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OZET
Doktora Tezi
SUPERKRITIK AKISKAN ORTAMINDA KiRAL HIDROKSI KETONLARIN SENTEZI

Nuray CELEBI
Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Miihendisligi Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Nuray YILDIZ
Es Danigman: Prof. Dr. Ayhan S. DEMIR

Bu caligmada, farmasotik endiistrisi igin potansiyel oneme sahip kiral hidroksi ketonlardan 6-hidroksi-3-
metoksisiklo-2-hekzen-1-on ve benzoinin lipaz enzimi kullanilarak siiperkritik karbon dioksit (SCCO,)
tepkime ortaminda sentezi ilk kez arastirilmistir. Enantiyomerik asiriliga, ortam basinct (70-150 bar),
sicakligi (35-45 °C), pH (5-9) ve ortamdaki organik ¢dziiciilerin (Dimetil siilfoksit (DMSO), Aseton, N,N-
Dimetilformamit (DMF), Tetrahidrofuran (THF), Asetonitril, n-Hekzan, Siklohekzan) etkileri incelenmistir.

Benzoinin siiperkritik akiskan ortaminda sentezinde 10 ticari lipazin (Porcine pancreas, Candida antarctica,
Rizopus arrhizus, Pseudomonas cepacia, Aspergillus, Rhizopus niveus, Hog pancreas, Pseudomonas
fluorescens, Mucor Miehei, Candida cylindracea) taramasi yapilmistir. Incelenen on adet lipazdan sadece dort
tanesi (Porcine pancreas, Candida antarctica, Candida cylindracea, Aspergillus) ile iriin doniigiimii
saglanabildigi ince tabaka kromatografisi (TLC) ile belirlenmistir. Porcine pancreas ve Candida antarctica
lipaz1 ile S-benzoin, Candida cylindracea (CCL) ve Aspergillus lipazlari kullanildiginda ise R-benzoin
enantiyomerik asirilikta elde edilmistir. En yiiksek enantiyomerik asirilik (ee) Candida cylindracea lipazi ile
elde edildiginden isletim parametrelerinin enantiyomerik agiriliga etkisi Candida cylindracea lipaz1
kullanilarak arastirilmugtir. 70 bar basingta sicaklik arttik¢a enantiyomerik asiriligin degismedigi, 80 ve 90
bar basingta ise sicaklik ile azaldigi goriilmiistir. 35 °C ve 40 °C’de basing arttikca 90 bar’a kadar
enantiyomerik agirilik artmig, 90 bar’dan sonra ise kritik noktadan uzaklagilmasi ile azaldigi gériilmiistiir. 45
°C’de ise basingla azaldig1 belirlenmistir.

Benzoin sentezinde en uygun deney kosullarii belirlemek i¢in Yanit Yiizey Yontemi (RSM, Design Expert
6) kullanilmistir. Benzoinin enantiyomerik asirilikta tiretimini etkileyen parametrelerden pH, sicaklik ve
basing i¢in RSM ile deney kosullar1 tasarlanmug ve deneyler gergeklestirilmistir. Modelden elde edilen
optimizasyon sonucuna gore 40 °C sicaklik, 78, 9 bar basing ve 6,4 pH degerinde enantiyomerik asirilik %
62 olarak elde edilmistir. Belirlenen kosullarda deneyler tekrarlanmis ve optimizasyon ile elde edilen
enantiyomerik asirilik degerine ulagilarak modelin dogrulugu test edilmistir.

Modelden elde edilen optimum kosullarda organik ¢dziicii etkisi incelenmis en yiiksek enantiyomerik asirilik
degerinin (ee= % 63) DMSO ile elde edildigi belirlenmistir. Bu kosullarda tepkime ortamina kinetik
rezoliisyonu  artiran katki maddeleri (4-Dimetilaminopridine (DMAP) ve trietilamin) eklenmistir.
Enantiyomerik asiriliga trietilaminin negatif, DMAP’in ise pozitif etki yaptigi bulunmustur. Optimum
kosullarda DMSO’ya DMAP eklendiginde enantiyomerik asiriligin % 80’e ulastig1 belirlenmistir.

