fiziksel özeliklerine, yapısına, sıcaklık ve sistemin 

hidrodinamiğine (karştırma hızı, akış hızı) bağlı olarak değişmektedir. Çözücü özelikleri 

ve enzimin yapısı değiştiği için kütle aktarım hızı da çözücüye göre değişmektedir 

(Kamat et al. 1995).  

 

Fink et al. (1973) heterojen sistemlerde kütle transferinin etkisini belirlemek için 

nümerik yaklaşım ile Michaelis-Menten kinetiği kullanmışlardır. Bu hesaplamalar susuz 

ortamdaki enzimler için uygun olmamakla birlikte, yayınma kısıtlamaları hakkında bilgi 

vermektedir. Kamat et al. (1992) benzer çalışmayı susuz ortamdaki enzim katalizli 

organik ve SKA ortamlar için yapmışlardır. SKA’ların yayınma kısıtlamalı 

tepkimelerde enzim aktivitesini artırdığını belirlemişlerdir. SKA proseslerinde dış kütle 

aktarım kısıtlamasını ortadan kaldırmak için gerekli karıştırma hızı, SKA’ların 

çözünürlüğünün  yüksek olması nedeniyle, organik çözücülerde gerekli olan karıştırma 

hızından iki kat daha küçüktür. 
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Dış kütle transferi sürekli sistemde akış hızı ve türbülansa, kesikli sistemde ise 

karıştırma ve çalkalama hızına bağlıdır. İç kütle aktarımı ise akış hızı ve karıştırma 

hızından bağımsız olup enzimin yapısına ve kullanılan çözücüye bağlıdır. Enzimin 

yapısı kullanılan çözücüye, sistem sıcaklığı ve basıncına bağlı olarak değişmektedir. 

Kamat et al. (1995) yüksek basınçlı görünür hücre kullanarak farklı SKA’larda lipazın 

(C. cylindracea) farklı boyutlarda topaklaştığını (aggragate) gözlemişlerdir.  

 

Roziewski ve Russell (1992), organik çözücülerde toz halinde enzim yapısına su 

miktarının etkisini incelemişlerdir. Elektron mikroskobu kullanarak, subtilisin Carlsberg 

için (yaklaşık 0,2 µm kalınlıkta) 9,2 torr buhar basıncında  100 µm’den daha büyük 

boyutlarda ince tabaka oluştuğunu belirlemişlerdir. Analiz bölmesindeki nemin % 

50’nin üzerine çıkmasıyla tabakaların büyüdüğü gözlenmiş, % 95 nem oranında ise 

tabakaların birleşerek dallandığını belirlemişlerdir. Toluenin enzim partikülü yapısı 

üzerine etkisi de çalışılmış ve bir değişim gözlenmemiştir. 

 

Dış kütle transferinin SKA ortamında enzim katalizli tepkimelere etkisi bir çok araştırıcı 

tarafından çalışılmıştır. Randolph et al. (1988) skCO2’de kolesterolün sabit yataklı 

reaktörde kolesterol oksidaz katalizli tepkimesinde tepkime hızının akış hızı (0,5-3 

cm/s) ile lineer olarak değiştiğini bulmuşladır. Bu nedenle belirlenen aralıktaki akış 

hızında dış kütle aktarım hız kısıtlamalı olmadığı sonucuna varılmıştır. Benzer şekilde 

Miller et al. (1991) mistrik asit ve trialurinin skCO2’de interesterleşme tepkimesinde 

0,06-0,24 cm/s akış hızında dış kütle aktarım hız kısıtlamasının önemli olmadığını 

belirlemişlerdir. Buna karşılık Kamat et al.  (1995) izoamil asetatın lipaz katalizli 

üretiminde dolgulu kolon reaktörde tepkimenin dış kütle aktarım hız kısıtlayıcı olduğu 

sonucuna varmışlardır. Sonuçların farklı olması, tepkimelerde enzim aktivitesinin 

değişmesiyle ilişkili olarak açıklanmıştır. Aktivitedeki değişme enzimdeki yayınmayı 

etkilemiştir. Ayrıca enzimlerin farklı olması nedeniyle enzimlerin hepsi için optimum 

akış hızı bulmanın güç olduğu sonucuna varılmıştır. 

 

 Chulalasananukul et al. (1993) lipaz katalizli jeranil asetat esterleşme hızına karıştırma 

hızının etkisini incelemiş ve karıştırma hızı 200-500 rpm’de tepkime hızında önemli bir 

değişim gözlenmemiştir. Benzer bulgular oleik asit ve etanolün lipaz katalizli 
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esterleşmesinde de elde edilmiştir (Marty et al. 1992). Dumont et al. (1992) miristik 

asitin etanol ile n-hekzan ve skCO2’de esterleşmesinde 200-500 rpm karıştırma hızının 

tepkime hızına önemli ölçüde etkili olmadığını bildirmişlerdir. Bu deneysel bulgular ile 

SKA ortamında çoğunlukla enzimlerin dış yayınma  kısıtlamalarının olmadığı sonucuna 

varılmıştır. 

 

2.2 Stereokimya 

 

Organik kimya öncelikle karbon bileşiklerinin moleküler yapısı ve özelikleri arasındaki 

ilişkileri inceler. Atomların ve moleküllerin uzaysal düzenlenmeleri ve üçboyutlu yapısı 

ile ilgilenen bölümü stereokimyayı oluşturur (Sheldon 1993). Sadece uzaydaki 

düzenlenmeleri farklı  olan izomerelere stereoizomerler denir.  

 

2.2.1 Kirallik 

 

Kirallik geometrik bir özeliktir. Ayna görüntüsü ile üst üste çakışmayan bir nesneye 

kiraldir denir. Kiral nesneye örnek olarak eller ve anahtar verilebilir (Şekil 2.10). 

 

 

 
 
Şekil 2.10 Kiral nesneler (http://www.registech.com/chiral/chiralreview.pdf, 2007) 
 

Nesneler için olan üç boyutlu düzenlenme moleküller içinde sözkonusudur. Ayna 

görüntüsü ile çakışmayan moleküle kiraldir denir. Genel olarak dört farklı atom ya da 

grubun bağlı olduğu karbon içeren moleküller kiral molekül olarak adlandırılır. Bu 

karbon merkezi de stereojenik merkez olarak tanımlanır. Şekil 2.11’de görüldüğü gibi 

bromokloroflorometan ve ayna görüntüsü ile çakışmamaktadır ve karbon atomu 

stereojenik merkezdir. 
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Şekil 2.11 Bromokloroflorometan ve ayna görüntüsü 

 

2.2.2 Akirallik 

 

Ayna görüntüsü ile üst üste çakışan bir nesneye akiraldir denir. Bir simetri düzlemi bir 

nesneyi bir yarısı diğer yarısının ayna görüntüsü olacak şekilde ikiye ayırır (Şekil 2.12). 

Dolayısıyla simetri düzlemi olanlara da akiraldir denir.  

 

 
Şekil 2.12 Akiral nesneler 
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2.2.3 Enantiyomerler 

 

Kiral bir molekül ve ayna görüntüsü her bakımdan aynı, yalnızca atomların uzayda 

dizilişleri farklıdır. Dolayısıyla bunlar birbirinin stereoizomeridir.  Bir nesne ya da 

molekül ile onun ayna görüntüsü olan ve üst üste çakışmayan stereoizomerlere 

enantiyomer denir (Şekil 2.13). 

 

 
 

 

                           
Şekil 2.13 Enantiyomerler 
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2.2.4 Enantiyomerlerin fiziksel özelikleri 

 

Yoğunluk, erime noktası, kaynama noktası gibi fiziksel özelikler bir kiral bileşiğin her 

iki enantiyomeri için de aynıdır. Bununla beraber enantiyomerler, üç boyutlu uzayda 

atomların düzenlenmesine bağlı olarak farklı özelikler gösterebilirler. Örneğin, R-(-) 

karvon nane yağının ana bileşiği iken, S-(+)-karvon ise kimyon kökü yağının ana 

bileşiğidir (Şekil 2.14). Karvonun bu iki enantiyomerinin her birinin kendi karakteristik 

kokusu vardır. (R)- ve (S)- karvon arasındaki koku farklılığı onların burundaki alıcı 

sinir bölgelerine karşı farklı davranmalarından kaynaklanır. Burundaki alıcı sinirler 

kiraldir ve bir enantiyomer, alıcı sinirlerin bir bölgesi için uygunken diğer enantiyomer 

diğer bir bölge için uygun olur (Atkins and Carey 2002).  

 

CH3

O

C

CH3
CH2

CH3

O

C

CH3
CH2

R-karvon S-karvon
 

Şekil 2.14 Karvonun enantiyomerleri 

 

2.2.5 Enantiyomerik aşırılık ve enantiyomerik oran  

 

Enantiyomerik aşırılık (ee): Enantiyomerlerin mol sayıları farkının, enantiyomerlerin 

mol sayıları toplamına oranıdır.  

 

                     ee = (R-S)/ (R+S) 

 

Enantiyomerik oran (E): Karışımdaki enantiyomerlerin birbirine oranıdır.  

 

                     E=1-(R+S)/(R0+S0) 
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 R: R enantiyomerin mol sayısı 

S: S enantiyomerin mol sayısı 

R0: R enantiyomerin başlangıktaki mol sayısı 

S0: S enantiyomerin başlangıçtaki mol sayısı 

 

2.2.6 Rasemik karışım 
 

Optikçe aktif maddenin her iki enantiyomeri de bir karışımda aynı miktarlarda 

bulunuyorsa, bu karışıma rasemik karışım denir (Şekil 2.15). Rasemik karışımlar 

optikçe aktif değildir. Polarize ışığın açısını aslında değiştirirler ama her iki 

enantiyomer de aynı miktarda ama zıt yönlere çevirdikleri için toplam etki sıfır olarak 

görünür. 

 

 
Şekil 2.15 Rasemik karışım 

 

2.2.7 Enantiyomerik olarak saf bileşiklerin eldesi 

 

Enantiyomerik saflıkta bileşiklerin eldesi başlangıç maddesine bağlı olarak üçe 

ayrılabilir (Şekil 2.16), (Ghanem et al. 2004); 

i)  Doğal kiral bileşikler 

ii) Rasematların rezolüsyonu  

iii) Prokiral bileşiklerin katalizör ile asimetrik sentezi 
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Şekil 2.16 Enantiyomerik olarak saf bileşiklerin elde edilmesinde kullanılan  
                  metotlar 

 

2.2.7.1 Doğal kiral bileşikler 

 

Asimetrik sentez doğal kiral bileşikleri adı verilen kiral başlangıç substratı, kimyasal ya 

da biyolojik kiral ayırıcılar, kiral yardımcı maddeler ve kiral çözücü kullanılarak akiral 

bileşiklerle gerçekleştirilmektedir.  

 

Doğa optik olarak aktif olmasa da optikçe aktif maddelerin büyük bölümünü 

üretmektedir. Alkoloidler, terpenler, şekerler, α-amino ve  α-hidroksi asitler kiral 

havuzu oluşturan maddelerdir. Örneğin başlangıç substratı olarak kullanılan (R)-

limonen portakal suyu endüstrisinin yan ürünü olarak portakal kabuğundan izole 

edilmekte ve nane tadını veren ana bileşen (R)-karvonun ticari üretiminde başlangıç 

maddesi olarak kullanılmaktadır (Babaarslan 2005).  

 

Rasemik olmayan kiral ayırıcılar (reagent) stereoseçimli sentezde tepkime ürünlerinde 

steroseçimliliği sağlamak için kullanılmaktadır. Ayırıcı prokiral sustrata kovalent olarak 

Doğal 
kiral 
bieşikler 

Rasematlar 
Prokiral 
girdiler 

rezolüsyon 

kinetik kristalizasyon kromatografi 

enzimatik kimyasal 

sentez 

     Enantiyomerik olarak saf bileşikler 

Asimetrik     
   sentez 

biyo (katalizör) 
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bağlanmaktadır ve tepkime ortamında stokiyometrik oranda bulunmaktadır. 

Tepkimeden sonra kiral ayırıcı ortamdan uzaklaştırıldığında optikçe aktif ürünler elde 

edilmektedir. Kiral ayırıcılar direkt olarak asimetrik sentez yapmak için iyi bir 

yöntemdir; ancak, genellikle mevcut ayırıcıların stereoseçimlilikleri düşüktür. Ürünlerin 

istenen enantiyomerik aşırılığa ulaşması zordur ve yüksek enantiyomerik  aşırılık direkt 

elde edilememektedir (Çapanoğlu 2002).      

 

Kimyasal tepkime ortamına kiral çözücüler de eklenebilmektedir; ancak, kullanışlı bir 

yöntem değildir.  

 

2.2.7.2 Rasematların rezolüsyonu 

 

Asimetrik sentezde bir çok yeni etkili yöntemler gelişmesine karşın endüstriyel sentezde 

tek enantiyomer elde etmek için en çok kullanılan üretim yöntemi rasematların 

rezolüsyonudur. Rezolüsyon bir rasem bileşiğin enantiyomerlerine ayrılma işlemidir. 

Enantiyomerlerin rezolüsyonu için kristallendirme başta olmak üzere bir takım fiziksel 

ve kimyasal yöntemler geliştirilmiştir. Bu yöntemler tercihli kristalizasyon, 

diastereomerik tuzların kristalizasyonu, kromatografi ve kinetik rezolüsyon olmak üzere 

dört grupta incelenebilir (Ghanem et al. 2004). 

 

2.2.7.2.1 Tercihli kristalizasyon 

 

 Tercihli kristalizasyon rasematların rezolüsyonunda endüstriyel ölçekte yoğun bir 

şekilde uygulanmaktadır. Enantiyomerlerin büyük çaplı rezolüsyonunda kullanışlı bir 

yöntemdir; ancak bu yöntemde rasematların konglomerat şeklinde olması 

gerekmektedir. Konglomerat eşit miktarda her iki enantiyomerin kristallerinin mekanik 

karışımı olarak tanımlanmaktadır. Rasematların % 20’den az bir bölümü konglomerat 

şeklinde olup geri kalanı rasemik karışımdır. Bu nedenle avantajlı bir yöntem değildir 

(Guhanem et al. 2004).    
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2.2.7.2.2 Diastereomer kristalizasyonu 

 

Rasemat, rasemik karışım ise tercihli kristalizasyon ile ayrılamaz, Pasteur tarafından 

1848 yılında geliştirilen diastereomerlerin kristalizasyonu ile ayrılabilir. Suda ya da 

metanolde çözünmüş rasemik karışım saf enantiyomer ile tepkimeye girerek 

kristalizasyon yöntemi ile ayrılacak olan diastereomer karışımı elde edilir. Rasem 

bileşiğin optikçe aktif bir bazın enantiyomeri ile tuzu oluşturulduğunda artık bu oluşan 

tuzlar enantiyomer olmayıp diastereomer tuzlardır, dolayısıyla fiziksel özelikleri ve 

çözünürlükleri birbirinden çok farklıdır. Genel olarak diastereomer tuzlar oluşturmak 

için kullanılan optikçe aktif asitler ve bazlar doğal bileşiklerdir ve türleri oldukça 

fazladır.  

 

2.2.7.3.3 Kinetik rezolüsyon 

 

Rasematların rezolüsyonunda kullanılan üçüncü yöntem kinetik rezolüsyondur. Yöntem 

iki enantiyomerin farklı hızda tepkime vermesine dayanır.  Tepkimede katalitik 

miktarda kiral madde bulunmalıdır. Bu kiral madde biyokatalizör (enzim ya da 

mikroorganizma) ya da kimyasal katalizör (kiral asit, kiral baz ya da  kiral metal 

kompleksi) olabilir. Rasemik bileşiklerin kinetik rezolüsyon ile dönüşümünde genellikle 

lipaz enzimi kullanılır. Enzim rasemik karışımın iki enantiyomeri arasındaki ayrımı 

yapabilir enantiyomerlerden birisi diğerine göre daha hızlı bir şekilde ürüne dönüşür  

 

                                    R ⎯⎯→⎯ Rk
  P 

                                    S ⎯→⎯ Sk
 Q 

 

Kinetik rezolüsyonda kR ≠ kS olduğunda gerçekleşir ve tepkime dönüşüm % 0-100 

arasında bir değerde durdurulur. İdealde enantiyomerlerden biri diğerinden çok hızlıdır. 

Örneğin, (R)-girdisi tepkimeye giren tek enantiyomer ise kS=0 olur. Bu durumda 

enantiyomerlerin birbirine oranı 50:50 olduğu rasemik karışımda % 50 dönüşüme 

ulaşıldığında tepkimeden sonra karışım içinde % 50 girdi (R) ve % 50 ürün (P) elde 

edilir. Bu yöntem enantiyomerlerin tek bir enzim kullanılarak kolayca ayrılması 
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nedeniyle avantajlıdır; ancak, bu yöntemde iki enantiyomerin ayrılmasında maksimum 

% 50 verim ile enantiyomerik aşırılıkta ürün elde edilir. Bu kısıtlamayı gidermek için; i) 

mezobileşikler, ya da prokiral substratlar kullanılarak, ii) istenmeyen enantiyomerin 

stereodönüşümü, iii) rasemizasyon ya da istenmeyen enantiyomerin geri dönüşümü iv) 

dinamik kinetik rezolüsyon v) derasemizasyon gibi farklı yöntemler kullanılabilir.  

 

Dinamik kinetik rezolüsyonda,  kinetik rezolüsyon ve başlangıç maddesinin in situ 

rasemizasyonu bir arada olmaktadır. Girdinin (R)-enantiyomeri (S)-enantiyomerinden 

daha hızlı bir şekilde (R)-ürüne dönüşür (kR>kS). Kinetik rezolüsyondan farkı, girdinin 

(S)-enantiyomeri tepkimeye girmeden kalır ve rezolüsyon sırasında sürekli izomerleşir, 

böylece (R)- ve (S)- girdiler denge haline gelir. Bu durum, başlangıç maddesindeki (R)- 

girdinin hepsinin (R)- ürüne dönüşmesine olanak sağlar (Ghanem et al. 2004). 