6-hidroksi-3-metoksisiklo —2 hekzen-1-on’un SCCO, ortaminda 6-asetoksi enondan sentezinde ise benzoin
sentezinde kullanilan on adet enzim taranmis; ancak, TLC analizi ile {iriin olusumu gdzlenememistir.

2007, 141 sayfa

Anahtar Kelimeler: benzoin, 6-hidroksi-3-metoksisiklo-2-heksen-1-on kiral hidroksi ketonlar,
enantiyomerik asirilik, siiperkritik karbon dioksit, Yanit Yiizey Yontemi



ABSTRACT
Ph. D. Thesis
SYNTHESIS OF CHIRAL HYDROXY KETONES IN SUPERCRITICAL FLUID MEDIUM

Nuray CELEBI
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. DEMIR

a-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 (SCCO,) 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 °C.

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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1. GIRIS

Son yillarda siiperkritik akigkan teknolojisinin farkli endiistriyel alanlara uygulamalari
lizerine yapilan caligmalara ilgi artmakta ve siiperkritik akiskanlar sahip olduklar
avantajlar nedeniyle organik ¢oziiciilerin yerini almaktadir. Diisiik viskozite ve yiiksek
yayinirliga sahip olan siiperkritik akiskanlar gézenekli yapidaki katt maddelere, sivilara
gbre daha kolay yayinabilmekte ve ¢ozme giicleri sicaklik ya da basing degerlerindeki
kiigiik degisimler ile biiyiik dlgiide degistirilebilmektedir. Ayarlanabilen ¢6zme giicii
tirtin se¢imliligi ve verimliligi etkilemektedir. Isiya duyarl bilesiklerin ayirma ya da
saflagtirma  siirecleri i¢in etkin olan siliperkritik akigskanlar organik c¢oziicii
uygulamalarma goére cevreye duyarli coziiciilerdir. Inert ¢oziiciiler olduklarindan
stiperkritik kosullarda gerceklestirilen islemlerde herhangi bir hidroliz, oksidasyon ya
da bozunma tepkimeleri gozlenmez. Bu iistiin Ozelikleri nedeni ile siiperkritik
akiskanlar diger ¢oziiciilere gore daha genis uygulama alani bulabilmektedirler (Castro

and Carmona, 2000).

Siiperkritik akiskanlarin bugiine kadar en yaygimn kullanimi endiistriyel 6neme sahip
dogal iirlinleri ayirma ve saflastirma iken bugiin arastirmalar; kromotografi, tanecik
tasarimi, adsorbant rejenerasyonu, kimyasal ve enzimatik tepkime ortami olarak

kullanimina yogunlagmistir (Randolph et al. 1985; Marr and Gamse, 2000).

Yiiksek se¢imlilik ve katalitik etkilerinden dolayr gida ve farmasotik gibi alanlarda
geleneksel katalizorlerin yerine enzimlerin kullanimi hizla artmaktadir ( Randolph et
al., 1985). Sulu ve diger ¢oziicii ortamlarinda enzimatik tepkimeler iizerine caligsmalar
“Ortam Miihendisligi” alanindaki gelismelere paralel olarak son 10-15 yilda artmistir
(Klibanov, 1990). Enzimatik tepkimeler i¢in geleneksel olmayan tepkime ortamlari;
mikroemiilsiyonlar, sivi yiizey aktif membran emiilsiyonlar1 ve siiperkritik

akiskanlardir (Ballesteros et al. 1995).

Stiperkritik akiskanlarin  alternatif tepkime ortami olarak kullanilmalar ilk olarak
Randolph et al. (1985) tarafindan gerceklestirilmistir.  Siiperkritik akiskan olarak

genellikle CO; kullanilmaktadir. Patlayici, yanici ve zehirli olmamasi, kritik basincinin



(7.34 MPa) ve sicakliginin (31.1°C) diisiik olmas1 nedeniyle biyokimyasal ortamlarda
kullanilabilmesi skCO;’ nin tercih sebebidir. Bugiine kadar yapilan caligmalarda
tepkimeler, kesikli, yar1 kesikli ve siirekli siliperkritik tepkime sistemlerinde
gerceklestirilmistir (Hammond et al. 1985; Marty et al. 1992) Bu calismalarda,
stiperkritik akigkan ortaminda enzimatik tepkimelerin verimliligi i¢in incelenen baglica
parametreler; basing, sicaklik, kiitle aktarim kisitlamalari, su igerigi ve yardimci ¢oziicli
etkileridir. Basingtaki degisim siiperkritik akiskanin yogunluguna , yogunluga baglh
olarak da ¢ozme giicii, yaymirlik, viskozite, dielektrik sabiti ve polaritesine etki eder;
bunlara bagl olarak da basin¢ enzimatik bir tepkimenin kinetigi ve verimine dolayl

olarak etki etmektedir.

Enzimler arasinda en yaygin kullanim alanina sahip olan lipazlar, sulu ortamlarda
hidroliz tepkimelerini; susuz ortamlarda ise tepkimeyi tersine dondiirerek esterlesme ya
da transesterlesme tepkimelerini katalizler. Lipazlar c¢ok sayida esterlesme,
transesterlesme ve hidroliz tepkimelerini diisiik sicaklikta katalizlemeleri, susuz
ortamlarda (¢Oziiciilii ortam, ¢ozliciisiiz ortam ve superkritik akigkan ortami) kararli ve
ucuz olmalari, kimyasal olarak iretilemeyen 6zel bilesenlerin iiretimini stereo ve
bolgesel spesifik 6zellikleri ile kolaylastirmalari, ester bagina spesifik olmalari, yiliksek
substrat secimlilikleri ve yan {riin olusumunu Onlemeleri nedeniyle kimyasal
katalizorlerin segenegidirler (Langrad ef al. 1988, Santaniello ef al. 1993, Goddard et al.
1999, Bornscheuer et al. 1996). Ayrica bu enzimler toksik olmamalar1 ve biyolojik

olarak bozunabilmeleri nedeniyle ¢evre dostudur.

Siiperkritik akiskanlar lipaz katalizli tepkimeler i¢in susuz tepkime ortami olustururlar
(Knez and Habulin 2002, Mesiano et al. 1999, Kamat et al. 1995, Vermue and Tramper
1995, Ballesteros et al. 1995). Siiperkritik akiskan ortaminda biyokatalizorler {izerine
yapilan arastirmalar ¢ok degisik enzimlerin bu ortamda katalitik olarak aktif olduklarini
gostermistir. skCO, ortaminda lipaz enzimi kullanilarak 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 gercgeklestirilmistir. Bu tepkimelerdeki enontiyomerik asirilik %70-99



arasinda degismektedir. Bu arastirmalar lipaz enziminin skCO, ortaminda yaygin

olarak kullanilabilecegini gostermektedir.

Biyolojik olarak aktif bilesiklerin sentezinde kullanilan kiral hidroksi ketonlar degerli
ara tiriinlerdir. Ozellikle anti-bakteriyel, anti-viriitik, anti-depresif, antibiyotik ve kalp
ilaglarinin sentezinde 6nemli girdi maddeleridir. Bugiine kadar kiral hidroksi ketonlarin
sentezi i¢in slireli yayinlarda uygulanan degisik yontemler atmosferik kosullarda

gergeklestirilmistir (Demir and Sesenoglu, 2002).

Bu tez ¢alismasinda kiral hidroksi keton olan 6-Hidroksi-3-metoksisiklo-2-heksen-1-on
ve benzoin skCO, tepkime ortaminda sentezi ilk kez arastirilmustir. Uriin verimine ve
enantiyomerik asiriliga ortam basinci, sicaklifi, organik c¢oziici ve pH  etkileri
incelenmistir. Yiiksek enantiyomerik asirilikta benzoin sentezinde en uygun deney

kosullarinin belirlenebilmesi i¢in yanit yilizey yontemiyle optimizasyon yapilmistir.