Derasemizasyon yöntemi ile rezolüsyonda ise girdinin her iki enantiyomeri de aynı 

ürüne dönüşmektedir. 

 

Rezolüsyon                  Dinamik kinetik                   Derasemizasyon 
                                      rezolüsyon 
 

A                         P          A                       P             A                     P   
                                                       
                                                
                                          rasemizasyon 
 

 

B                        Q            B                      Q          B                     Q 

 

A, B = girdi enantiyomerleri 

P, Q = ürün enantiyomerleri 

           Simetri düzlemi 

 

2.2.7.3.4 Kromatografi 

 

Kolon kromatografide kolon dolgu maddesi olarak katı maddeler (glikoz, sakkaroz, 

laktoz gibi şekerler) kullanıldığında kolondan rasemik karışımın çözeltisi geçirildiğinde 
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enantiyomerlerden biri diğerinden daha güçlü tutulur ve rezolüsyon gerçekleşir. Kolon 

uzunluğu yeterli ise toplanan çözeltide sadece bir enantiyomer bulunur. Kolonda 

tutulmuş diğer enantiyomer ise başka bir çözücü ile alınabilir (Babaarslan 2005). 

 

2.2.8 α-Hidroksi ketonlar 

 

Enantiyomerik olarak saf  α-Hidroksi ketonlar biyolojik olarak aktif bileşiklerin 

sentezinde  önemli yapı taşlarıdır ve çeşitli maddelerin asimetrik sentezinde baslangıç 

maddeleridir (Demir et al. 2002). Endüstriyel açıdan önemli ilaçların ve doğal ürünlerin 

sentezi için gerekli olan kiral alkollerin üretiminde kullanılırlar. Ayrıca 2-hidroksi 

propiyofenon türevlerinin sentezinde anahtar ara ürünlerdir (Babaarslan 2005). 

Antibiyotiklerin, antibakteriyel, antidepresan, antivirütik, potasyum kanal açıcıları ve 

çeşitli kalp ilaçlarının sentezlenmesi için önemli yapı taşlarıdır. Optikçe saf α-Hidroksi 

ketonlar çeşitli kimyasal ve enzimatik yöntemlerle üretilebilirler. Kimyasal olarak kiral 

triazolyum tuzlarının katalizör olarak kullanıldığı C-C bağ oluşum tepkimeleri ve C-C 

bağı oluşumuna dayanmayan optikçe aktif enolatların stereoseçimli oksidasyonu, 

optikçe aktif okzaziridinler kullanılarak prokiral enolatların oksidasyonu, kiral titanyum 

onalatlarının seçimli oksidasyonu ve silil enol esterlerin asimetrik oksidasyonu 

yollarıyla yapılmaktadır. Biyokatalitik olarak enantiyoseçimli α-hidroksi ketonların 

sentezi ise aromatik aldehitlerden C-C bağı oluşumuyla, α-diketonların indirgenmesi, 

rasemik α-hidroksi, perokso ve asetoksi ketonların kinetik rezolüsyonu ve 

derasemizasyon yöntemleri ile gerçekleştirilmektedir (Demir et al. 1999). 

 

2.3 Enzimler 

 

Enzim proteinden yapılmıştır ve doğal olarak sadece  canlılar tarafından sentezlenirler. 

Hücre içinde meydana gelen tepkimelerin hızını düzenler ve hücre dışında da 

etkinliklerini korurlar. Hücrelerde organik maddelerin yakılması ve yıkılması, sindirim, 

kas kasılması, hücre solunumu gibi önemli faaliyetler çeşitli metabolizma 

tepkimelerinin sonucudur ve bu tepkimeler enzimlerin katalitik etkisiyle gerçekleşir. 

Enzimlerin kimyasal katalizörlerden en önemli farkı spesifik olmalarıdır. 
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Enzimler elde edildiği kaynağa göre –in  ya da ain eki getirilerek (örneğin; pankreastan 

pankreatin, papayadan papain gibi) ya da etki ettiği substratın sonuna –az (-ase) eki 

getirilerek (laktaz laktoza, selülaz selüloza, glukoz oksidaz glukoza etki eder) 

adlandırılır (Kirk and Othmer 1980).  

 

Enzimlerin aktivite göstermeleri için gerekli olan ve protein yapısında olmayan 

genellikle metal iyonlarından meydana gelmiş olan yan gruplarına kofaktör adı 

verilmektedir. Pekçok enzim kofaktör olarak Cu+2, Fe+2, Zn+2 ve Mg+2 iyonlarına 

gereksinim duyar. Enzimlerin aktivite göstermeleri için gereksinim duydukları organik 

moleküllere ise "koenzim" adı verilmektedir. 

 

Katalizör olarak enzimler aşağıdaki özelikleri gösterirler: i. Çok etkili katalizörlerdir ve 

kimyasal katalizörlere göre daha ılıman koşullarda (pH=5-8, 20-40 ºC’de) tepkime 

verirler, ii. Katalizlenen tepkimelerde stereoseçimli olabilirler; iii. Katalitik aktiviteleri, 

substratlar, ürünler ve diğer bileşenlerin derişimleri ile önemli ölçüde etkilenebilir; iv. 

Genellikle kararsızdırlar ve kofaktör gerektiren tepkimelerde, bazı kofaktörler katalitik 

döngü sırasında değişebilir, aktif formlarına geri döndürülmeleri gerekir, v. Doğal 

katalizör olduklarından çevreye zararlı değildirler, vi. Bazı enzimler sulu ortamların 

yanısıra organik çözücü içinde de aktivite gösterirler, vii. Reaksiyon ortamından geri 

kazanılarak tekrar kullanılabilir (Schreirer 1997). 

 

Günümüzde var olduğu tahmin edilen 25000 enzimden yaklaşık 4000 tanesi Biyokimya 

ve Moleküler Biyoloji Birliği tarafından kabul edilmiş ve sınıflandırılmıştır. Çoğunluğu 

hidrolazlar, transferazlar ve oksidoredüktazlar olmak üzere yaklaşık 400 tanesi 

araştırmalar için ticari olarak elde edilmektedir. Uygun tepkime koşulları ve reaksiyon 

mühendisliğinin uygulanması ile yeterli enzim kararlılığı ve yüksek verimler elde 

edilebilir. Enzimler arasında hidrolazlar endüstriyel biyodönüşümlerde en çok 

kullanılan enzimlerdir. Endüstriyel olarak kullanılan enzimlerin % 80’i hidrolazlardır 

(Krishna  2002). 
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2.3.1 Enzimlerin sınıflandırılması 

 

Enzimler katalizledikleri tepkimeye göre (EC numara sırasında) altı temel gruba 

ayrılırlar: oksidoredüktazlar, transferazlar, hidrolazlar, liyazlar, izomerazlar ve ligazlar. 

 

2.3.1.1 Oksidoredüktazlar (E.C.1) 

 

Bu enzimler yükseltgenme-indirgenme tepkimelerini katalizler. Substrat üzerinde 

elektron transferini sağlar. Oksitlenen substrat hidrojen verici olarak kabul edilir ve 

enzim dehidrojenaz olarak adlandırılır.  Bütün oksidoredüktazlar kofaktör gerektirir.   

 

2.3.1.2 Transferazlar (E.C.2) 

 

Bu enzimler bir bileşikten (verici) diğerine (alıcı) kimyasal grup aktarırlar. Genellikle 

verici, aktif kimyasal grubu taşıyan kofaktör ya da koenzimdir. Az sayıda transferaz 

endüstride kullanılır. Denge tepkimelerinde verim düşüktür, kimyasal grubu aktaran 

substratlar oldukça pahalıdır ve elde edilen ürünler ortamdan kolaylıkla ayrılamazlar. 

Bununla birlikte transferaz katalizli tepkimeler yüksek seçimliliğe sahip olduklarından 

dolayı kullanımı artmaktadır. 

 

2.3.1.3 Hidrolazlar (E.C.3) 

 

Bu enzimler, C-O, C-N, C-C ve fosfatlarda P-O bağlarının parçalanmasını sağlar. 

Uygulamaları  yağ asitlerinin esterleşmesi ve polisakkaritler, nitriller, proteinler ve 

lipidlerin hidrolizini kapsar. Bu enzimlerin çoğu deterjan endüstrisinde, proteinleri, 

karbonhidratları ve yağları parçalamak için kullanılır. Hidrolazlar endüstriyel 

proseslerde en çok  kullanılan enzimlerdir (Kirk and Othmer 1980).  

 

2.3.1.4 Liyazlar (E.C.4) 

 

Bu enzimler C-C, C-O ve C-N arasındaki bağları hidroliz ve oksidasyondan farklı bir 

yolla kırarlar ya da bu atomlar arasına bir çift bağ ilave ederler. 
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2.3.1.5 İzomerazlar (E.C.5) 

 

Bir molekül içindeki geometrik ve yapısal değişiklikleri yani izomerizasyon 

tepkimelerini katalizlerler. 

 

2.3.1.6 Ligazlar (E.C.6) 

 

C-O, C-S, C-N ve C-C arasında bir bağ oluşmasını sağlayan enzimlerdir. Bu enzimler 

genellikle ATP'deki ya da diğer trifosfatlardaki pirofosfatı hidrolize ederek iki 

molekülün birbirine bağlanmasını katalize ederler (Krishna  2002). 

 

2.3.2 Organik çözücüde enzimler 

 

Organik bileşiklerin çoğu sulu ortamda zayıf oranda çözündüğü ve genellikle kararsız 

olduğundan, endüstriyel uygulamalarda su yetersiz bir çözücüdür. Ayrıca, suyun 

tepkime ortamından uzaklaştırılması, yüksek kaynama noktası ve buharlaşma 

entalpisine sahip olması nedeniyle zor ve pahalıdır. Ayrıca, hidroliz, rasemizasyon ve 

ayrışma gibi yan tepkimeler gerçekleşebilir (Ghanem et al. 2007). Kimyacılar, 

enzimlerin sulu ortamdaki bu kısıtlamaları üzerine organik çözücüde enzimatik 

tepkimeler geliştirmişlerdir.  

 

Organik çözücüdeki biyokatalitik dönüşümler aşağıdaki avantajlara sahiptir:  

 

• Organik çözücülerin kaynama noktaları düşük olduğundan toplam verim ve  

ürünün geri kazanımı kolaydır.  

• Apolar girdiler organik çözücüdeki çözünürlüklerinin artmasından dolayı 

dönüşümleri daha hızlıdır. 

• Uygun olmayan (hidroliz gibi) yan tepkimeler büyük oranda önlenir. 

• Enzimlerin tutuklanmasına gerek kalmadan, enzim (filtrasyon gibi) basit bir 

yöntemle ayrılabilir.  

• Enzimlerin denatürasyonu minimum düzeydedir. 
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Organik çözücülerin bütün bu avantajları yanında, dezavantajları da vardır: 

• Enzimlerin katalitik aktiviteleri  sulu ortamdakinden daha düşüktür. 

• Enzimatik tepkimeler genellikle ürün ya da substrat inhibisyonuna meyillidir 

ve yüksek substrat ve ürün derişimi tepkime hızını  azaltır.    

 

2.3.3 Lipazlar (triaçilgliserol hidrolazlar) 

Lipazlar (triaçilgliserol ester hidrolazlar, EC 3.1.1.3.) serin hidrolaz sınıfında olup 

hayvan, bitki mantar ve bakterilerde bulunur. Lipaz, yağların parçalanmasından sorumlu 

enzim grubudur. Bir lipaz, suda çözünebilen bir enzimdir ve yağların ester bağlarının 

hidrolizini katalize eder. Günümüzde lipazlar hem sulu hem de susuz ortamda, 

yapılması güç tepkimeleri katalizleyen en önemli biyokatalizörler arasında yer 

almaktadır.  

Lipaz molekülü Şekil 2.17’de görülmektedir (Ghosh et al. 1996). Substrat herhangi bir 

trigliserit olabilir. Lipazların doğal substratları olan triaçilgliseroller, suda çok düşük 

çözünürlüğe sahiptir. Substrat ve sıvı faz arasındaki bir arabirim üzerinde tepkime 

gerçekleşir. 
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Şekil 2.17 Lipaz molekülü (Ghosh et al. 1996) 

Lipazlar, trigliseridlerin digliseridlere, monogliseridlere, gliserol ve yağ asitlerine 

hidrolizlerini katalizler ve belirli şartlar altında ters reaksiyonla gliserol ve yağ 

asitlerinden gliseridlerin oluşumu ile esterifikasyonu yönetir (Şekil 2.18). Tepkime yağ-

su ara yüzeyinde gerçekleştiği için suda çözünen substrata gerek duymaz, susuz ortamda 

ters yöndeki tepkimeyi katalizler.  
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                                       Trigliserid 

 

                            ± H2O 

 

                           Digliserid + yağ asidi 

 

                             ± H2O 

 

 

                        Monogliserid + yağ asidi 

 

                            ± H2O 

                             

                            Yağ asidi + gliserol 

Şekil 2.18 Lipaz tepkimesi (Ghosh et al. 1996) 

 

Lipazlar farklı hayvan, bitki ve mikrobiyal (bakteriyal ve fungal) kaynaklardan elde 

edilmektedir. Mantar ve bakteri kullanılarak fermantasyon yolu ile üretilebilirler. Bitki, 

hayvan ve mikrobiyal lipazlar arasında çok geniş uygulama alanı bulan lipazlar, 

mikrobiyal lipazlardır.  

 

Lipazlar, esterleşme, transesterleşme ve hidroliz tepkimelerini düşük sıcaklıkta 

katalizlemeleri, susuz ortamda kararlı ve aktif olmaları, kofaktör gerektirmemeleri, 

yüksek katalitik güçleri, ucuz olmaları, yüksek substrat seçimlilikleri, ester bağına 

spesifik olmaları ve yan ürün oluşumunu önlemeleri nedeniyle yaygın olarak 

kullanılırlar (Langrad et al. 1988, Muralidhar et al. 2002).  
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Lipazların sistematik (IUPAC) adlandırılması aşağıdaki gibidir 

(http://www.biochem.ucl.ac.uk/bsm/enzymes/, 2007): 

E.C.3. : Hidrolazlar 

E.C.3.1. : Ester bağına etkiyen 

E.C.3.1.1. : Karboksilik ester hidrolazlar 

E.C.3.1.1.1. : Karboksil esteraz  

E.C.3.1.1.2. : Aril esteraz 

E.C.3.1.1.3. : Triaçil gliserol lipaz (Lipaz) 

E.C.3.1.1.4. : Fosfolipaz 

E.C.3.1.1.5. : Liyofosfolipaz 

E.C.3.1.1.6. : Açil esteraz 

2.3.3.1 Lipazların özelikleri 

Lipaz aktivitesi pH’bağlıdır. Bazı lipazlar, geniş pH aralığında kararlıdır. pH 4’e kadar 

asidik ve pH 8’e kadar bazik ortamlarda dayanıklı olmalarıyla birlikte, en fazla 

stabiliteyi pH 6,0-7,5 arasında göstermektedir. Aspergillus niger, chromobacterium 

viscosum ve rhizopus türlerinin hücre dışı lipazları asidik pH’da aktiftir. Pseudomonas 

nitroreducens’ten izole edilen lipaz ise pH 11,0’de aktivite göstermektedir.  

Pankreatik lipazlar depolama sırasında 40 ºC sıcaklığın üzerinde düşük aktivite 

gösterirler; ancak, bazı mikrobiyal lipazlar sıcaklık inaktivasyonuna daha 

dayanıklıdırlar. Aspergillus niger,  rhizopus japonicus ve cromobacterium viscosum 

lipazları 50 ºC’de dayanıklı olduğu halde, humicola lanuginosa ve pseudomonas 

nitroreducens’in lipazları ise sırasıyla º60 C ve 70 ºC sıcaklığa dayanıklıdırlar.  
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Bilinen lipaz aktivitesi gerçekleşmesi için kofaktörlere gerek yoktur. Ca+2 gibi iki 

değerlikli iyonlar genellikle aktiviteyi uyarmaktadır. Bunun nedeninin, uzun zincirli yağ 

asitleri üzerinde  kalsiyum tuzlarının oluşması olduğu kabul edilmektedir. Lipaz 

aktivitesi, Co+2, Ni+2, Hg+2 ve Sn+2 tarafından kuvvetli bir şekilde; Zn+2, Mg+2, EDTA 

ve SDS tarafından zayıf bir şekilde inhibe edilmektedir.  

Lipazların spesifikliği, enzimin moleküler özelikleriyle, substratın yapısıyla ve enzim-

substrat bağlantısını etkileyen faktörlerle kontrol edilmektedir. Lipazların substrata 

spesifik olması, onların analitik ve endüstriyel amaçlar için kullanılabilirlikleri 

bakımından oldukça önemlidir.  Lipazlar organik ortamda  (hemen hemen susuz) 

tepkimeleri başarıyla sentezleyebilmektedir. Düşük miktarda su içeren organik 

çözücülerde lipazların aktiviteleri yüksektir. Organik kimyada lipazların asıl uygulanma 

şekilleri, bu enzimlerin enantiyoselektivitelerinin kullanımıyla, enantiyomerik 

bileşiklerin rezolüsyonudur. Lipazların katalizlediği bir rezolüsyonda   çözücü olarak 

suyun kullanımına kıyasla, organik çözücülerin kullanımını daha avantajlıdır. 

Katalizörlerin organik çözücülerde sulu çözeltilerden daha avantajlı oldukları 

belirlendikten sonra araştırmacılar organik çözücülerle benzer özeliklere sahip fakat 

toksik olmayan süperkritik akışkanları yeni tepkime ortamı olarak belirlemişlerdir. 

Akışkanlar içinde ise en yaygın kullanılanı skCO2’dir. 

2.3.3.2 Lipazların katalizlediği tepkimeler 

Lipazlar, hidroliz, esterleşme ve transesterleşme tepkimelerini katalizler. 

Transesterleşme tepkimeleri, esterdeki alkil grubu değişimi bir asit ile yapılıyorsa 

asidoliziz, bir alkol kullanılıyorda alkoliziz, bir başka ester durumunda interesterleşme, 

bir amin kullanılıyorsa aminoliziz  adını alır.  

 

A) Hidroliz 

     
 

     

HCR1 O R2 + H2O + R2 OH

O

CR1 O

O  
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B) Esterleşme 

 

  

R1 C OH

O

+ R2 OH R1 C

O

OR2 + H2O

 
 
 
C. Transesterleşme 
 
 

1. Asidoliziz 
 

 
 

H HCR1 O + +
O

C O R2

O

R2 C O

O

R3 R3 CR1 O

O  
 
 

2. İnteresterleşme  
 
 

CR1 O + +
O

C O

O

R2 C O

O

R3 C O

O

R4 R1 R4 R3 R2

 
 
 

3. Alkoliziz  
 

 
CR1 O + +
O

C O

O

R2 R3 R1OH R3 OHR2

 
 
 
4. Aminoliziz 
 
       

CR1 O + +
O

C

O

R2 R3 R1 R3 OHR2
NH2 NH
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2.3.4 skCO2 ortamında lipaz katalizli tepkimeler 

 

Süperkritik akışkanların enzimatik tepkimelere uygulanması ilk olarak (Randolph et al. 

(1985), Nakamura et al. (1985) ve Hammond et al. (1985) tarafından yapılmıştır. 

Nakamura et al. (1985) ilk defa trigliseridlerin lipaz katalizli esterleşmesini 

çalışmışlardır. Marty et al. (1990) oleyik asit ile etanol interesterleşmesinde tutuklanmış 

lipaz enzimi ile skCO2 ortamında ve  hekzanda  esterleşme tepkimesi gerçekleştirmiş ve 

enzimin karalılığının her iki ortamda da  aynı olduğunu  belirlemişlerdir. Dumont et al. 

(1992)  tutuklanmış mucor miehei ile mistrik asitin etanol ve n-hekzandaki tepkime hızı 

karşılaştırmış ve skCO2 ortamında tepkimenin n-hekzandakine göre 1,5 kat daha hızlı 

gerçekleştiğini bulmuşlardır. Benzer şekilde, Yasmin et al. (2006) etilen glikol ve etil 

asetatın Novozyme 435 varlığında  esterleşmesinde skCO2 ortamınında dönüşümün 

karbondioksitsiz ortama göre oldukça fazla olduğunu vurgulamışlardır. Basıncın etkisi 

8-12 MPa arasında incelenmiş ve 10 MPa basınca kadar arttığını daha sonra azaldığını 

belirlemişlerdir. Bunun nedeninin 10 MPa’nın altındaki basınç değerinde iki faz 

olduğunu (sıvı ve CO2 bakımından zengin faz), 10 MPa’dan sonra ise tek bir faz 

olduğunu öngörmüşlerdir. İki fazlı sistemde basıncın artması ile ürünlerin skCO2 

fazında çözünürlüğü artmış dolayısıyla basınç ile dönüşüm de artmıştır. Tek fazlı 

bölgede ise bütün bileşenler tek bir fazda bulunduğundan basınç ile dönüşüm azalmıştır.  

Romero et al. (2005) skCO2 ortamında izoamil alkolden izoamil asetat eldesinde çeşitli 

parametrelerin etkili olduğunu belirtmişlerdir. Açil verici olarak asetik asit, amonyum 

asetat, etil asetat ve asetik anhidrit kullanmışlardır. 313 K ve 15 MPa’da asetik anhidrit 

ile en yüsek verim elde edilmiştir (Şekil 2.19).   
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Şekil 2.19  15 MPa 313 K’de izoamil asetat üretimine açil vericinin etkisi 
                  (Romero et al. 2005) 
 

Şekil 2.20’de izoamil asetat üretiminde iki farklı enzim (Novozyme, Lipozyme) 

kullanıldığında  Novozyme enzimi ile dönüşümün Lipozyme enzimine göre 8,3 kat 

daha fazla olduğu belirlenmiştir. 

 
Şekil 2.20  15 MPa 313 K’de izoamil asetat üretimine enzim türünün etkisi  
                   (Romero et al. 2005) 
 

Düşük enzim miktarı ile yüksek miktarda esterleşme tepkimesi gerçekleştirilmesi 

ekonomik açıdan önemlidir. Romeo et al. (2005) enzim/girdi (E/S) oranının 6,25 g/mol 

üzerinde iken tepkime hızına ve esterleşme miktarına etkisini olmadığını, E/S oranının 

6,25 g/mol’den küçük olduğu zaman ise elde edilen  esterleşme yüzdesini  

etkilemezken, başlangıç tepkime hızını etkilediğini bulmuşlardır (Şekil 2.21).  
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Şekil 2.21 Enzim miktarının etkisi (Novozyme, g enzim/mol alkol) (Romero et al.   
                    2005) (●) 12,5 g/mol; (□) 6,25 g/mol; (▲) 5 g/mol; (○) 3,2 g/mol; (♦)1,5 g/mol  
 

İzoamil asetat sentezine 313 K’de 8-30 MPa basınç aralığında sıcaklığın esterleşme 

miktarına etkisinin önemsiz olduğu belirlenmiştir. Yang and Yang (1997) lipaz enzimin 

skCO2’de kararlılığını incelemişler ve aktiviteye basıncın etkisinin olmadığını 

bildirmişlerdir (Romero et al. (2005). Benzer bulgular Knez and Habulin (2002) 

tarafından da saptanmıştır. Lipaz ve esterazların CO2 etkisinden sonra enzim 

performansının değişmediğini gözlemişlerdir. 

 

İzoamil asetat sentezine 10 MPa sabit basınçta 313-333 K arasında sıcaklık etkisi 

araştırıldığında, esterleşme miktarı ve tepkime hızının  azaldığı saptanmıştır (Romero  

et al. 2005); ayrıca, n-hekzan ve skCO2 ortamları karşılaştırıldığında esterleşme 

yüzdesinin aynı olduğu; ancak, skCO2 ortamında substratın yayılması (difüzyonu) 

arttığından başlangıç tepkime hızının daha fazla olduğu belirlenmiştir.  

            
2.3.5 skCO2 ortamında enantiyoseçimli tepkimeler 

 

Süperkritik karbon dioksit ortamında lipaz katalizli enantiyoseçimli tepkimeler bir çok 

araştırmacı tarafından çalışılmış ve organik çözücüde yapılan tepkime ile 

karşılaştırılmıştır. Tepkimelerde, doğal olmayan ortamlarda kararlı olması nedeniyle 

genellikle lipaz enzimi kullanılmıştır.  
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Ikushima et al. (1993) sitronelol oleyik asit esterleşmesinde (Şekil 2.22) skCO2 

ortamında  kritik bölge yakınında sıcaklık ve basıncın tepkime hızı ve seçimliliğe 

etkisini incelemişlerdir. Tepkimeyi 7.58-19.30 MPa ve 304.1-313.1 K’de tutuklanmış 

candida cylindracea lipazı ile gerçekleştirmişlerdir. Kritik nokta yakınında basınç ile 

tepkime hızı artmış ve 8.41 MPa  da en yüksek tepkime hızına ulaşılmıştır. Sıcaklık ve 

basınç arttıkça stereoseçimlilik azalmıştır. 8.41 MPa ve 304.1 K’de saflık %100’e 

yaklaşmıştır. Bunun nedeni, kritik nokta yakınında CO2  toplanmasının enzimi deforme 

ederek S-(-)-sitronelol ile etkileşmeye uygun hale getirmesi ve böylece stereoseçimli 

tepkime olması olarak açıklanmıştır. Organik çözücü ile atmosferik şartlarda aynı 

esterleşme tepkimesi yapıldığında ise stereoseçimlilik gözlenmemiştir.  

 

 
 

Şekil 2.22 Sitronelol oleik asit esterleşmesi (Ikushima et al. 1993) 

 

Ikushima et al. (1995) skCO2 ortamında sitronelol oleik asit esterleşmesinde kritik 

nokta yakınındaki enzim ile CO2 etkileşmesini incelemişlerdir.  Tepkime, sürekli 

sistemde, tutuklanmış candida cylindracea lipazı ile 6.86 –19.0 MPa ve 304.1 K’de 

gerçekleştirilmiştir. 304.1 K’de, kritik nokta yakınında enantiyomerik aşırılığın en 

yüksek olduğu; ancak, kritik noktadan uzaklaştıkça basınç ile enantiyomerik aşırılığın 

azaldığı görülmüştür.  Stereoseçimliliğin kritik bölge yakınında fazla olmasının CO2 - 

enzim etkileşiminden kaynaklandığı düşünülmüştür (Şekil 2.23). Enzimdeki serin 

grubunun oksijeni ile yağ asitinin karbonu arasında kovalent bağın oluştuğu, buna bağlı 

olarak oluşan oksianyonun NH ile etkileşerek kararlı olduğu ve oluşan hidrofobik yüzün 

R-(+)-sitronelol’ün yaklaşmasını önlediği öngörülmüştür.   
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Şekil 2.23 Enzim ve girdi etkileşimi (Ikushima et al. 1995) 

 

Ikushima et al. (1996) skCO2 ortamında sitronelol n-valerik asit esterleşmesinde 

basıncın tepkime hızı ve enantiyomerik aşırılığa etkisini incelemişlerdir.  Tepkime, 

sürekli sistemde, tutuklanmış candida cylindracea lipazı ile 6,86-24,50 MPa ve 308,2 

K’de gerçekleştirilmiştir. Tepkime hızı basınç ile artmış, kritik nokta yakınında 

maksimum değere ulaşmıştır; ancak, kritik noktadan uzaklaştıkça basıncın artması 

tepkime hızını azaltmıştır.  Ayrıca, enantiyomerik aşırılık da kritik nokta yakınında 

maksimuma ulaşmıştır. Sonuç, CO2 molekülleri ve girdi etkileşimi ile açıklanmıştır 

(Şekil 2.24).  Buna göre; enzimdeki serin grubunun yağ asitinin karbon atomu ile 

oksianyon oluşturduğu ve NH grubu ile etkileşerek kararlı hale geldiği; ayrıca, CO2’in 

elektronları çekerek oksijen atomunda daha fazla negatif yük olmasını sağladığı 

karbonda oluşan pozitif yükün ise alkol ile nükleofilik etkileşimi artırdığı 

vurgulanmıştır.   
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Şekil 2.24 Enzim ve girdi etkileşimi,  A: CO2 (Ikushima et al. 1996) 

 

Cernia et al. (1994) skCO2 ortamında ikincil alkollerin (1-feniletanol, 1-

siklohekziletanol, trans-3-penten-2-ol, 2-oktanol, 6-metil-5-penten-2-ol) asetik anhidrit 

ile esterleşmesinde (Şekil 2.25) enantiyoseçimliliğe parametrelerin etkisini 

incelemişlerdir.    

 

 
Şekil 2.25  İkincil alkollerin asetik anhidrit ile esterleşmesi (Cernia et al. 1994) 

 

Tepkime, kesikli manyetik karıştırmalı sistemde, tutuklanmış pseudomonas lipazı ile 

15-25 MPa ve 40-150 ºC’de gerçekleştirilmiştir. Tutuklanmış ve serbest enzimde 

sıcaklığın enzim aktivitesine etkisi incelenmiş ve tutuklanmış enzimin 37-60 ºC’de 

kararlı olduğu serbest enzimin ise kararlı olmadığı bulunmuştur (Şekil 2.26).  
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Şekil 2.26  Sıcaklığın lipaz aktivitesine etkisi (Cernia et al. 1994) 

 

Tutuklanmış enzimin 20 MPa, 40 ˚C’de organik çözücü ve skCO2’deki kararlılığın 

inkübasyon süresine göre değişimi Çizelge 2.5’de verilmiştir 

 

Çizelge 2.5  Tutuklanmış enzimin organik çözücü ve skCO2’deki aktivitesi 
                     (Cernia et al. 1994) 
 

Enzim aktivitesi (%) 

Süre (h) skCO2 n-Hekzan Benzen Toluen 

0 100 100 100 100 

1 94 84 80 91 

2 88 72 68 73 

3 86 65 66 70 

8 83 59 62 64 
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 Tutuklanmış enzimin skCO2’de kararlı olduğu, organik çözücüde aktivitenin azaldığı 

hekzanda ise 8 saat sonunda  aktivitenin ilk değerinin  %50’sine ulaştığı görülmüştür. 

skCO2’de basıncın enzim aktivitesine etkisinin olmadığı görülmüştür (Çizelge 2.6). 

 

Çizelge 2.6  40 ºC ve 3 h inkübasyon süresinde basıncın  
                   enzim aktivitesine etkisi (Cernia et al. 1994) 
 

Basınç (MPa) Enzim aktivitesi (%) 

15 89 

20 86 

25 84 

 
 
skCO2 ve organik çözücülerdeki tepkime hızları karşılaştırıldığında, skCO2’deki kütle 

aktarım özelikleri ve yüksek yayınırlıktan dolayı tepkime hızının önemli ölçüde büyük 

olduğu belirtilmiştir (Şekil 2.27).    
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Şekil 2.27 skCO2 ve organik çözücülerde tepkime hızlarının (20 MPa, 40 ˚C)   
                  karşılaştırılması (Cernia et al. 1994) 
 
 
Çizelge 2.7’de farklı alkollerdeki dönüşüm ve enantiyomerik aşırılık değerlerinin skCO2  

ve organik çözücülerdeki karşılaştırması görülmektedir. skCO2 ortamında organik 

çözücülerden daha fazla ee ve dönüşüme ulaşılmıştır. 

 

Çizelge 2.7    Farklı alkollerdeki dönüşüm ve  enantiyomerik aşırılık değerlerinin  
                      skCO2  ve organik çözücülerdeki karşılaştırması (Cernia et al. 1994) 
 

                                                            Tepkime ortamı 
                             
                                    skCO2              n-Hekzan                Benzen               Toluen 

Alkol Dönüşüm 
% 

ee 
% 

Dönüşüm 
% 

ee 
% 

Dönüşüm 
% 

ee 
% 

Dönüşüm 
% 

ee 
% 

1-feniletanol 47 90 32 79 24 87 30 89 

Trans-3-
penten-2-ol 

53 89 16 11 25 38 19 65 

1-sikloetanol 27 88 15 40 16 54 15 56 

6-metil-
5hepten-2-ol 

30 76 15 37 11 40 15 30 

2-oktanol 23 87 19 30 15 41 19 56 
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Rantakyla and Aaltonen (1994)  ibuprofen n-propanol esterleşmesinde tepkime 

koşullarının enantioseçimliliğe etkisini incelemişlerdir.  Tepkime, kesikli ve manyetik 

karıştırmalı sistemde tutuklanmış muchor miehei lipazı ile 100-250 bar ve 35-60 ˚C’de 

gerçekleştirilmiştir. İbuprofen derişimi ile S-şeklinde ester oluşumu R-şeklinde ester 

oluşumundan daha hızlı artmıştır. S-şeklinde ester oluşumunda enantiyomerik aşırılık 

ibuprofen derişimi ile artmıştır (150 bar, 50 ºC’, % 15 dönüşüm)  (Şekil 2.28). 

 
Şekil 2.28  İbuprofen derişimi ile enantiyomerik aşırılığın değişimi  

                  (Rantakyla and Aaltonen 1994) 

 

Dönüşüm arttıkça enantiyomerik aşırılık azalmış, % 50 dönüşümden sonra ise 

enantiyomerik aşırılık hızlı bir şekilde azalmıştır (Şekil 2.29). 
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Şekil 2.29 Enantiyomerik aşırılığın dönüşüm ile değişimi  
                  (Rantakyla and Aaltonen 1994) 
 

Şekil 2.30’da iki farklı ibuprofen derişimi için tepkime hızı ve enantiyomerik aşırılığın 

basınç ile değişimi verilmiştir. Her iki girdi derişimi için de özellikle kritik nokta 

yakınında basıncın tepkime hızı üzerinde etkisinin büyük olduğu, enantiyomerik 

aşırılığa etkisinin ise belirsiz olduğu görülmüştür.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.30 Basıncın tepkime hızı ve enantiyomerik aşırılığa etkisi 
                  (Rantakyla and Aaltonen 1994) 
 

skCO2 ve organik çözücüdeki tepkime hızları karşılaştırılmış ve tepkime hızlarının 

birbirine yakın olduğu görülmüştür (Şekil 2.31). 
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Şekil 2.31 skCO2 ve organik çözücüde tepkime hızlarının karşılaştırılması 

                 (Rantakyla and Aaltonen 1994) 

  

Rantakyla and Aaltonen (1996)  3-(4-metokifenil) glisidik asit metil ester hidrolizinde 

su miktarı, girdi derişimi ve çözücü etkisini incelemişlerdir.  Tepkime, kesikli ve 

manyetik karıştırmalı sistemde, tutuklanmış muchor miehei lipazı ile 130 bar ve 40 

˚C’de gerçekleştirilmiştir. Su miktarının doygunluk seviyesinin altında ya da üstünde  

(suyun skCO2’de çözünürlüğü 2 mL/ L CO2) olması ve girdi derişiminin enantiyomerik 

aşırılığa etkisinin olmadığı görülmüştür (Şekil 2.32). 
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                                              (a) 

 

 
                                               (b) 
 
Şekil 2.32  a. su, b. girdi miktarının enantiyomerik aşırılığa etkisi  
                  (Rantakyla and Aaltonen 1996) 
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skCO2 ve toluen çözeltisinde tepkime süresi ile enantiyomerik aşırılıkdaki değişim 

karşılaştırıldığında, skCO2’de tepkime hızının önemli ölçüde büyük ( 5 kat kadar) 

olduğu gözlenmiştir ( 5 kat hızlı). skCO2’de % 87 enantiyomerik aşırılığa 5 h’de 

ulaşılırken toluen’de aynı değere 25 h’de ulaşılmıştır (Şekil 2.33). 