2. KURAMSAL BILGILER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1 Biyokatalizorler icin Geleneksel Olmayan Tepkime Ortamlari

Arastirmacilar uzun yillar biyokatalizorlerin sadece sulu ¢ozeltilerde ve 1liml sartlarda
aktif oldugunu diistinmiislerdir. Giiniimiizde ise yliksek ya da diisiik pH, yiiksek sicaklik
ve basing, yliksek tuz derisimi gibi sert kosullarda da aktif oldugu bilinmektedir
(Monsan and Combes 1984); ayrica,

» organik ¢oziicii

* sulu iki fazli sistem

= katilar

= gazlar

= stiperkritik akigskanlar (SKA)
gibi geleneksel olmayan ortamlarda da aktif oldugu goriilmiistiir (Vermue and Tramper
1992). Bu durum biyokatalizdrlerin organik sentezde kullanimini 6nemli o6lgiide

artirmistir.

2.1.1 Organik ¢oziiciilii ortamlar

Organik ¢oziiciilerin sentetik tepkimelerde kullanilmas1 durumunda asagidaki avantajlar

sozkonusudur;

e Organik ¢oziiciiler suda az ¢oziinen girdilerin ¢oziiniirliigiinii artirir.

e Tepkime ortamindaki su yerine suyla karigan organik ¢oziicli kullanilirsa
suya bagli yan tepkimeler onlenir.

e Apolar ¢oziicliler enzime bagli suyun zarar gérmesini engeller.

e Kaynama noktas1 diisiik organik ¢oOziiciiler biyokatalizoriin kazanimini
kolaylagtirir.

e Biyokatalizor organik c¢oziiciide c¢o6ziinmediginden tepkime ortamindan
kolaylikla kazanilabilir.

e Organik ¢oziicli biyokatalizoriin sicakliga dayanikliligini artirir.



e Enantiyose¢imli tepkimelerde organik ¢dziiciide biyokatalizorii yonetmek
daha kolaydir.
Bu avantajlarin hepsi biitiin organik c¢oziicliler i¢in gecerli degildir. Biyokatalizorii

inhibe etmesi, tepkime ortamini karmasik hale getirmesi gibi dezavantajlar1 da vardir.

Organik ¢oziicli tepkime ortami dort grupta incelenir:

e Suyla karisan organik ¢oziiciiler

e Iki fazl sistemler

e Mikro-sulu tepkime ortami

e Ters misel
Suyla karisan organik ¢oziiciiler apolar girdilerin ¢oziiniirliigiinii artirir; ancak, derigim
arttigt zaman c¢ogu enzimin inhibe oldugu goriilmistiir (Freeman and Lilly 1987).
Yeterli miktarda su ve suyla karigmayan bir organik ¢oziicli biraraya getirilirse iki fazl
sistem olusur. Apolar girdi ve iirlinler i¢in uygundur ve tepkime toksik girdi/iiriin
iceriyorsa tercih edilir. Tepkime firiinleri kolayca ayrilabilmekle birlikte kiitle aktarim

hizinin diisiik olmas1 ve biyokatalizoriin inhibe olmasi gibi dezavantajlari vardir.

Ortamdaki su miktar1 ortamdan ayirt edilemeyecek kadar azaltilirsa mikro-sulu ortam
elde edilir. Enzimin katalitik aktivitesi ve konformasyonunu korumak i¢in minimum
miktarda suya gereksinimi vardir. Susuz biyokatalitik aktivite miimkiin degildir ve
optimum su miktar1 enzimden enzime degisir. Hidrofilik ¢oziiciilerde, hidrofobik

olanlara gore ayni aktiviteye ulasmak icin daha fazla suya gereksinim vardir.

Ters misel enzimlerin organik fazda bulunan ve suda c¢oziinmeyen bilesiklerle
tepkimeye girmesi i¢in uygun bir ortamdir. Ortama eklenen yiizey aktif maddeler ile
difiizyon kisitlamasi azalir ve bodylece enzim hidrofobik girdilerin (substrat)

biyodoniisiimiinii gergeklestirir.

2.1.2 Siiperkritik akiskanlar (SKA)

Bir maddenin basing- sicaklik faz diyagraminda gaz sivi denge egrisi iizerinde ileri

dogru hareket edildiginde sicaklik ve basing artar. Sivinin yogunlugu azalirken gazin



yogunlugu artmaya baslar, giderek iki fazin yogunluklar1 birbirine yaklasir, gaz ve sivi
arasindaki farklar kaybolur ve kritik noktaya ulasilir. Bu noktada madde akiskan olarak
adlandirilir. Sicakligi ve basinct kendi kritik basinci ve sicakliginin iizerinde olan
akiskan stiperkritik akiskan (SA) olarak tanimlanir. Sivi ile gaz fazi kritik noktada
birbirinin ayn1 olur ve ikisi birbirinden ayirt edilemezler. Cevreyle uyumlu olmasinin
yaninda fiziksel 6zelikleri en 6nemli tercih nedenidir. Sivilar ve katilar, kritik sicaklik
ve basinglarinin lizerine ¢ikildik¢a, gazlarda daha ¢ok ¢oziintirler. Bu olay biiyiik dlciide
SKA yogunlugunun yiiksek ve sivininkine yakin olmasinin bir sonucudur. Siiperkritik
akiskanlarda molekiiller birbirine gaz haldekine oranla ¢ok daha yakindirlar ve sivi ya
da kat1 molekiillerini daha ¢ok ¢ekerler. SKA larin ¢oziicii 6zelikleri normal sivilarin
coziicii Ozeliklerine benzer. SKA basincinin degistirilmesi, yogunlugunun degismesi
anlamia gelir, bu da ¢oziicli 6zeliklerinin degismesi demektir (Petrucci et al. 2002).
Siiperkritik akigkanlarin en 6nemli 6zeligi fiziksel 6zeliklerinin (yogunluk, viskozite,
dielektrik sabiti vb) sicaklik ve basinca kuvvetle bagli olmasidir. Bu 6zelik kritik bolge
yakininda akiskanin oldukca sikistirilabilir olmasindan dolayidir. Saf bir madde i¢in

basing-sicaklik diyagrami Sekil 2.1.”de verilmistir.
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Sekil 2.1 Saf bir madde i¢in basing-sicaklik diyagrami (Brunner 1994)

Stiperkritik akiskanlarin fiziksel 6zelikleri gazlarla sivilar arasindadir (Cizelge 2.1).
Viskoziteleri gazlarinkine, yogunluklari sivilarinkine yakindir, yayinirliklar: ise gazlarla
stvilarin arasindadir. Diisiik viskozite ve yliksek yaymirlik, gaza benzeyen kiitle aktarim
ozelikleri saglar. Bu nedenle siiperkritik akigkan ortaminda gerceklesen enzimatik bir
tepkimede ortam i¢inde dagilmis enzimlerin aktif konumlarina girdilerin kiitle aktarim
hizt artar, kiitle aktarim kisitlamali tepkimeler, siiperkritik akiskan iginde

stvilarinkinden daha hizli gerceklesebilir.

Cesitli stiperkritik akiskanlarin fiziksel 6zelikleri Cizelge 2.2°de verilmistir. Gida ve ilag
endiistrisinde biyokataliz ve sicakliga duyarl olan biyolojik maddeler i¢in uygun olan

stiperkritik akigkanlar arasinda stiperkritik karbon dioksit (skCO,), yanic1 ve patlayici



olmamasi, toksik olmamasi, ¢evre i¢in uygun, atik giderme problemi olmayan, ucuz,

inert ve zararsiz olmasi nedeniyle yaygin olarak kullanilir.