 

 
 
Şekil 2.33 skCO2 ve toluende tepkime süresinin enantiyomerik aşırılığa etkisinin  
                  karşılaştırılması  (Rantakyla and Aaltonen 1996) 

 
 

Bornscheuer et al. 1996 3-Hidroksioktanoik asit metil ester ve vinil asetat 

transesterleşmesinde (Şekil 2.34) çözücünün eantiyomerik aşırılığa etkisini 

incelemişlerdir. Tepkime kesikli ve manyetik karıştırmalı sistemde, serbest 

pseudomanos cepacia lipazı ile 130 bar ve 40 ˚C’de gerçekleştirilmiştir.   Tepkimenin 

izlenmesi yeni bir metod (UV fotometre) kullanılarak  yan ürün olan asetik aldehitin 

absorbans değeri ölçülerek dışarıdan etkilenmeden yapılmıştır.  
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Şekil 2.34  3-Hidroksioktanoik asit metil esterin vinil asetat ile transesterleşmesi 
                    (Bornscheuer et al. 1996) 
 

Organik çözücüde (n-hekzan ya da n-dodekan) tepkimenin skCO2’e göre daha hızlı 

olduğu bulunmuştur. skCO2’de % 30-40 dönüşüm ile % 90-99 enantiyomerik aşırılığa 

130 h’de (Şekil 2.35),  organik çözücüde ise aynı dönüşümde enantiyomerik aşırılık 

değerine 8 h’de ulaşılmıştır.    

 

 
Şekil 2.35  skCO2’de zamana karşı dönüşüm ve enantiyomerik aşırılık değerleri 
                   (Bornscheuer et al. 1996) 
 

Capewell et. al. (1996)  3-Hidroksi esterlerin asetat ile asetillenmesi ya da etanol 

kullanarak transesterleşmesinde (Şekil 2.36) işletim parametrelerinin enantiyomerik 

aşırılık ve aktiviteye etkisini incelemişlerdir. Tepkime, kesikli ve manyetik karıştırmalı 
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sistemde, tutuklanmış pseudomonas cepacia  lipazı ile 130 bar ve 40 ˚C’de 

gerçekleştirilmiştir.  

 

 
 

Şekil 2.36  3-Hidroksi esterlerin asetat ile asetillenmesi ya da etanol ile  
                   transesterleşmesi  (Capewell et. al. 1996) 
 

Tepkime karışımına %1 (v/v) yardımcı çözücü eklendiğinde, genellikle tepkime 

etkilenmemiştir. Sadece dodekan eklenmesi durumunda girdi ve ürünün optikçe saflığı 

artmıştır (Çizelge 2.8). 

 

Çizelge 2.8  40 ˚C, 130 bar’da çeşitli yardımcı çözücülerin (%1 v/v) enantiyomerik  
                     aşırılık ve dönüşüme etkisi  (Capewell et. al. 1996) 
 

Yardımcı çözücü %  ee (girdi) %  ee (ürün) %  Dönüşüm 

Standart 34 55 38 

Aseton 34 51 40 

Diklorometan 27 55 33 

t-bütanol 35 44 44 

Dodekan 42 63 40 
 

 

Lipaz enzimindeki aktivite kaybının skCO2’den mi yoksa biyodönüşüm sırasında mı 

olduğunu ayırt etmek için, skCO2 ortamında lipaz enziminin değişik sıcaklık ve 

basınçlarda inkübe edildikten sonra aktivitesi ölçülmüştür. Daha sonra aynı koşullarda 

tepkime gerçekleştirildikten sonra ölçülen aktivite değeri ile karşılaştırılmıştır (Çizelge 

2.9). skCO2 ortamında inkübe edilen lipazın aktivitesindeki kayıp çok az olmuştur ve % 

72-91 aktivite bulunmuştur; ancak, tepkime gerçekleştikten sonra ölçülen aktivitede 

büyük düşme gözlenmiş ve aktivitenin % 23-43 civarında olduğu belirlenmiştir. Bu 

durumda lipazdaki aktivite kaybının biyotransformasyon sırasında olduğu sonucuna 

varılmıştır. 
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Çizelge 2.9   skCO2 ve tepkimeden sonra lipaz aktivitesinin sıcaklık ve basınçla  
                      değişimi  (Capewell et. al. 1996) 

 
Deney no Sıcaklık (˚C ) Basınç (bar) Aktivite (%) 

1 50 110 91 

2 50 110 38 

3 50 130 37 

4 40 130 72 

5 40 130 43 

6 70 130 23 

7 40 130 85 
1, 4, 7: skCO2’deki inkübasyon(tepkime yok); 2, 5, 6: tepkimeden sonra 

 

3-Hidroksi esterlerin kinetik rezolüsyonu serbest ve tutuklanmış enzimde 

gerçekleştirildikten sonra, birinci tepkimede kullanılan enzimler, ikinci tepkimede tekrar 

kullanılmış ve tekrar enzim aktivitesi, enantiyomerik aşırılık ve dönüşüm değerleri 

belirlenmiştir (Çizelge 2.10). Her iki durumda da (serbest ve tutuklanmış) ikinci 

tepkimelerde birinciye göre dönüşüm ve enantiyomerik aşırılık değerlerinde düşme 

saptanmıştır. Celite’e tutuklanmış enzimin dönüşümü ikinci tepkimede önemli ölçüde 

azalmış (% 65’ten % 25), aktivitenin ise bütün enzimlerde ikinci tepkimede düştüğü 

belirlenmiştir.  

 

Çizelge 2.10  Serbest ve tutuklanmış enzimin skCO2’de (20 ˚C, 120 bar) birinci ve  
                       ikinci tepkimede kararlılığı (Capewell et. al. 1996) 

 
Lipaz % ee (girdi) % ee (ürün) % Dönüşüm % Aktivite 

Serbest 35 54 39 43 

Serbest 30 52 36 19 

VA-epoksi 19 53 37 3 

VA-epoksi 15 56 22 0.6 

Celite 32 17 65 39 

Celite 18 54 25 26 
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Serbest ve tutuklanmış enzimin uzun tepkime süresinde davranışı farklılık göstermiştir. 

Tutuklanmış enzimde 120 h’de yüksek enantiyomerik aşırılık ve dönüşüm değerine 

ulaşılırken serbest enzimde 240 h’de daha düşük enantiyomerik aşırılık ve dönüşüm 

değerine ulaşılmıştır.  

 

skCO2 ve n-hekzandaki enantimoyerik aşırılık değerleri karşılaştırılmış, dönüşüm ve 

girdinin enantiyomerik aşırılık değerleri birbirine yakın bulunmuştur. Ürünün 

enantiyomerik aşırılık değerinin ise organik çözücüde daha büyük olduğu belirlenmiştir 

(Çizelge 2.11).  

 
Çizelge 2.11  skCO2 ve organik çözücüde enantiyomerik aşırılık ve dönüşümün  
                       karşılaştırılması  (Capewell et. al. 1996) 
 

Çözücü % ee (girdi) % ee (ürün) % Dönüşüm Süre (h) 

n-hekzan 35 73 32 20 

skCO2 34 55 38 20 

n-hekzan 83 61 58 68 

skCO2 83 49 63 68 

 

Overmeyer et al. (1999)  1-feniletanol ile vinil asetat esterleşmesi ve ibuprofen ile 

etanol esterleşmesinde enantiyomerik aşırılığa tepkime koşullarının etkisini 

incelemişlerdir. Tepkime, kesikli ve manyetik karıştırmalı sistemde, tutuklanmış 

candida antarctica lipazı ile 10-30 MPa ve 40-160 ˚C’de gerçekleştirilmiştir.  Şekil 

2.37’de enzim aktivitesinin sıcaklık ile değişimi verilmiştir. 1-feniletanol için 

maksimum tepkime hızına 92 ˚C’de ulaşılmıştır. İbuprofen için tepkime hızı 90 ˚C’de 

maksimum olmuştur (Şekil 2.38). Tepkime hızı 1-feniletanol’den 10 kez daha yavaştır. 

Yüksek sıcaklıkta enzim kararlılığının azalması tepkime hızını da azaltmıştır.   
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Şekil 2.37  1-Fenil etanol için aktivitenin sıcaklıkla değişimi (Overmeyer et al. 1999) 

 

 
Şekil 2.38  İbuprofen için aktivitenin sıcaklıkla değişimi (Overmeyer et al. 1999) 

 

1-feniletanol için 160 ˚C’de dönüşüm gözlenmemiş, 150 ˚C’de tepkime hızı maksimum 

değerinin %5’ine ulaşmıştır. 136 ˚C’de dönüşümün 14 h’de % 37 olması enzimin hala 

aktif olduğunu göstermiştir (Şekil 2.39). 150 ˚C’de ise dönüşümün 30 h sonunda %10 

olduğunu belirlemişlerdir. 
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Şekil 2.39  Dönüşümün tepkime süresi ile değişimi (Overmeyer et al. 1999) 

 

Basıncın tepkime hızına etkisini incelediklerinde optimum tepkime hızını 15-20 MPa’da 

elde etmişlerdir (Şekil 2.40).  

 

 
Şekil 2.40  Basıncın tepkime hızına etkisi (Overmeyer et al. 1999) 

 

 



 82

1-feniletanol için % 50 dönüşüm ile girdi ve ürün için  % 99 civarında enantiyomerik 

aşırılığa ulaşılmış, sıcaklığın enantiyomerik aşırılığa etkisi olmadığı bulunmuştur. 

İbprofen için sıcaklık arttıkça enantiyomerik aşırılığın azaldığı saptanmıştır. 

 

Hartman et al. (2001)  3-hidroksi-5-fenil-4-pentenoikasitetilester (HPAE) hidrolizinde 

(Şekil 2.41) işletim parametrelerinin enantiyomerik aşırılığa ve dönüşüme etkisini 

incelemişlerdir. Tepkime, kesikli ve karıştırmalı sistemde, serbest pseudomonas cepacia 

lipazı ile 80-159 MPa ve 40-50 ˚C’de gerçekleştirilmiştir. 

 

 
Şekil 2.41  3-hidroksi-5-fenil-4-pentenoikasitetilesterin hidrolizi (Hartman et al. 2001) 

 

En kısa sürede en büyük enantiyomerik aşırılık değeri veren 15 ticari lipaz ve esteraz 

enzimi n-hekzan çözücüsünde taranmış ve pseudomonas cepecia lipazı, 

chromobacterium viscosum ve porcine pancreatic lipaz enzimleri için skCO2 ortamında 

dönüşüm ve enantiyomerik aşırılık değerleri belirlenmiştir. Chromobacterium viscosum 

ile yapılan tepkimede 110 bar’da 22.4 h’de % 50 dönüşüme ulaşılmış enantiyomerik 

aşırılık değeri girdi ve enzim için % 65 bulunmuştur. 95 h’de ise % 73.6 dönüşüm ile 

girdinin enantiyomerik aşırılığının % 75, ürünün enantiyomerik aşırılığın ise % 27 

olduğu saptanmıştır (Şekil 2.42). 
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Şekil 2.42 skCO2’de HPAE’nin chromobacterium viscosum ile hidrolizi 
                  (Hartman et al. 2001) 
  

Porcine pancreatic lipaz ile 110 bar’da 165 h’de % 12.9 dönüşüm ile girdinin 

enantiyomerik aşırılığı % 13.2, ürünün enantiyomerik aşırılığı ise % 89.8 olarak elde 

edilmiştir. Bu nedenle optimizasyon deneylerinde kullanılmamıştır. Pseudomonas 

cepacia lipaz ile tepkimede 15.5 h’de % 50 dönüşüm ile girdi ve ürün için %80 

enantiyomerik aşırılık değerleri elde edilmiştir (Şekil 2.43). Bu nedenle optimizasyon 

deneylerinde pseudomonas cepacia kullanılmıştır.    

 

 
Şekil 2.43  skCO2’de HPAE’nin pseudomonas cepecia ile hidrolizi  
                  (Hartman et al. 2001) 
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Girdi derişiminin artması (45 ˚C, 80 bar) enantiyomerik aşırılık ve tepkime süresini 

artırmıştır. Basınç arttıkça enentiyoseçimlilik artmış, 103 bar’dan sonra ise 

enantiyoseçimlilik azalmıştır (Şekil 2.44). 

 
Şekil 2.44  Basıncın enantiyoseçimliliğe etkisi (Hartman et al. 2001) 

 

103 bar’da sıcaklığın etkisi incelenmiş ve 45 ˚C’de en yüksek enantiyomerik aşırılığa 

ulaşılmıştır. Enantioseçimlilik yüksek sıcaklıkta azalmıştır; ancak, sıcaklık arttıkça % 

50 dönüşüm için gerekli süre azalmıştır (Çizelge 2.12) 

 

Çizelge 2.12 Sıcaklığın enantiyomerik aşırılığa etkisi (Hartman et al. 2001) 
 

T (˚C) t (h) 
(%50 dönüşüm) 

E 
 

ee (girdi) % ee (ürün) % 

40 4.0 53.4 87.6 91.4 

45 4.9 66.3 95.1 94.3 

50 3.1 29.6 91.0 87.0 

 

Çözücü etkisi incelendiğinde skCO2 ortamında tepkime süresi (5 h) uzun, 

enantiyoseçimlilik yüksek, n-hekzan’da ise tepkime süresi kısa (1.9 h) 

enantiyoseçimlilik yüksek bulunmuştur. 

 

Ottosson et al. (2002)  3-metil-2-bütonol’ün transesterleşmesinde enzimin 

enantiyoseçimliliğine çözücülerin etkisini incelemişlerdir (Şekil 2.45). Tepkime, kesikli 
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ve karıştırmalı sistemde, tutuklanmış candida antarctica lipazı ile 21.4 MPa ve 40˚C’de 

gerçekleştirilmiştir. 

 

 
Şekil 2.45  3-Metil-2-bütanolün candida cylindracea lipaz B, CALB ile kinetik  
                   rezolüsyonu (Ottosson et al. 2002)   
 

 Organik çözücünün enantiyoseçimliliğe önemli etkisi olduğu bulunmuştur. Sekiz farklı 

çözücüde (diklorometan, aseton, tetra hidro furan, dioksan, siklopentan, hekzan, cis-

dekalin, skCO2 enantiyomerik aşırılık değerleri ölçülmüş ve en iyi sonuç molekülü 

büyük ve hidrofobik çözücülerde (cis-dekalin, n-hekzan) elde edilmiştir. skCO2’de ise 

en düşük enantiyomerik oran elde edilmiştir (Şekil 2.46). 

 

 
Şekil 2.46 Çözücünün enantiyomerik orana etkisi (Ottosson et al. 2002) 
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Çözücülerin kaynama noktası skCO2’in kritik noktası birbirinden farklı olduğundan 298 

K’de skCO2’nin enantiyomerik oranı ekstrapolasyon ile bulunmuştur. 298 K’de 

enantiyomerik oranların çözücülerin van der Waals hacmine göre değişimi 

incelendiğinde çözücünün moleküler hacmi ile enantiyomerik oranın arttığı görülmüştür 

(Şekil 2.47). 

 

 
Şekil 2.47. 298 K’de enantiyomerik oranın çözücünün moleküler hacmi ile değişimi 
                  (Ottosson et al. 2002) 
 

Matsuda et al. (2003)  1-(p-klorofenil)-2,2,2-trifloroetanol’ün esterleşmesinde sıcaklık 

ve basıncın enantiyoseçimliliğe etkisini incelemişlerdir. Tepkime, kesikli ve karıştırmalı 

sistemde, tutuklanmış candida antarctica lipazı ile 8-19 MPa ve 40-60 ˚C’de 

gerçekleştirilmiştir (Şekil 2.48). 

 

 
Şekil 2.48  1-(p-klorofenil)-2,2,2-trifloroetanol’ün esterleşmesi  (Matsuda et al.  2003) 
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skCO2 ortamında 40 ˚C’de 9.1 ve 14.5 MPa’da çeşitli lipaz enzimleri taranmış ve en 

yüksek enantiyoseçimlilik tutuklanmış candida antarctica lipazı ile elde edilmiştir.  55 

˚C’de basıncın etkisi incelendiğinde basınç arttıkça enantiyomerik aşırılığın azaldığı 

belirlenmiştir. Basınç 8 MPa’dan 19 MPa’ çıktığında,  enantiyomerik oran 50’den 10’a 

düşmüştür.  Enantiyomerik aşırılık düşük sıcaklıklarda (31 ˚C, 40 ˚C) basınç ile hızla 

düşerken, yüksek sıcaklıklarda (55 ˚C, 60 ˚C) düşüşün daha yavaş olduğu belirlenmiştir 

(Şekil 2.49).   

 
Şekil 2.49   1-(p-klorofenil)-2,2,2-trifloroetanol’ün esterleşmesinde  
                    enantiyoseçimliliğe sıcaklık ve basınç etkisi (Matsuda et al. 2003) 

 

 
2.3.6 Lipazların yapısı ve arayüzey aktivasyon mekanizması 

 

Lipazların üç boyutlu yapıları ilk olarak Brandy et al. (1990) ve Winkler et al. (1990) 

tarafından sırasıyla Mucor miehei ve insan pancreas lipazı için X ray kristalografi 

kullanılarak belirlenmiştir (Gandhi et al. 2000, Kapucu 2003). Günümüze kadar farklı 

kaynaklardan lipazların yapıları incelenmiştir. Humicolo lanuginosa lipazı (HLL) için 

üç boyutlu yapı Şekil 2.50’de verilmiştir. Bu yapıların temel özelikleri α/ β-hidrolaz 

katlanması (merkezde her iki taraftan  α- heliksler ile kaplanan hidrofobik β- düzlemi), 

Ser-His-Asp/Glu katalitik üçlüsünden oluşan aktif konum, bir oksianyon boşluğu ve pek 

çok durumda aktif konumu kapatan α- heliksten oluşan bir kapak (lid) içermeleridir. 