Cizelge 2.1 Akiskanlarin fiziksel 6zeliklerinin karsilastirilmasi (Reid et al. 1987)

Ozelik Sivi Siiperkritik Akiskan Gaz
Yogunluk (g/cm’) 0,6-1,6 0,2-1,0 0,001
Viskozite (g/(cm.s)) 0,01 0,001 0,0001
Yaymirlik (sz/ S) 0,00001 0,001 0,1

Cizelge 2.2 Siiperkritik akiskanlarin fiziksel 6zelikleri (Reid ef al. 1987)

Coziicu Molekiil Sicaklik Basing Yogunluk
agirhig
Birim (g/mol) (K) (MPa) (bar) (g/cm’)

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 3649 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 Siiperkritik akiskanlarin ¢6zme giicii

Siiperkritik akigkanin ¢6zme giicii akiskanin yogunluguna baglidir. skCO,’in yogunlugu
kritik sicaklik ve basing degerlerine yakin bolgede basing ve sicaklikla belirgin bir
sekilde degismektedir. Sicaklik ve basincin uygun bir sekilde diizenlenmesi ile
akiskanin ¢ozme giicli artirilabilir. Stiperkritik akiskanin sicaklik ve basincindaki kii¢iik

degisiklikler akiskanin yogunlugunun degismesine neden olur. CO,’in oda kosullarinda




¢ozme giicii oldukea diisiikken (CO,’nin yogunlugu 2.0 kg/m®), kritik noktada oldukca
yiiksektir (CO,’nin yogunlugu 470 kg/m?). Siiperkritik CO, icin indirgenmis yogunluk
degerinin indirgenmis yogunluk ve indirgenmis basingla degisimi Sekil 2.2°de

verilmigtir.
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Sekil 2.2 CO;’nin indirgenmis yogunluk degerinin indirgenmis sicaklik ve indirgenmis
basingla degisimi (McHugh and Krukonis, 1994)

Sekil 2.2°de siiperkritik akiskan bolgesi, islemlerin uygulandigi en uygun sicaklik ve
basing degerlerini gostermektedir. Kritik yakini sivi bolgede (NCL) ise akiskanin
sicaklik ve basing degerlerinin kritik sicaklik ve basing degerlerine oldukc¢a yakin
oldugu goriilmektedir. Sicaklik ve basing programlanmasiyla ¢oziiciiniin ¢dzme
giiciiniin degistirilmesi yaninda, SKA’larin ¢ozilicii olarak kullanilmasinda bagska
avantajlar da vardir. SKA’larda gerceklestirilen ekstraksiyon ve tepkimeler, sivi
¢oziiclilerde ¢oziinenin yayinirligir daha diisiik oldugundan geleneksel sivi ¢oziiciilere
gore daha hizhidir. skCO;’in degisik sicaklik ve basingtaki fizikokimyasal 6zelikleri
(yogunluk ve viskozitesi) Cizelge 2.3°te verilmistir. Sabit sicaklikta basincin artmasiyla
skCOy’in yogunlugu ve viskozitesi artmaktadir; ancak, sabit basingta, sicakligin

artmasiyla yogunluk ve viskozite degerlerinin diistiigii ve sicaklik ve basingtaki kiiciik



degisikliklerin skCO;’nin fizikokimyasal 6zeliklerinde ©nemli degisiklikler yaptigi

goriilmektedir.

Cizelge 2.3 skCO;’in ¢esitli sicaklik ve basingtaki fiziksel 6zelikleri (Roy et al. 1996)

Basing (MPa) Sicaklik (K) Yogunluk (kg.m™) | Viskozite kg(m.s"
313,0 879,5 8,2%107
24,5 328,0 806,2 6,9%10~
343,0 730,0 5,7%107
313,0 814,6 7,0¥107
17,6 328,0 712,5 5,4*10”
343,0 599,1 4,1*¥107
313,0 676,1 4,7%10”
10,8 328,0 379,4 2,7%10”
343,0 283,6 2,4%107

Sabit sicaklikta, maddenin siiperkritik akigkan ortaminda mol kesri cinsinden
¢Oziiniirliigliniin basing ile degisimi Sekil 2.3’te verilmistir (Williams et al. 2002).
Basing sifirin lizerinde fakat sifira yakin ise sadece ¢ozlinen buhar fazinda olup mol
kesri bire yakindir. Coziicii eklendikten sonra ¢oziicli seyreltilir ve diisiik basingta
¢Oziiniirliik sifira yakin bir degere yaklasir. Coziintirliikk sifira yakin degerde bir siire
kaldiktan sonra, yogunlugun basing ile hizla artmasindan dolay1 akiskanin kritik
yogunluk degeri cevresinde artar. Coziiniirlikteki bu artisin nedeni, kritik nokta
yakininda ¢6ziicii ve ¢oziinen molekiilleri arasindaki etkilesimin artmasidir. Daha sonra
¢Oziiniirliikte azalma gozlenebilir (kesikli ¢izgi ile gdsterilmistir). Bu durumda sistem
sikistirildigr igin ¢oziicii ve ¢dziinen arasinda itme kuvveti etkili olmustur. Alternatif
olarak ¢oziiniirliik artabilir (nokta ile gosterilmistir). Artan egri, yiiksek sicaklikta ugucu