Lipazların aktif konumları, serin proteazların aktif konumlarına kimyasal olarak benzer; 
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ancak, yapısal olarak farklıdır; aktif serin kalıntısını destekleyen ana zincirin polaritesi 

lipazlara terstir.  

 

Lipaz ile ilgili yapılan çalışmalarda, katalitik serinin merkezi β- düzlemi üzerinde tam 

aynı yerde, aktif konumdaki Asp/Glu farklı lipazlarda farklı yerlerde olduğu 

bulunmuştur. His ise tüm lipazlarda benzer şekilde diğer iki kalıntıya (Ser-Asp ya da 

Ser-Glu) bağlıdır (Kapucu 2003). 

 

Lipazların en önemli özeliklerinden birisi arayüzey aktivasyonudur. Çok düşük substrat 

(lipid) derişimlerinde ve sulu çözeltilerde enzimler aktif değildir. Arayüzeyde lipazların 

aktiviteleri ilk olarak Sadra and Desnuelle (1960) tarafından belirlenmiştir (Gandhi et 

al. 2000). Substrat derişimi lipid miselleri oluşturmak için yeterince büyük olduğunda 

enzim aktif olur. Arayüzey aktivasyonuna uğrayan lipazlardaki olay aşağıdaki gibidir; 

lipaz iki ya da daha fazla yapı içerir. Bunlardan biri aktif konumdaki katalitik üçlüyü 

kapatan yapısal elementlerin (α-heliks) olduğu yapı (inaktif form), diğeri ise arayüzey 

aktivasyonu sırasında bu kapağın açılması ile arayüzey alanının artması böylece aktif 

konumun daha  fazla  substrat almak için uygun  olduğu yapıdır (inaktif form) (Şekil 

2.50). Su-yağ arayüzeyinin  aktif konuma doğru bu α-heliks hareketini başlattığı 

varsayılır. Kapağın hareketi ile sadece aktif konum ortaya çıkmamakta, ayrıca polar 

olmayan hidrofobik yüzeyde artış olmaktadır (Gandhi et al. 2000). Arayüzey 

aktivasyonuna uğrayan bütün lipazlarda  aktif konumları kapayan kapak (lid) vardır; 

ancak, kapak yapısı büyük ölçüde değişmektedir. Yaygın olarak tekrarlanan bir yapısı 

yoktur.  Lipaz mekanizması  henüz tam olarak aydınlatılamadığından  çalışmalar devam 

etmektedir. 
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Şekil 2.50  Humicolo lanuginosa lipazının (HLL) için üç boyutlu yapısı. 
A) inaktif form  B) aktif form. Karboksilik asit (kırmızı); hidrofobik bölge  
(sarı); katalitik üçlü; (yeşil) 
http://www.biophysj.org/cgi/content/full/82/5/2709, 2007 
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2.3.7  Lipaz katalizli esterleşme mekanizması 

 

Lipaz katalizli esterleşme mekanizması serin protezın mekanizmasına benzer ve iki 

tetrahedral ara ürün içerir (Şekil 2.51). İlk tetrahedral ara bileşik katalitik üçlü 

üzerindeki serin kalıntılarının  asit üzerine nükleofilik bombardımanı ile oluşur ve bu 

ara üründen açil-enzim kompleksi vermek üzere bir su ayrılır. Ser nükleofil, His 

kalıntısındaki imidazol halkası ise baz olarak davranır. Organik çözücüde enzimin açil 

verici (vinil asetat) ile etkileşimi sonucu açil-enzim kompleksi (E-Ac) oluşur. Alkol 

(R*OH) ile tepkimesi  sonucu ise ester ve serbest  enzim elde edilir (Ema 2004). 

 

 

 
Şekil 2.51 Lipaz katalizli esterleşme mekanizması (Ema 2004) 
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2.3.8 Lipazların kiral tanıması 

 

Enzimatik tepkimelerde enantiyoseçimliliğin mekanizması çeşitli modellerle 

açıklanmıştır. En eski model Prelog (1964) tarafından ortaya atılmıştır, ketonların 

alkoldehidrojenaz ile  indirgenmesinde  enantiyoseçimliliği karbonil grubuna bağlı olan 

substituentlerin enantiyoseçimliliğini belirlemiştir. Diğer modeller substrat ve enzimin 

aktif kısmının şekli ve boyutu ile enantiyoseçimliliği açıklamışlardır (Ghanem et al. 

2005).  Örneğin Kazlauskas et al. (1991) küçük ve büyük substituente sahip olan 

substratın (örneğin ikincil alkol, Şekil 2.52) tepkimesinde enantiyoseçimliliği, hızlı 

tepkimeye giren enantiyomerin enzimin aktif kısmına uygun şekilde bağlandığını yavaş 

tepkimeye giren enantiyomerin ise büyük substituentin enzimin küçük bölgesine 

bağlanmasıyla açıklamıştır; ancak,  bu kural ikincil alkoller için geçerli olup, birincil 

alkoller ve karboksilik asitler için  uygulanamamaktadır. 

 

 
Şekil 2.52 a. hızlı tepkimeye giren enantiyomer, b. yavaş tepkimeye giren enantiyomer   
                  (Ghanem et al. 2005) 
 

Cylerg et al. (1994)  CRL (candida rugosa)’nin kiral fosfonat ile etkileşimini 

incelemişlerdir. Her iki durumda da izopropil substitientlerin enzimin büyük hidrofobik 

bölümüne yerleştiğini ve (1S)-mentil esterin hidrolizinde ara ürün olan (1S)-mentil 

fosfonatın katalitik His e ait olan imidazol halkasını iteklediğini sonuç olarak hidrojen 

bağlarından bir tanesinin yok olduğunu belirtmiştir (Ema 2005). (1S) enantiyomerin 

yavaş tepkimeye girmesinin nedeninin H bağındaki bozulma olduğunu öne sürmüşlerdir 

(Şekil 2.53).   
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Şekil 2.53 CRL kristalinin  a) (1R)-mentil hekzilfosfonat ve b) (1S)-mentil hekzil  
                  fosfonat ile etkileşimi (Ema 2004) 
 
 
2.4 Kaynak Araştırması Değerlendirme 

 

1) Süperkritik akışkan çözücü özelikleri sıcaklık ve basınçla büyük ölçüde değişmekte 

ve bu hassasiyet SKA’da çözücü-çözünen ya da çözünen-çözünen moleküllerarası 

etkileşimleri kontrol etmede önem kazanmaktadır.   

 

2) Çözücünün enzim aktivitesini büyük ölçüde etkilediği belirlenmiştir. CO2 ortamında 

lipazın aktivitesindeki azalma CO2 ve enzim arasındaki etkileşime bağlı olarak 

açıklanmıştır; ancak, skCO2’de gözlenen inhibisyon tamamen tersinirdir. 

 

3) Sıcaklık enzimi inhibe etmektedir; ancak, her bir enzimin aktif olduğu sıcaklık aralığı 

farklıdır.  

 

4) Basınç, enzim aktivitesini değiştirmemekte; ancak, CO2 ve enzim etkileşimi enzimin 

konformasyonunu değiştirdiğinden enantiyoseçimliliği etkilemektedir.  Yüksek 

sıcaklıklarda basıncın etkisi daha belirgindir. 

 

5) Hidrofilik çözücüler suyu daha fazla sıyırma eğilimindedir. Hidrofobik çözücülerde 

enzim aktivitesi ve  tepkime hızı hidrofilik çözücülere göre daha büyüktür. Aktivitedeki  

kaybın hidroliz sistemlerinde eklenen suyun içerisinde enzimin uzun süre kalmasına 

bağlı olduğu vurgulanmıştır. 
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6) Enzim aktivitesi pH’a da duyarlıdır. pH= 7 ya da yakın pH’larda en yüksek tepkime 

hızı elde edilmiştir. Asidik ve bazik pH’lar enzimi bozmaktadır.  

 

7) Atmosferik koşullardaki tepkime hızı ve enantiyomerik aşırılık karşılaştırıldığında 

her iki ortamında avantajlı olduğu durumlara rastlanmıştır.  

 

 8) Süreli yayınlardaki bulgulardan elde edilen sonuçlara göre, skCO2 ortamında 

enzimatik tepkimede sıcaklık, basıncın, pH’ın tepkime hızına ve  enantiyomerik 

aşırılığa etkisi belirgin değildir, tepkime koşullarına ve kullanılan girdi ve enzime göre 

değişmektedir.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 94

3.  MATERYAL VE YÖNTEM 

 

3.1 Materyal 

 

Başlangıç maddelerinden, 6-asetoksi-3metoksisiklo-2-heksen-1-on sentezinde; 1,3-

siklohekzandion, metanol ve titanyum klorür, benzoil-benzoin sentezinde; benzil, 

benzaldehit ve  dimetilformamid (Merc), benzoin sentezinde ise sentezlenen benzoil-

benzoin yanında  FLUKA enzim kiti (Porcine pancreas, Candida antarctica, 

Aspergillus, Candida cylindracea,,  Pseudomonas florescens, Hog pancreas, Mucor 

miehei, Rhizopus niveus, Pseudomonas cepacia, Rhizopus arrhizus),  organik çözücü 

olarak, dimetil sülfoksit (DMSO), aseton, N,N-dimetilformamid (DMF), tetrahidrofuran 

(THF), asetonitril, n-hekzan, siklohekzan, etil asetat kullanılmıştır.  Organik çözücüler 

ve dönüşüm kontrolü için kullanılan silika jel ile kaplanmış aluminyum levhadan 

yapılmış ince tabaka kromatografisi (TLC) Merck’den temin edilmiştir. 

 

3.2 Deney Yöntemi 

 

Başlangıç maddelerinden, 6-asetoksi-3-metoksisiklo-2-heksen-1-on ve benzoil 

benzoinin atmosferik koşullarda, benzoin ve 6-hidroksi-3metoksisiklo-2-heksen-1-on 

ise süperkritik akışkan ortamında sentezi aşağıda açıklandığı şekilde gerçekleştirilmiştir.  

 

3.2.1   6-Asetoksi-3-metoksisiklo-2-heksen-1-on (6-asetoksi enon) sentezi  

 

1 gram 1,3-siklohekzandion 30 mL metanolde çözülmüş ve manyetik karıştırıcı ile 

karıştırılırken 0,8 mL titanyum klorür eklenmiştir. Tepkimenin tamamlandığı TLC ile 

kontrol edilmiş ve tepkime tamamlandıktan sonra elde edilen 3-metoksi siklo-2-heksen-

1-on maddesini tepkime ortamından ayırmak için etil asetat/hekzan (2/1) karışımı ile 

preparatif (flash) kolon kromatografi ile süzme işlemi gerçekleştirilmiştir. Süzme 

işleminden sonra organik çözücüler döner buharlaştırıcı ile uzaklaştırılmıştır. Geride 

kalan tepkime ürününün üzerine su eklenmiş ve ayırma hunisinde kloroform ile 

ekstraksiyon yapılmıştır (Queseda et al. 1978). Organik çözücüler uzaklaştırıldıktan 

sonra 2,45 g  (0,02 mol) 3-metoksisiklo-2-heksen-1-on, 75 mL siklohekzanda çözünmüş 



 95

ve 17,3 g  (0,08 mol) mangan (III) asetat (Mn(OAc)3) eklenerek 48 saat geri akım 

yapılarak 6-asetoksi 3-metoksisiklo-2-heksen-1-on elde edilmiştir. Tepkime Şekil 

3.1’de verilmiştir. Tepkimenin tamamlandığı TLC ile kontrol edilmiştir. TLC plakalar 

üzerindeki görüntüler 254 nm kısa dalga boyunda UV lamba altında gözlenmiştir. Etil 

asetat/hekzan (1/2) karışımı ile kolonda süzme yapılarak organik çözücüler döner 

buharlaştırıcı ile uzaklaştırılmıştır (Demir ve Şeşenoğlu, 2002).  

 
O

O

TiCl4
CH3OH

O

OCH3

O

OCH3

AcOMn(OAc)3

3-metoksisiklo-2-heksen-1-on 6-asetoksi-3-metoksisiklo-2-heksen-1-on1,3-siklohekzandion  

Şekil  3.1  6-Asetoksi 3-metoksisiklo-2-heksen-1-on sentezi 

 
3.2.2  Benzoil-benzoin sentezi 
 
 
1050 mg benzil ile 503 mg benzaldehit  3 mL dimetil formamid (DMF) içerisinde 

çözülmüş ve manyetik karıştırıcı ile karışırken 66 mg potasyum siyanür (KCN) 

eklenmiştir. Benzoil-benzoin oluşumu TLC ile izlenmiştir. Tepkime tamamlandıktan 

sonra benzoil-benzoini safsızlıklardan ayırmak için etil asetat/hekzan (1/7) karışımında 

silica jel 60 (mesh size 40-63 µm) ile kolon kromatografide süzme yapılmış ve organik 

çözücüler döner buharlaştırıcı ile uzaklaştırılmıştır  (Kuebrich and Schowen, 1971). 

Tepkime ve simetrik olmayan benzoil-benzoin tepkime mekanizması Şekil 3.2’de 

verilmiştir. Güçlü bir nükleofil olan benzil ve potansiyel elektrofil olan 2-

triflorometilbenzaldehit çözeltisi DMF içerisinde KCN  ile tepkimeye girmektedir. 
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Bz: benzen, Ar: Aril 

 

Şekil 3.2 a. Benzoil-benzoin sentezi, b. simetrik olmayan benzoil-benzoin tepkime  
                mekanizması 
              
 
3.2.3 Süperkritik akışkan ortamında benzoin sentezi 
 
 
Benzoinin kesikli skCO2 ortamında sentezi laboratuvar  ölçekli Süperkritik Akışkan 

Tepkime Sisteminde  (SFX™ 220 Model, ISCO Inc, Linchon, NE) incelenmiştir. SKA 

olarak  %  99,95 saflıkta CO2 (Habaş A.Ş., Gebze) kullanılmıştır. Sistemin şematik 

gösterimi Şekil 3.3’de verilmiştir. Sistem, CO2 tüpü (1), CO2 ve yardımcı çözücü 

beslemesi için yüksek basınçlı pompa (2, 3), sıcaklık kontrollü yüksek basınç tepkime 

sistemi (4), dolgulu kolon tipi tepkime kabı (5), kontrol ünitesi (6), sıcaklık kontrollü 
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ayarlanabilir vana ve örnek alma vanası (7), yardımcı çözücü (8) olmak üzere 8 ana 

bölümden oluşmaktadır. Çıkış bölgesi sıcaklığı restriktör yardımıyla kontrol edilmekte 

ve CO2’in soğutulması bir soğutucu ile yapılmaktadır.  CO2 ve girdiler sisteme iki farklı 

pompa ile beslenmektedir. Bu çalışmada sadece CO2 pompası kullanılmış ve sisteme 

girdiler tepkimeden önce yerleştirilmiştir. Tepkime yüksek basınca dayanıklı ve dolgu 

maddesi içeren 10 mL hacminde bir tepkime kabında gerçekleştirilmiştir. 

 

 
Şekil 3.3 Süperkritik akışkan tepkime sistemi  
               (1:  sıvı CO2 tüpü, 2: CO2 için piston pompa, 3: yardımcı çözücü beslemesi  
               için yüksek basınç piston pompa, 4: sıcaklık kontrollü yüksek basınç   
               tepkime sistemi, 5: dolgulu kolon tipi tepkime kabı, 6: kontrol ünitesi,  
               7:sıcaklık kontrollü ayarlanabilir vana ve örnek alma vanası, 8: yardımcı     
               çözücü 
                 

Rasemik benzoil-benzoin’den (% 50 R, % 50 S) süperkritik akışkan ortamında  kiral 

benzoin sentezi (Şekil 3.4) için değişik deney koşullarında (T=30-45 °C, P=70-150 bar, 

pH= 5-9) çalışılmıştır. Deneyler girdi/enzim kütle oranı 4-0,5 alınarak yapılmıştır. 30 

mg benzoil-benzoin 1 mL organik çözücüde çözünmüş, 30 mg enzim ise fosfat 

tamponunda  (pH= 5-9, 8 mL) çözüldükten sonra karıştırılarak 10 mL’lik tepkime 

kabına konmuştur. Sisteme CO2 gönderilerek tepkime kabındaki basınç istenilen değere 

ayarlanmıştır. Belli tepkime süresinin ardından tepkime ürünleri ve dönüşmeyen girdiler 

1

2 
3 

4 

5 

6 
7 

8 
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toplama kabına gelmeden önce ısıtılmış olan restriktörden geçirilerek basınç 

düşürülmüş ve gaz faza geçen CO2 uzaklaşmıştır. Toplama kabına biriken örneğin 

üzerine etil asetat eklenip ekstraksiyon yapılmış ürünün su fazında çözünmüş olan 

enzimden ayrılması sağlanarak tepkime durdurulmuştur. Ürün oluşumu ince tabaka 

kromatografi (TLC) ile izlenmiştir. Ürün etil asetat fazından kapiler ile alınarak 

referanslar (benzoin ve benzoil-benzoin) ile birlikte TLC tabakaya ekilmiş ve etil 

asetat/hekzan (1/3) karışımında TLC çözeltisinde yürütülmüştür. Ürünlerin 

enantiyomerik  aşırılığı yüksek basınç sıvı kromatografisi (HPLC) analizleri ile 

belirlenmiştir. SKA ortamında deneyler tekrarlanarak test edilmiştir (EK 3, Çizelge 1).  

 

O

O

O

O

O

O

O

enzim, tampon çöz.

organik çöz.

OH

Benzoil-benzoin

Benzoin

+

Benzoil-benzoin  
Şekil 3.4 Benzoin tepkimesi 

 

3.2.4  Enzim taraması 

 

skCO2 ortamında kiral benzoin sentezinde en uygun enzimi belirlemek amacıyla 

FLUKA’dan sağlanan Lipaz enzimleri (Candida antarctica, Rhizopus arrhizus, 

Candida cylindracea, Pseudomonas cepacia, Aspergillus, Rhizopus niveus, Hog 

pancreas, Pseudomonas fluorescens, Mucor miehei, Porcine pancreas) ile enzim 

taraması yapılmış, benzoil-benzoinden benzoine dönüşüm kontrolü 35 ºC sıcaklık  ve 90 

bar basınçta incelenmiştir.  
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3.2.5  Atmosferik koşullarda benzoin sentezi 

 

Rasemik benzoil-benzoinden atmosferik koşullarda  kiral benzoin sentezi için 40 °C’de 

çalışılmıştır. Deneyler girdi/enzim kütle oranı 1 alınarak yapılmıştır. Erlende 30 mg 

benzoil-benzoin 1 mL organik çözücüde çözünmüş, 30 mg lipaz enzimi ise fosfat 

tamponunda  (pH=7, 8 mL) çözüldükten sonra benzoil-benzoin çözeltisine eklenerek 

tepkime başlatılmıştır. Tepkime karışımı manyetik karıştırıcı ile karıştırılmıştır. Belli 

sürelerde 24 saat boyunca ortamdan örnek alınarak etil asetat ile ekstraksiyon yapılmış 

ve etil asetat fazından alınan örnek TLC ile  analiz edilmiştir. 

 

3.2.6 Enzim kararlılığı 

 

Enzim kararlılığı ve aktivitesinin incelenmesi amacıyla skCO2 ortamında 90 dakika 

bekletilmiş enzimin atmosferik koşullardaki esterleşme aktivitesi belirlenmiştir.  

 

Candida cylindracea lipazının aktivite ve kararlılığının incelenmesi amacıyla skCO2 

ortamında bekletilmiş enzim, atmosferik koşullarda oleyik asitin oleyil alkol ile 

esterleşme tepkimesinde kullanılmış ve alınan örneklerdeki oleyik asit derişimleri 

belirlenerek taze enzim ile atmosferik koşullarda elde edilen sonuçlarla 

karşılaştırılmıştır.  

 

Candida cylindracea lipazı skCO2 ortamında 90 bar basınç değerinde üç farklı 

sıcaklıkta (35, 40, 45 ºC) 90 dakika bekletilmiştir. Deneyler, enzim/girdi (kütle) oranı % 

1,5  ve oleyik asit/oleyil alkol mol oranı 1,33/1 alınarak 50 ºC, 200 rpm koşullarında 

gerçekleştirilmiştir (Kapucu, 2003). 

 

3.3 Analitik Yöntem 

 

3.3.1 Enzim aktivitesi için oleyik asit derişiminin belirlenmesi 

 

Enzim aktivitesi bir esterleşme tepkimesi (oleyik asit ve oleyil alkol) ile belirlenmiştir 

(Kapucu 2003). Tepkime ortamından ilk 60 dak alınan örnekler  (0,5 g) 10 mL etanol 
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(% 96’lık etanol içinde kütlece % 0,1 fenolftalein çözeltisi) içinde çözülerek 0,1 N 

NaOH ile titre edilmiştir. Titrasyon ile ortamdaki oleyik asit derişimi belirlendikten 

sonra stokiyometrik olarak oleyil oleat derişimi ( mol ester /g enzim) bulunmuştur. 

Detaylı analiz yöntemi ve örnek hesaplama EK 1’de verilmiştir. 

 

                       Oleyik asit + Oleyil alkol                      Oleyil aleat 

 

3.3.3 Enantiyomerik aşırılığın belirlenmesi 

 

Benzoin ve benzoil-benzoininin enantiyomerik aşırılıklarının HPLC ile belirlenebilmesi 

için Çizelge 3.1’de verilen koşullar kullanılarak analiz yöntemi geliştirilmiştir. Örnek 

kromatogram EK 2’de verilmiştir. 

 

Çizelge 3.1 HPLC analiz koşulları 
 
Kolon Daicel Kiralpak OD (0,46 cmx 25 cm) 
Sıcaklık 20 ºC 

Dedektör UV 

Dalga boyu 254 nm 

Taşıyıcı çözelti hekzan/propanol:  9/1 

Akış hızı 0,80 mL/dak 

Enjeksiyon hacmi 15 µL 
 
 
3.4 Deneysel Tasarım ve Yanıt Yüzey Yöntemi (RSM) ile Optimizasyon 
 

Yanıt Yüzey Yöntemi (RSM) problemlerin analiz edilmesi ve modellenmesi için 

matematik ve istatiksel yöntemlerden oluşur.   

 

Çalışmada kiral benzoin sentezinde en uygun koşulların belirlenmesi amacıyla, 

istatistiksel optimizasyon yöntemi olan Yanıt Yüzey Yöntemi uygulanmıştır. Kiral 

benzoin oluşumuna , sıcaklık, basınç, pH etkileri incelenmiştir. Bu üç bağımsız 

değişken (k=3) için 23 faktoriyel merkezi bileşen tasarımı uygulanmıştır.  Faktoriyel 



 101

tasarım, 8 faktoriyel nokta  (2k), 6 eksenel nokta  (2k) ve merkez noktalardaki 6 

deneyden oluşmaktadır.  

 

Y  yanıtı için üretilen 2. derece polinom model aşağıda verilmiştir: 
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     (3.1)                     

 

Eşitlik 3.1’de verilen 2. derece polinom katsayılarının belirlenmesi için 20 noktada 

(N=2k+2k+n0, k=3) deney gerekmektedir. 

 

Eşitlik 3.1’de Y, alınan yanıtı, x1, x2, x3, ise kodlanmış bağımsız değişkenleri, β0 kayma, 

βi, i=1..3 katsayılar lineer katsayılar, 2
iβ katsayıları kuadratik katsayılar, çarpım 

şeklindeki katsayılar iç etkileşim katsayıları, ε  deneysel hatadır.  

 

Bağımsız değişkenlerin kodlanmış şekli aşağıdaki gibidir: 

 

i

ii
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XX
x

∆
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=
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                  (3.2) 

 

Yukarıdaki denklemde xi i. bağımsız değişkenin kodlanmış değeri, Xi bağımsız 

değişkenin gerçek değerini, *
iX merkez noktadaki gerçek değerini, ∆Xi  basamak 

değişimini gösterir.  

 

Kiral benzoin sentezi için tasarımda yer alan bağımsız değişkenler Çizelge 3.2’de 

seçilen bağımsız değişkenlerin gerçek ve kodlanmış değerleri Çizelge 3.3’deverilmiştir. 
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Çizelge 3.2 Deney tasarım yönteminde kullanılan bağımsız değişkenler 
 
Bağımsız değişken Tasarım değişkeni 

Sıcaklık (ºC) X1 

Basınç (bar) X2 

pH X3 

 

 
Çizelge 3.3 Kiral benzoin sentezinde bağımsız değişkenlerin bağımsız ve kodlanmış  
                   değerleri 
 
Bağımsız değişkenler Aralık ve seviyeleri 

Kodlanmış Gerçek -1,68 -1 0 1 1,68 

X1 T, ºC 31,59 35,00 40,00 45,00 48,41 

X2 P, bar 63,18 70,00 80,00 90,00 96,82 

X3 pH 3,64 5,00 7,00 9,00 13,36 
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI 

 

Atmosferik koşullarda benzoil-benzoin’den çıkılarak benzoin sentezi porcine pancreas 

ve candida cylindracea lipazları ile incelenmiş, porcine pancreas lipazı ile ürünün 

rasemik karışıma yakın olduğu (ee = % 5,  24 saat tepkime süresi) belirlenirken, 

candida cylindracea lipazı ile ürün gözlenememiştir. 

 

Geleneksel olmayan tepkime ortamlarından olan süperkritik akışkanlar fiziksel 

özeliklerinin sağladığı avantajlar nedeni ile enzimatik tepkimeler için tercih sebebidir. 

Bu çalışmada atmosferik koşullarda enantiyomerik aşırılıkta sentezlenemeyen benzoin 

ve 6-hidroksi-3metoksisiklo-2-heksen-1-on maddelerinin enzimatik sentezi bir yeşil 

kimya prosesi olan süperkritik akışkan ortamında araştırılmış ve bulgular aşağıda 

verilmiştir.  

 

4.1 Enzim Taraması 

 

Süperkritik akışkan ortamında benzoil-benzoinden benzoin sentezi için FLUKA’dan 

sağlanan lipaz enzimleri ile tarama yapılmıştır. On farklı lipaz enzimi (Candida 

antarctica, Rizopus arrhizus,  Candida cylindracea, Pseudomonas cepacia,  

Aspergillus, Rhizopus niveus, Hog pancreas, Pseudomonas fluorescens, Mucor Miehei, 

Porcine pancreas) ile  ürün dönüşümü   35 ºC sıcaklık  ve 70-90 bar basınç aralığında, 

girdi /enzim kütle oranı 4-0,25 arasında incelenmiştir. Ürün dönüşümü TLC ile 

izlenmiştir. TLC analizi sırasında ürün ve girdinin belirgin bir şekilde görülebildiği 

girdi/enzim oranı 2 ve 1 olarak belirlenmiş ve en küçük girdi/enzim oranında 

(girdi/enzim=1/1) deneyler gerçekleştirilmiştir. Bulgular Çizelge 4.1’de verilmiştir. 

Ürünün yüksek girdi/enzim oranında TLC’de izlenebilme nedeninin hidroliz 

tepkimesinde, enzimin aktivite gösterebilmesi için gerekli bağıl suyun dışında bulunan 

suyun girdinin enzime ulaşmasını zorlaştırmasından kaynaklanabileceği düşünülmüştür; 

ayrıca, su miktarının fazla olması enzimin hareketliliğini artırarak enzimin 

denatürasyonuna neden olmuştur (Fontes et al. 1998). Tepkimenin gerçekleştiği 

sistemde karıştırma yapılamaması da tepkimede gereken enzim miktarını artırmıştır. 

Benzer bulgular Hooker et al. (2002) tarafından da elde edilmiştir. Enzim katalizli 
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oligomer hidrolizinde karıştırma hızının tepkimede gerekli enzim miktarını azalttığını 

belirlemişlerdir. Karıştırma hızını 0-150 rpm arası artırdıklarında hidroliz miktarı 

yaklaşık 10 kat artmıştır. Laudani et al. (2006) çalışmalarında lipaz aktivitesinin 

tepkime karışımındaki biyakatalizör miktarına bağlı olduğunu, tepkime başlangıç 

hızının enzim miktarı ile arttığını bulmuşlardır. Enzimatik tepkimelerde her ne kadar 

enzim miktarının düşük olması tercih edilse de sentezlenen benzoinin ekonomik değeri 

düşünüldüğünde bu durum göz ardı edilebilir. Şöyle ki; rasemik benzoinin 250  

miligramı yaklaşık 20 dolara malolurken (R) ve (S) – benzoinin her birinin 100 mg 

fiyatı 300 dolar mertebesindedir. Candida cylindracea lipazının 10 gramının fiyatı ise 

80 dolardır. Bu durumda enzim miktarının fazla (girdi/enzim=1/1) olmasının, elde 

edilecek ürünün değeri düşünüldüğünde çok önemli olmadığı açıktır. 

 
Çizelge 4.1 Enzim taraması (T=35 ºC  P=90 bar) 
 

Enzim kaynağı Dönüşüm Süre 

Candida antarctica Var 9 saat 30 dak. 

Rizopus arrhizus Yok 12 saat 

Candida 

cylindracea 

Var 50-60 dak. 

Pseudomonas 

cepacia 

Yok 12 saat 

Aspergillus Var 12 saat 

Rhizopus niveus Yok 12 saat 

Hog pancreas Yok 12 saat 

Pseudomonas 

fluorescens 

Yok 12 saat 

Mucor Miehei Yok 12 saat 

Porcine pancreas Var  12 saat 

 
 
İncelenen on adet lipazdan sadece dört tanesi (candida antarctica, candida cylindracea, 

Aspergillus, porcine pancreas) ile ürün dönüşümü sağlanabildiği ince tabaka 

kromatografisi (TLC) ile belirlenmiştir. Atmosferik koşullarda porcine pancreas lipazı 

ile tepkime süresi 24 saat iken süperkritik koşullarda bu süre 12 saate düşmüştür. Ürün 
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varlığı saptanan örnekler,  HPLC ile analiz edilmiş ve enantiyomerik aşırılık değerleri 

belirlenmiştir. En yüksek enantiyomerik aşırılık değerinin candida cylindracea (CCL) 

lipazı ile elde edildiği saptanmıştır (Çizelge 4.2). 

 

Çizelge 4.2 Dönüşüm elde edilen enzimler ve enantiyomerik  
                    aşırılık değerleri (T=35 ºC  P=90 bar) 
 

Lipaz Süre Enantiyomerik 

aşırılık (%) 

Candida antarctica 9 h 30 min 33 (S) 

Candida 

cylindracea 

50-60 min 61 (R) 

Aspergillus 12 h 30 (S) 

Porcine pancreas 12 h 14 (R) 
 
 
Candida antarctica ve porcine pancreas lipazları ile S-benzoin, candida cylindracea 

(CCL) ve aspergillus lipazları kullanıldığında ise R-benzoinin enantiyomerik aşırılık 

değerleri elde edilmiştir. En yüksek enantiyomerik aşırılık CCL ile elde edildiğinden 

işletim parametrelerinin enantiyomerik aşırılığa etkisi CCL enzimi ile araştırılmıştır. 

 

6-hidroksi-3-metoksisiklo-2-heksen-1-on maddesinin skCO2 ortamında sentezi için 

benzoin sentezinde kullanılan aynı enzimler kullanılmış ve ürün dönüşümü 

gözlenememiştir. İncelenen lipaz enzimlerinin süperkritik koşullarda 6-asetoksi-3-

metoksisiklo-2-heksen-1-on maddesini sentezlemediği belirlenmiştir. 

 

4.2 Enzim Kararlılığı 

 

70 ve 90 bar basınçta farklı sıcaklıklarda (35, 40, 45 ˚C) candida cylindracea lipazı 90 

dakika skCO2 ortamında bekletilmiş ve daha sonra bir esterleşme tepkimesi ile aktivitesi 

belirlenmiştir (Kapucu  2003). Elde edilen sonuçlara göre enzim aktivitesinin basınçtan 

etkilenmediği (Şekil 4.1), sıcaklık ile ise enzim aktivitesinin çok az değiştiği 

saptanmıştır (Şekil 4.2). Genellikle ezimlerin aktivitesi sıcaklıkla değişir, belli bir 

sıcaklıktan sonra enzimin üç boyutlu yapısı bozularak aktivitenin düşmesine neden olur 
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(Hartman et al. 2001). Bu çalışmada farklı sıcaklıklarda skCO2 ortamında bekletilen 

enzimlerde en yüksek aktivite 35 °C’de elde edilmiştir.  
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Şekil 4.1 Enzim aktivitesinin basınçla değişimi (inkübasyon süresi  90 dak.) 
 
 

 
 
Şekil 4.2 Enzim aktivitesinin sıcaklıkla değişimi (inkübasyon süresi  90 dak.) 
 
 
Enzimlerin susuz ortamda sulu ortama göre daha kararlı oldukları bilinmektedir. Bu 

çalışmada hidroliz tepkimesi ile kiral benzoin elde edildiğinden ortamda fazla miktarda 
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su bulunmaktadır. Bu nedenle susuz ortamda enzim kararlılığının avantajı 

kullanılamamıştır; ancak skCO2 ortamının enzimin kararlılığı ve aktivitesi üzerine 

negatif bir etki yapmadığı deneysel olarak gözlenmiştir (Şekil 4.2). Benzer bulgulara 

süreli yayınlarda da rastlanmıştır. Romero et al. (2005)  çalışmalarında, skCO2 

ortamında izoamil alkolden izoamil asetatın enzimatik sentezini incelemişlerdir. 

Basıncın izoamil asetat üretimine etkisi 313 K’de 8-30 MPa basınç aralığında 

incelenmiş ve esterleşme üzerine basıncın etkisi olmadığı gözlenmiştir. Sonuç olarak, 

Novozyme 435 (tutuklanmış candida antarctica) enziminin skCO2 ortamında kararlı 

olduğu vurgulanmıştır. Aynı şekilde Knez and Habulin (2002) lipazların ve esterazların 

CO2 ile etkileştikten sonraki aktivitelerini incelemiş ve basıncın enzim performansını 

önemli ölçüde etkilemediği sonucunu elde etmişlerdir. Benzer şekilde, 1-fenil etanol ve 

vinil asetat transesterleşmesinde tutuklanmış  pseudomonas lipazı skCO2’de 50 °C’de 

4,5-25 MPa arasında 6 saat bekletilmiş ve enzim aktivitesinin % 89’unun korunduğu 

belirlenmiştir (Celia et al. 2005). 

 

Buna karşın, Fontes et al. (1998) ise substilin Carlsberg enziminin katalitik aktivitesi 

üzerine basıncın etkisini çalışmış,  200 bar basınçta aktivitenin  6 kat azaldığını 

saptamışlardır. Ayrıca, Lozano et al. (2004) vinil bütirat ve 1-bütanol tepkimesinde 

sabit sıcaklıkta CO2 yoğunluğunun artmasına bağlı olarak, basıncın enzim aktivitesini 

azalttığını belirlemişlerdir (Razaei et al. 2007). Sonuç olarak, süreli yayınlardaki 

bilgilere dayanarak süperkritik akışkan ortamı etkisinin enzim türüne de bağlı olduğu 

söylenebilir.  