maddenin daha az oldugunu gosterir.
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Ciziiniinliik

Basing

Sekil 2.3 Coziiniirliikk-basing iligkisi (Williams et al. 2002)

2.1.2.2 Yardima ¢oziicii

Akigkanin ¢oziicli Ozelikleri yardimci ¢Oziicli (entrainer, modifier) eklenerek
degistirilebilir. CO, apolar ¢oziiciiler smifindadir; ancak karbonun dort kutuplu
molekiiler yapisit nedeniyle alkoller, esterler, aldehitler gibi polar organik maddeleri
diisiik oranda ¢ozebilmektedir. Genellikle daha polar maddelerin ekstraksiyon ve
kromatografi islemlerinde diisiik molekiil agirlikli alkoller gibi polar yardimer ¢oziiciiler
eklenmektedir. SKA ile birlikte diisiik derisimlerde (% 1-5 (v/v) ekstraksiyon
sistemine beslenen yardimci ¢oziicli ekstraktin ¢oziiniirliigli artirilabilir (Dean 1987,
Salgin 2004). Yardimci ¢oziiciiniin gorevi; ¢Oziicliniin ¢dzme giicli ve polaritesini
artirmaktir. Se¢imli olarak gerceklestirilen fraksiyonlu ayirma siirecini kolaylastirmak
ve bir ya da daha fazla sayida bilesigin se¢imli olarak ayrilmasinda kendi aralarindaki
etkilesimlerini artirmak i¢in SKA uygulamalarinda yardimei ¢oziicli kullanilmaktadir.
Dobbs (1986), organik bilesiklerin siiperkritik kosullardaki ¢oziiniirliikleri iizerine polar
yardimci1 ¢oziicliler kadar etkin apolar ozelikteki yardimer ¢oziiciilerin etkisini de
incelemistir. Aromatik grup igermeyen bilesiklerin ¢oziiniirliigli, polar ¢oziiciilerin
aksine apolar Ozelikteki yardimci ¢oziiciiler onemli 6lgiide artirmistir. Dipol—dipol
etkilesimler ve hidrojen baglardan dolay1 apolar oOzelikteki yardimci c¢oziiciilerle

¢Oziiniirliik 6nemli 6lgiide artirilmaktadir. Saf haldeki SKA’nin kritik basing degerinden
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daha yiiksek kritik basing degerine sahip bir yardimci ¢oziicli diisiik miktarlarda olsa
bile ¢bziicli karigiminin kritik basincinin artmasina neden olur (Chimowitz and Penisi

1986).

Apolar 6zelikte ve molekiil yapisinda aromatik halka icermeyen organik bilesiklerin
yardimer ¢oziicli olarak kullanildigi ortamlarda, ¢oziintirliik degerlerini birkag yiiz kat
artirmaktadir. Yardimci ¢oziicli olarak n-alkan kullamildiginda, ¢oziiniirliikteki artis
alkan zincirinin uzunlugundan kaynaklanmaktadir. Yardimci ¢oziicli derisiminin artmasi
ile ¢oziiniirlik degeri de artar. Apolar 6zelikteki bir ¢oziicli karisiminin olusturdugu
yardimer ¢ozilicii karisimlarinda ise ¢oziiniirliik degerindeki artis daha diisiik ya da
yiiksek olabilir. Karigik apolar yardime1 ¢oziicii karisimlarinin ¢dzme giicii sicaklik ve
basincin fonksiyonu olan yogunlukla da degismektedir. Bulgular 1siginda, polar
yapidaki bir bilesigin ¢ozlintirliglinii artirmak i¢in segilen yardime1 ¢oziicii tiirli polar
Ozelikte olmasi gerekmedigi belirlenmistir. Coziiniirliik ve iirlin  se¢imliliginin
artirllmasi bazi durumlarda apolar 6zelikteki yardimci ¢6ziicli ortamlarinda daha yiiksek

olabilmektedir (Salgin 2004).