 

4.3 Enantiyomerik Aşırılık Değerine Sıcaklık Etkisi 

 

Benzoil-benzoinden süperkritik akışkan ortamında benzoin sentezinde enantiyomerik 

aşırılığa sıcaklık etkisi 35-45 °C aralığında incelenmiştir. 70 bar sabit basınçta sıcaklık 

arttıkça enantiyomerik aşırılık değişmemiştir. 70 bar basınç değerinde CO2’nin 

yoğunluğu azaldığından taşınım özelikleri sıcaklıktan belirgin bir şekilde 

etkilenmemiştir. 80 ve 90 bar basınçta ise sıcaklık ile enantiyomerik   aşırılık   azalmış  

ve  en  yüksek  enantiyomerik aşırılık değeri  80  bar, 35 ºC’de % 47,  90 bar 35 ºC’de 

% 61 olarak elde edilmiştir (Şekil 4.3). 70 bar kritik altı basınç değeri olduğundan 80 ve 
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90 bardan farklı olarak enantiyomerik aşırılık sıcaklık ile belirgin bir şekilde 

değişmemiştir. Enantiyoseçimliliğin 80 ve 90 bar basınçta, sıcaklık arttıkça enzim 

aktivitesindeki düşmeye bağlı olarak azaldığı düşünülmektedir. 

 

 
Şekil 4.3 Enantiyomerik aşırılığın sıcaklık ile değişimi  
 
 
Benzer şekilde Hartmann et al. (2001) 3-hidroksi-5-fenil-4-pentonoikasitetilester 

hidrolizinde 103 bar basınçta 40-50 ˚C’de sıcaklık etkisini incelemiş ve 

enantiyoseçimliliğin yüksek sıcaklıkta (50 °C) aktiviteye bağlı olarak azaldığını ve en 

yüksek değerin 45 ˚C’de elde edildiğini saptamışlardır.  

 

Süreli yayınlarda enzim aktivitesinin yüksek sıcaklıkta inaktivasyonu ile ilgili 

çalışmalar vardır. Romero et al. (2005)  skCO2 ortamında enzimatik izoamil asetat 

sentezinde  10 MPa sabit basınçta  313 ve 333 K’de enzim-sıcaklık etkisini incelemiş ve 

sıcaklığın enzim aktivitesine negatif etkisi olduğunu belirlemişlerdir. Laudani et al. 

(2006) n-oktil oleatın rhizomucor miehei lipazı ile enzimatik sentezini çalışmışlar ve 

tepkime hızının 50 °C’ye kadar sıcaklık ile arttığını 70 °C’den sonra enzim 

inaktivasyonunun meydana geldiğini belirlemişlerdir.. 
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4.4 Enantiyomerik Aşırılık Değerine Basınç Etkisi 

 

Süperkritik akışkan ortamında benzoinin enzimatik sentezinde basıncın enantiyomerik 

aşırılığa etkisi 70-150 bar basınç aralığında incelenmiştir. Sıcaklık 35 ºC’ de sabit iken 

basınç arttıkça 90 bara kadar enantiyomerik aşırılık artmış, 90 bar değerinden sonra ise 

kritik noktadan uzaklaşılması ile azaldığı görülmüştür (Şekil 4.4). Atmosferik 

koşullarda candida cylindracea lipazı ile ürün elde edilmezken skCO2 ortamında bu 

değerin oldukça yüksek olduğu belirlenmiştir. 90 barda en yüksek enantiyomerik 

aşırılık değeri % 61 (R)-benzoin bulunmuştur.  Candida cylindrace lipazı ile R-benzoin 

elde edildiğinden R-benzoil-benzoinin hızlı, S-benzoil-benzoinin ise yavaş tepkimeye 

girdiği düşünülmektedir. Ayrıca R-enantiyomerinin lipaz enziminin aktif konumuna 

uygun olduğu, S-enantiyomerinin uzaydaki üç boyutlu düzenlenmesine bağlı olarak  ise 

sterik engel ile karşılaştığı ve bu nedenle (R)-benzoin oluştuğu varsayılmaktadır. 

Enantiyomerik aşırılığın 40 ºC’da değişmediği, 45 ºC’de ise basınçla azaldığı 

saptanmıştır (Şekil 4.5). Enantiyomerik aşırılık 35 °C’ de kritik nokta yakınında basınç 

ile artmış, kritik noktadan uzaklaştıkça ise azalmıştır. skCO2 ortamında kritik nokta 

yakınında CO2 ve enzim moleküllerinin etkileşimi arttığından enzim konformasyonu 

değişir ve aktif konumların ortaya çıkması ile enantiyoseçimlik artar. pH’ın düşmesi ise 

enzim aktivitesini azaltarak  enantiyomerik aşırılığın düşmesine neden olmaktadır. 

Benzoin sentezinde tepkime ortamının akışkan ve sıvı olmak üzere iki fazdan oluştuğu 

belirlenmiştir. Basınç etkisi ile CO2 sıvı faza geçerek ortamın pH’ını düşürmektedir. 
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Şekil 4.4 Enantiyomerik aşırılığın 35 °C’de basınç ile değişimi 
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Şekil 4.5 Enantiyomerik aşırılığın basınç ile değişimi 

 

Süreli yayınlarda benzer bulgulara rastlanmıştır ve araştırıcılar tarafından farklı 

yorumlar yapılmıştır. Ikushima et al. (1996) candida cylindracea lipazı ile n-valerik asit 

ve sitronelol esterleşmesi çalışmışlar ve kritik nokta yakınında steroseçimliliğin yüksek 

olduğunu bulmuşlardır. Kritik nokta yakınında girdi derişiminin maksimum değere 

ulaştığı ve bu durumun da tepkime hızını ve enantiyoseçimliliği etkilediğini 
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belirtmişlerdir. 8,41 MPa basınçta enantiyomerik aşırılık % 98’ ulaşmış; 7,6 MPa 

basınçta  enantiyomerik aşırılık % 26 ve 10,15 MPa’da % 4,1 olarak elde edilmiştir. 

Ayrıca, IR spektroskopik çalışma bulgularına göre enzim yapısının basınç ile değiştiğini 

vurgulamışlardır. Hartmann et al. (2001) 3-hidroksi-5-fenil-4-pentonoikasitetilester 

hidrolizini değişik lipazlar ile çalışmış ve en iyi sonucu pseudomonas cepacia ile elde 

etmişlerdir. Enantiyoseçimliliğin basınca bağlı olduğu, 103 bar değerine kadar arttığı 

sonra basınç ile azaldığı belirlenmiştir. 103 bar değerinden sonra enantiyoseçimliliğin 

azalması, CO2 ile enzimin karbamat iyonu oluşturarak inaktif olmasına bağlanmıştır.  

 

Celia et al. (2005) 1-feniletanol ile vinil asetatın pseudomonas cepacia katalizli 

transesterleşme tepkimesinde Ikushima et al. (1996) ile benzer bulguları elde etmişler, 

ancak; skCO2 ortamında girdi derişiminin artmasının tepkime hızını negatif yönde 

etkilediğini vurgulamışlardır. Kritik nokta yakınında tepkime hızının arttığı, kritik 

noktanın üzerinde basınç değerlerinde skCO2 yoğunluğunun artmasının girdinin 

maksimum miktarda çözünmesine neden olduğu ve bu durumun girdinin enzim ile 

etkileşmesini engelleyerek tepkime hızını azalttığını belirtmişlerdir. 

 

Kamat et al. (1995) subtilisin enzimi ile transesterleşme tepkimesinde CO2’nin enzim 

üzerindeki etkisini lazer desorpsiyon kütle spektroskopisi (LD-MS) ile incelemiş ve 

CO2’nin kuvvetli bir inhibitör olduğunu, enzimi kovalent olarak modifiye ederek 

kararlılığını negatif yönde etkilediğini ve tepkime hızını azalttığını vurgulamışlardır. 

Rantakyla and Aaltonen (1994) skCO2’de rasemik ibuprofen ve n-propanolün 

tutuklanmış mucor miehei lipazı ile transesterleşmesini çalışmışlardır. Benzoil-benzoin 

hidrolizinde elde edilen bulguların tersine  enantiyomerik aşırılığın basınçtan 

etkilenmediğini belirtmişlerdir. Benzer şekilde, Mase et al. (2003) 1,3-propan asetatın 

lipaz katalizli tepkimesinde enantiyomerik aşırılığın basınca bağlılığının belirgin 

olmadığını saptamışlardır.   

 

Süreli yayınlardaki bulgulardan elde edilen sonuçlara göre, skCO2 ortamında enzimatik 

tepkimede sıcaklık ve basıncın tepkime hızına ve  enantiyomerik aşırılığa etkisinin 

belirgin olmadığı, tepkime koşullarına ve kullanılan girdi ve enzime göre değiştiği 

belirlenmiştir. 
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4.5  pH Etkisi 

 

skCO2 ortamında 35 °C, 90 bar basınçta enantiyomerik aşırılığa pH (5-9) etkisi 

incelenmiştir  (Şekil 4.6). Enantiyomerik aşırılık pH ile artmış, pH=7’den sonra ise 

azalmıştır. En yüksek enantiyomerik aşırılık değeri pH=7’de (ee=% 61) elde edilmiştir. 

Asidik ortam enzimin konformasyonunu bozmakta ve denatürasyona neden olduğundan 

pH=5’de enantiyomerik aşırılık değerinin düştüğü belirlenmiştir. pH değerinin yüksek 

olmasının ise girdinin yapısını etkileyerek enantiyomerik aşırılığı negatif yönde 

etkilediği düşünülmüştür. 

 

Nakamura (1990) skCO2 ortamında enzim inaktivasyonunun sebebinin pH değişimi 

olduğunu, Kamat et al. (1995) ise bu etkinin ihmal ediebileceğini belirtmişlerdir (Knez 

and Habulin 2001). Mohapatra (1998) tepkime sırasında pH değerinin azaldığını fakat 

bu durumun enantiseçimliliği ve tepkime hızını etkilemediğini saptamışlardır. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.6  35 °C, 90 bar basınçta enantiyomerik aşırılığa pH etkisi 

 
Süreli yayınlarda süperkritik akışkan ortamında gerçekleştirilen enzimatik tepkimelere 

pH’ın etkisi yeterince açık değildir. Girdi, enzim ve süperkritik akışkan tepkime 

koşullarına göre değişkenlik gösterebilmektedir.  

 

4.6 Dönüşüm - Enantiyomerik Aşırılık İlişkisi 

 

skCO2 ortamında benzoinin, rasemik bir girdiden kinetik rezolüsyon ile sentezinde 

dönüşüm değeri % 50’nin üzerinde iken enantiyomerik aşırılık değerinin arttığı ya da  
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% 50 dönüşümde elde edilen değere yakın olduğu saptanmıştır (Çizelge 4.3). 35 ºC, 90 

bar (deney 1) için HPLC kromotogramları EK 2,  Şekil 1’de verilmiştir. 

 

Süreli yayınlardan elde edilen bilgilere göre, girdi rasemik olduğunda kinetik 

rezolüsyon yönteminde tepkimenin % 50’de durdurulması gerekmektedir (Demir et al., 

2002). En yüksek enantiyomerik aşırılık değeri % 50 dönüşümde elde edilirken, 

dönüşümün artması ile enantiyomerik aşırılığın azalması beklenmektedir. Buna karşın 

Çizelge 4.3’de görüldüğü gibi dönüşümün artması enantiyomerik aşırılığı çalışılan 

deney koşullarında artırmıştır.  

 
Çizelge 4.3  Değişik deney koşullarında dönüşüm-enantiyomerik aşırılık ilişkisi 
 

Deney koşulları Süre 
(dakika) 

Dönüşüm (%) Enantiyomerik aşırılık 
(R-benzoin) 

 (%) 
35 ˚C, 90 bar (deney 1) 90 

100 
 

≈ % 50 
>> % 50 

 

60 
61 

35 ˚C, 90 bar (deney 2) 85 
100 

≈ % 50 
>> % 50 

 

64 
65 

35 ˚C, 90 bar (deney 3) 85 
95 
 

≈ % 50 
>> % 50 

 

61 
68 

40 ˚C, 80 bar 60 
70 
85 

≈ % 50 
> % 50 

>> % 50 

43 
47 
49 

40 ˚C, 90 bar 40 
50 

≈ % 50 
>> % 50 

43 
51 

45 ˚C, 80 bar 50 
60 

≈ % 50 
>> % 50 

24 
38 

 
 
Bu durumda,  üründe S-benzoinin R-benzoine dönüşmüş olabileceği düşünülmüştür. S-

benzoinin R-benzoine dönüşüp dönüşmediğini test etmek için skCO2 ortamında yapılan 

deney, benzoil-benzoin yerine S-benzoin ile çalışılmış ve 40 °C, 80 bar pH=7’de 

enantiyomerik aşırılıkta belirgin bir değişim olmadığı için S-benzoinin R-benzoine 

dönüşüp dönüşmediği kesin olarak belirlenememiştir (Çizelge 4.4).  

 

 



 114

Çizelge 4.4 skCO2’de S-benzoinin ile  R-benzoine Dönüşüm Kontrolü 
 

Deney Koşulları Enantiyomerik Aşırılık S-benzoin 
(%) 

Saf S-benzoin (referans) 94 

40 ºC, 80 bar, 1 saat 88 
 
 
Çizelge 4.4’te görüldüğü gibi saf S-benzoin referans olarak HPLC’de analizlendiğinde 

enantiyomerik aşırılık % 94 iken, 40 ºC, 80 bar da enantiyomerik aşırılık % 88 olarak 

bulunmuştur (EK 2, Şekil 2).  

 

Bunun üzerine, 40 °C 80 barda rasemik benzoil-benzoin yerine rasemik benzoin ile 

skCO2’de deney gerçekleştirilmiş ve HPLC analizinde yaklaşık % 30 enantiyomerik 

aşırılıkta R-benzoin elde edilmiştir. Bu durumda % 50 dönüşümden sonra 

enantiyomerik aşırılığın artmasının nedeninin üründe S-benzoinin R-benzoine 

izomerleşmesi olduğu  belirlenmiştir (EK 2, Şekil 3).   

 
 
Benzoil-benzoinin sentezinde kullanılan benzilin HPLC’de R-benzoin ile aynı yerde pik 

verip vermediğini saptamak için benzil HPLC’de analizlenmiş ve 6,6 dakikada pik 

verdiği görülmüştür (EK 2, Şekil 4).  Sonuç olarak, R-benzoin’e ait pikin benzil piki ile 

çakışmadığı ve S-benzoinin R-benzoine dönüşümü kesin olarak belirlenmiştir.  

 

Ayrıca, HPLC analizlerinde enantiyomerik aşırılıkta benzoin elde edilmesine rağmen 

benzoil-benzoinin rasemik olarak kalmıştır (EK 2, Şekil 1). Bu nedenle, skCO2 

ortamında benzoin  sentezinin dinamik kinetik rezolüsyon yöntemi ile olduğu sonucuna 

varılmıştır (Ghanem et al. 2005). 
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4.7 Yanıt Yüzey Yöntemi (RSM) 

 

Design Expert-6 yazılımıyla yapılan tasarım ve çözüm sonunda 2. derece model 

önerilmiş ve tanımlanan Yanıt Yüzey modelinin kullanılan sistem için uygun olduğu 

belirlenmiştir. Yanıt Yüzey yönteminin doğruluğunun test edilmesi için varyans analizi 

(ANOVA) yapılmıştır. Modelin F-testi 28,36 olarak bulunmuştur, bu değer kullanılan 

regresyon modelin doğruluğunu gösterir. Prob>F değerlerinin 0,05’ten küçük olması 

ilgili model parametrelerinin önemini belirtir. Buna göre, basınç, pH, sıcaklığın karesi, 

basıncın karesi ve pH’ın karesi davranışı belirleyicidir. İkili etkileşimler içinde etkinlik  

sırasıyla sıcaklık-basınç (β1β2: p=0,3748), basınç-pH (β2β3: p=0,4253), sıcaklık-pH’dır 

(β1β3: p=0,6244). Modelin standart sapması 4,34’tür. Uygunluğun zayıflığı (lack of fit) 

testinde F değerinin büyük olması (28,36) modelin uygunluğunu gösterir. Regresyon 

katsayısı R2=0,9623 bulunmuştur. Bu sayının yüksek olması bağımsız değişkenler 

arasındaki ilişkinin model tarafından iyi şekilde ifade edildiğini gösterir. Modelde 

‘doğru kesinlik’ (adequate precision) değeri, yanıtın hataya oranını ölçmektedir ve 4’ten 

büyük değeri istenir. Modeldeki değeri 15,249’dur. Çizelge 4.5’de Tasarım matrisinin 

kodlanmış ve gerçek değişkenler cinsinden oluşturulması ve elde edilen yanıt 

verilmiştir.  
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Çizelge 4.5 Tasarım matrisinin kodlanmış ve gerçek değişkenler cinsinden  
                     oluşturulması ve elde edilen yanıt 
 

Deney no x1 x2 x3 T, ºC P, bar pH ee, % 

1 -1 -1 -1 35,0 70,00 5,00 33,6 

2 1 -1 -1 45,00 70,00 5,00 39,6 

3 -1 1 -1 35,00 90,00 5,00 36,0 

4 1 1 -1 45,00 90,00 5,00 33,0 

5 -1 -1 1 35,00 70,00 9,00 24,8 

6 1 -1 1 45,00 70,00 9,00 30,6 

7 -1 1 1 35,00 90,00 9,00 18,8 

8 1 1 1 45,00 90,00 9,00 22,2 

9 -1,68 0 0 31,59 80,00 7,00 38,7 

10 1,68 0 0 48,41 80,00 7,00 39,6 

11 0 -1,68 0 40,00 63,18 7,00 34,2 

12 0 1,68 0 40,00 96,82 7,00 23,0 

13 0 0 -1,68 40,00 80,00 3,64 43,7 

14 0 0 1,68 40,00 80,00 10,36 8,00 

15 0 0 0 40,00 80,00 7,00 54,6 

16 0 0 0 40,00 80,00 7,00 60,4 

17 0 0 0 40,00 80,00 7,00 58,7 

18 0 0 0 40,00 80,00 7,00 63,7 

19 0 0 0 40,00 80,00 7,00 65,7 

20 0 0 0 40,00 80,00 7,00 55,8 
   
 
Yanıt için elde edilen modellerin varyans analizi (ANOVA testi) sonuçlarından önemli 

olanlar Çizelge 4.6’de yer almaktadır. 
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Çizelge 4.6  Kiral benzoin sentezi optimizasyonunda kullanılan modelin ANOVA testi 
 

 F değeri Prob>F 
Model 28,36 <0,0001 

Β1 0,73 0,4124 

Β2 5,45 0,0417 

Β3 43,57 <0,0001 
2
1β  40,02 <0,0001 

2
2β  91,96 <0,0001 

2
3β  109,00 <0,0001 

β1 β2 0,86 0,3748 

β1 β3 0,26 0,6244 

β2 β3 0,69 0,4253 

Lack of fit 0,99 0,5045 

Std sapma  4,34 

C.V  11,06 

R2  0,9623 

Adj R2  0,9284 
 

 
Kiral benzoin üretimine pH, sıcaklığın karesi, basıncın karesi ve pH’ın karesi incelenen 

parametreler arasında en etkili olmuştur. İkinci derecede önemli parametre basınçtır. 

 

Denklem katsayıları için en küçük kareler yöntemi ile standart hata, F testi ve standart 

sapma değerleri Çizelge 4.7’de verilmiştir.  
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Çizelge 4.7 En küçük kareler yöntemiyle bulunan bazı katsayılar  
 

Model 
parametresi 

 

Hesaplanan 
katsayı 

Serbestlik 
derecesi 

Standart sapma F testi 

Kayma 59,81 1 1,77 28,36 

X1 1,00 1 1,17 0,73 

X2 -2,74 1 1,17 5,45 

X3 -7,75 1 1,17 43,57 
2
1X  -7,23 1 1,14 40,02 

2
2X  -10,96 1 1,14 91,96 

2
3X  -11,93 1 1,14 109,00 

X1 X2 -1,43 1 1,53 0,86 

X1 X3 0,77 1 1,53 0,26 

X2 X3 -1,28 1 1,53 0,69 
 
 

Kiral benzoin sentezinde önerilen denklem eşitlik 4.1’de kodlanmış değişkenler 

cinsinden ifade edilmiştir. 
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4.7.1 Kiral benzoin sentezine sıcaklık-basınç etkisi 

 

Benzoin sentezi için belirlenen parametrelerin (pH, sıcaklık, basınç) kodlanmış değerler 

cinsinden enantiyomerik aşırılık ile ilişkisini veren Eşitlik 4.1’de pH sabit alınarak 

sıcaklık-basınç arasındaki etkileşim incelendiğinde [x3=0 (pH)] sistemi tanımlayan 

denklem aşağıdaki gibi elde edilmiştir (Eşitlik 4.2). Sıcaklık-basınç (x1-x2) iç-

etkileşimleri etkisinin benzoin dönüşümünü azaltmak yönünde olduğu görülmektedir 

(β1β2<0) Sıcaklık-basınç iç etkileşiminin  çizimi Şekil 4.7’de yer almaktadır.   
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Çizimin eliptik yapısı, deneysel bölge içinde durgun bir noktaya (maksimim nokta, 40 

°C, 80 bar pH 7) sahip olunduğu, ve sıcaklık-basınç iç etkileşiminin önemli olduğunu 

gösterir. Görüldüğü gibi enantiyomerik aşırılık durgun noktadan uzaklaştıkça azalır. 

Çalışılan aralıkta sıcaklığın, basıncın düşük değerlerinde artırılması enantiyomerik 

aşırılığı önce artırıp sonra düşürmekte, basıncın yüksek değerlerinde ise yine 

düşürmektedir. Sabit sıcaklıkta basıncın artmasıyla enantiyomerik aşırılık önce artmakta 

sonra azalmaktadır. 

 

            
Şekil 4.7 Kiral benzoin sentezine sıcaklık-basınç etkileşiminin üç boyutlu gösterim  

 

4.7.2  Kiral benzoin sentezine sıcaklık-pH etkisi 

 

Eşitlik 4.1’de x2=0 (basınç) alındığında sistemi tanımlayan denklem aşağıdaki gibi elde 

edilmiştir (eşitlik 4.3). Sıcaklık-pH iç-etkileşimleri benzoin dönüşümünü artırma 

yönündedir. (β1β3>0) sıcaklık-pH iç etkileşiminin  çizimi Şekil 4.8’de verilmiştir.   

 

31
2
3

2
131 77,093,1123,775,700,181,59 xxxxxxY +−−−+=                                         (4.3) 
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Sıcaklık-pH iç etkileşimini gösteren çizimin eliptik yapısı, deneysel bölge içinde yine 

durgun bir noktaya (maksimim nokta) sahip olunduğunu, ve sıcaklık-pH iç etkileşiminin 

önemli olduğunu gösterir. Görüldüğü gibi enantiyomerik aşırılık durgun noktadan 

uzaklaştıkça azalır. Çalışılan aralıkta sıcaklığın, pH’ın düşük değerlerinde artması 

enantiyomerik aşırılığı önce artırıp sonra düşürmekte, pH’ın yüksek değerlerinde ise 

enantiyomerik aşırılığı düşürmektedir. Sabit sıcaklıkta pH’ın artmasıyla enantiyomerik 

aşırılık önce artmakta sonra azalmaktadır. 

 

 
Şekil 4.8  Kiral benzoin sentezine sıcaklık-pH etkileşiminin etkisi üç boyutlu gösterim  

 

4.7.3 Kiral benzoin sentezine basınç-pH etkisi 

 

Eşitlik 4.1’de x1=0 (sıcaklık) alınıp sistemi tanımlayan denklem aşağıdaki gibi elde 

edilmiştir (eşitlik 4.4). basınç-pH (x2-x3) iç-etkileşiminin benzoin dönüşümünü azaltma 

yönünde olduğu görülmektedir (β2β3<0) basınç-pH iç etkileşiminin  çizimi Şekil 4.9’da 

verilmiştir.   

 

32
2
3

2
232 28,1119396,1075,774,281,59 xxxxxxY −−−−−=                                        (4.4) 
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Çizimin eliptik yapısı, deneysel bölge içinde durgun bir noktaya (maksimim nokta, 40 

°C, 80 bar, pH= 7) sahip olunduğunu, ve basınç-pH iç etkileşiminin önemli olduğunu 

gösterir. Enantiyomerik aşırılık durgun noktadan uzaklaştıkça azalır. Çalışılan aralıkta 

basıncın, pH’ın düşük değerlerinde artırılması enantiyomerik aşırılığı önce yükseltip 

sonra azaltmakta, pH’ın yüksek değerlerinde ise enantiyomerik aşırılığı azaltmaktadır. 

Sabit basınçta  pH’ın artmasıyla enantiyomerik aşırılık önce artmakta sonra 

düşmektedir. 

 
Şekil 4.9 Kiral benzoin sentezine basınç-pH etkileşiminin üç boyutlu çizimi 

 

Benzoin sentezini etkileyen parametrelerden  pH (5-9), sıcaklık (35-45 °C), basınç (70-

90 bar) için RSM yöntemi ile deney tasarımından sonra optimizasyon yapıldığında 

optimum deney koşullarının 40 °C, 79 bar ve 6,4 pH değerinde enantiyomerik aşırılık  

% 62 olduğu belirlenmiştir. Belirlenen optimum koşullarda deney yapıldığında 

enantiyomerik aşırılık % 60, %63 ve % 65 (~ % 63) olarak  elde edilmiştir. 
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4.8 Organik çözücü türü etkisi 
 

skCO2 ortamında benzoin sentezinde RSM ile belirlenen optimum deney koşullarında 

(T = 40 °C, P = 79 bar ve pH = 6,4) organik çözücü türünün enantiyomerik aşırılığa 

etkisi incelenmiştir. Organik çözücü olarak, hekzan, siklohekzan, etanol, 2-propanol, 

THF (tetra hidro furan), DMF (dimetil formamid), DMSO (dimetilsülfoksit), aseton ve 

asetonitril kullanılmıştır. Benzoil-benzoin hekzan, siklohekzan, etanol, 2-propanolde 

çözünmemiş, THF’de çözündüğünde ise skCO2 ortamında ürün oluşumu 

gözlenememiştir. DMF, DMSO, aseton ve asetonitrilde ise skCO2’de benzoin elde 

edilmiştir. Asetondan rasemik benzoin elde edilmiş, DMF’den % 30, asetonitrilden % 

21, DMSO’dan % 63 enantiyomerik aşırılıkta benzoin elde edilmiştir (Çizelge 4.8). En 

yüksek enantiyomerik aşırılık değerine organik çözücü olarak DMSO kullanıldığında 

ulaşılmıştır. Susuz otamda gerçekleşen tepkimelerde hidrofobik çözeltiler 

enantiyomerik aşırılığı artırmaktadır. Hidrofilik çözücüler ise enzime bağlı olan aktivite 

için gereken minimum miktardaki suyu sıyırabildiğinden enzimi inaktive ederek 

enantiyomerik aşırılığı düşürmektedir; ancak, bu çalışmada hidroliz tepkimesi 

gerçekleştirildiğinden su ile karışan DMSO’da en yüksek enantiyomerik aşırılık elde 

edilmiştir. Suda çözünmüş enzim bu sayede organik fazdaki girdi ile temas ederek 

tepkimenin gerçekleşmesini sağlamıştır. Süreli yayınlarda ise susuz ortamda DMSO 

gibi hidrofilik organik çözücülerin enzim aktivitesini düşürdüğü ile ilgili çalışmalara 

rastlanmıştır (Zaks and Klibanov 1984).  Cernia et al. (1994) esterleşme ve 

transesterleşme tepkimelerinde tepkime ortamının (farklı organik çözücüler ve 

süperkritik akışkan) lipaz aktivitesini ve enantiyoseçimliliğini etkilediğini 

belirlemişlerdir. Enantiyoseçimlilik ile çözücünün hidrofobik olması arasında belli bir 

ilişki kurulamazken, hidrofobik çözücülerin aktiviteyi artırdığını, enzim 

konformasyonunu  ve kararlılığını koruduğunu saptamışlardır.  
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Çizelge 4.8 Organik çözücü türünün enantiyomerik aşırılığa etkisi 
                     (40 °C, 79 bar ve 6,4  pH) 
 

Organik çözücü Enantiyomerik aşırılık (%) 

Aseton Rasemik 

DMF 30 

DMSO 63 

Asetonitril 21 
 
 
4.9 Katkı Maddesi Etkisi 
 

RSM ile elde edilen optimum koşullarda tepkime ortamına kinetik rezolüsyonu  artıran 

katkı maddelerinin (4-Dimetilaminopiridin (DMAP) ve trietilamin) enantiyomerik 

aşırılığa etkisi incelenmiştir. Enantiyomerik aşırılığa trietilaminin negatif, DMAP’ın ise 

pozitif etki yaptığı bulunmuştur. Optimum koşullarda DMSO’ya DMAP eklendiğinde 

(S)-benzoin  % 80 enantiyomerik aşırılıkta elde edilmiştir (Şekil 4.10). 

 

 
Şekil 4.10 Optimum koşullarda DMSO+DMAP’ın ee’ye etkisi 

 

DMAP molekülü oldukça bazik bir molekül olup tepkime hızını önemli ölçüde 

artırmaktadır. DMAP molekülünün enzim ile etkileşerek  enzimin stereoseçimliliğini 
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etkilediği ve böylece benzoil-benzoin enzimatik hidrolizinde girdi-enzim etkileşimini 

tam tersine döndürerek (S)-benzoinin enaniyomerik aşırılıkta elde edilmesine neden 

olduğu düşünülmüştür. 
 

                                            
                                       DMAP molekülü 
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5. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

skCO2 ortamında  benzoil-benzoinden benzoinin enzimatik sentezinde elde edilen 

sonuçlar aşağıdadır: 

1) On farklı lipaz (Candida antarctica, Rizopus arrhizus,  Candida cylindracea, 

Pseudomonas cepacia,  Aspergillus, Rhizopus niveus, Hog pancreas, 

Pseudomonas fluorescens, Mucor Miehei, Porcine pancreas) ile ürün dönüşümü 

kontrol edilmiş ve en yüksek enantiyomerik aşırılık  candida cylindrace lipazı 

ile elde edilmiştir. 

2) Atmosferik koşullarda candida cylindracea lipazı ile ürün gözlenememiştir. 

3) En uygun girdi/enzim oranı 1/1 olarak belirlenmiştir. 

4) Elde edilen sonuçlara göre enzim aktivitesinin basınçtan etkilenmediği, sıcaklık 

ile çok az değiştiği saptanmıştır. 

5) 70 bar sabit basınçta sıcaklık arttıkça enantiyomerik aşırılık değişmemiştir. 80 

ve 90 bar basınçta ise sıcaklık ile enantiyomerik   aşırılık   azalmış  ve  en  

yüksek  enantiyomerik aşırılık değeri  80  bar, 35 ºC’de % 47,  90 bar 35 ºC’de 

% 61 olarak elde edilmiştir. 

6) Sıcaklık 35 ºC’ de sabit iken basınç arttıkça 90 bara kadar enantiyomerik aşırılık 

artmış, 90 bar değerinden sonra ise kritik noktadan uzaklaşılması ile azaldığı 

görülmüştür. 

7) skCO2 ortamında 35 °C, 90 bar basınçta enantiyomerik aşırılığa pH (5-9) etkisi 

incelenmiştir. Enantiyomerik aşırılık pH ile artmış, pH=7’den sonra ise 

azalmıştır. En yüksek enantiyomerik aşırılık değeri pH=7’de (ee=% 61) elde 

edilmiştir. 

8) Benzoin sentezini etkileyen parametrelerden pH (5-9), sıcaklık (35-45 °C), 

basınç (70-90 bar) için RSM yöntemi ile deney tasarımı yapılarak optimize 

edilmiş ve optimum deney koşullarının 40 °C, 79 bar ve 6,4 pH  olduğu 

belirlenmiştir. Bu koşullarda enantiyomerik aşırılık değeri % 62’dir. 

9) Belirlenen optimum koşullarda gerçekleştirilen deneyde enantiyomerik aşırılık 

% 63 olarak bulunmuştur. 

10)  Benzoin sentezinde en uygun organik çözücünün DMSO olduğu belirlenmiştir. 
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 11) Optimum koşullarda (40 °C, 79 bar ve 6,4 pH ) katkı maddesi (DMAP) ile en 

yüksek enantiyomerik aşırılık değeri % 80’e (S-benzoin) ulaşılmıştır.  

 12) 6-hidroksi-3-metoksisiklo–2-hekzan-1-on’un  skCO2 ortamında sentezinde ürün 

gözlenememiştir.  

 

İleri kimyasal madde üretiminde  çevre ile uyumlu (yeşil kimya) bir proses kullanılarak  

biyoteknoloji  ve farmasötik  alanlarında bilimsel araştırmaya önemli katkı sağlanmıştır. 

Ayrıca diğer benzoin türevlerine (simetrik olmayan asimetrik benzoin vb) bu çalışma ile 

elde edilen deneyimler ve koşullar uygulanarak yüksek enantiyomerik aşırılık elde 

edilebileceği düşünülmektedir. 
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EK 1  Aktivite Tayini 

 

Oleyik asit derişiminin titrasyon ile belirlenmesi basit, ucuz ve en çok kullanılan 

yöntem olması, hızlı ve doğru sonuçlar vermesi nedeniyle titrasyon yöntemi ile 

belirlenmiştir. Bunun için tepkime ortamından alınan 0,5 g örnek 10 mL etanol ( % 

96’lık etanol içinde kütlece % 0,1 etanol) içinde çözülerek 0,1 N NaOH ile titre 

edilmiştir. 

 

OHCOONaHCNaOHCOOHHC 233173317 +→+  

 

Oleyik asit  (MA=282,47) derişimi aşağıdaki denklemlerle belirlenmiştir. 

(T-B)x0,1 N NaOH x 282,47 / mörnek, g  

(T-B)x0,1 N NaOH / mörnek, g = mmol oleyik asit/ g reaksiyon karışımı 

% oleyik asit = (T-B) x 0,1 N NaOH x 282,47 x 100 / mörnek, g 

 

T: örnek için harcanan 0,1 N NaOH hacmi, mL 

B: tanık deney için harcana 0,1 N NaOH hacmi mL 

 

Örnek hesaplama: 

Tanık deney: 

 

1. 10 mL kütlece % 0,1 fenolftalein içeren % 96’lık etil alkol alınır. 

2. 0,1 N NaOH ile titre edilir. 
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EK 2 HPLC Krmatogramları 

 

 

 

 
Şekil 1. 35 °C, 90 bar, pH=7 örnek kromatogram  

 

 
Şekil 2. S-benzoinin R-benzoine dönüşüm kontrolü (40 °C, 80 bar pH=7) 
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Şekil 3. 40 °C, 80 bar, pH=7, girdi rasemik benzoin olduğunda elde edilen HPLC  

             Kromatogramı (eeR-benzoin=% 30) 

 

 

 
Şekil 4. Benzil için HPLC kromotagramı (6,552 dak.) 
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EK 3 Tekrarlanabilirlik Deneyleri 

 

Deneylerin tekrarlanabilirliği en iyi koşul olarak belirlenen 35 ºC, 90 bar basınç pH= 

7’de test edilmiştir. Ayrıca, 40 ºC, 80 bar ve 35 ˚C, 80 bar koşullarında da deneyler 

tekrarlanmıştır.  

 
 
Çizelge1. Deneylerin Tekrarlanabilirliklerinin Kontrolü 
 

Deney Koşulları Enantiyomerik aşırılık (%) 

35 ºC, 90 bar 

 

 

58,2 

59,5 

64,2 

60,5 

61,3 

40 ºC, 80 bar 42,6 

43,2 

35 ºC, 80 bar 46,7 

43,5 

 

Çizelge 1’de  görüldüğü gibi deneyler tekrarlanabilmektedir. 
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