2.1.2.3 Siiperkritik akiskan teknolojisi uygulamalar:

Stiperkritik akigskan alaninda uygulamalar asagidaki 6zetlenmistir (Kirk ve Othmer

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

e Siiperkritik akigkan ekstraksiyon uygulamalari
- Kahve ve ¢aydan kafeinin uzaklastirilmast
- Tohumlardan vitamin yaglariin ekstraksiyonu
- Tat verici, giizel kokulu aroma ve parfiimlerin ekstraksiyonu
- Baharat ekstraksiyonu
- Hayvansal ve bitkisel kaynakli yaglarda koku veren maddelerin uzaklastiriimasi
- Meyve sulariin stabilizasyon islemleri
- Yiinden lanolin iiretimi
- Dogal tirlinlerden pigment ekstraksiyonu
- Hazir yiyeceklerdeki yagin uzaklastirilmasi

- Kolesterol uzaklastirilmasi
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- Bitkilerden antioksidan ekstraksiyonu
- Dogal pestisitler
- Tiitlinden nikotinin uzaklastirilmasi
- Farmasotik bitkilerden ilag etken maddelerin ekstraksiyonu
- Serbet¢i otunda acilik veren maddelerin uzaklastirilmasi
- Antibadilerden asetonun uzaklastirilmasi
e Siiperkritik akigkan kromatografisi uygulamalar1
e Kimyasal ya da biyokimyasal tepkimeler
- Homojen ya da heterojen katalizler ile gerceklestirilen tepkimeler
(izomerizasyon, hidrojenerasyon, enzim katalizli tepkimeler, Fischer-Tropsch
sentez vd.)
- Polimerizasyon
- Kiral bilesiklerin sentezi
e (evresel atiklarin degerlendirilmesi
- Adsorbanlarin rejenerasyonu
- Atik sulardan organik kirliliklerin uzaklagtirilmasi (Stiperkritik H,O oksidasyonu)
e Nano ya da mikro yapida kimyasal ya da biyokimyasal maddelerin tasarimi
- RESS (Rapid Expansion of Supercriticl Fluids)
- GAS (Gas Antisolvents)
- ASES (Aerosol Solvent Extraction System )
- SAS (Supercritical Antisolvents)

- Ters misel uygulamalari

2.1.2.3.1 Ekstraksiyon

Siiperkritik akiskan ekstraksiyonu ilk olarak Pilat and Goclewitz tarafindan 1940
yilinda superkritik CO, kullanarak mineral yaglarim1 ayirmak icin kullanilmigtir
(Williams et al. 2002). Ekstraksiyon apolar bilesiklerin ayrilmasina uygulandigi zaman
basar1 orani artmistir. Bu durum CO; molekiiliiniin de apolar olmasiyla agiklanmistir.
Stiperkritik akigkan ekstraksiyonu ¢oziinebilen maddeyi ¢6ziinmeyen matristen ayirmak
icin uygulanir. Stperkritik akiskan, Ornek igerisine sivi ¢oziiciilerden daha hizli

difiizlenir. Akiskanin difiizyon katsayis1 gazlarla sivilar arasinda oldugundan maddeyi
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ornekten daha hizl tagir (Willams et al. 2002). Kolon boyunca kat1 yapida bulunan ve
ekstrakte edilebilen bilesikler siiperkritik kosullardaki ¢oziicii i¢inde ¢dziinmekte ve
daha sonra basing azaltilarak iiriin ya da iiriinler akigkandan ayrilmaktadir. Basincin
azaltilmasi ile ¢o6ziinen maddenin SKA fazdaki ¢oziiniirliigli azalmakta ve ayirma islemi
gerceklesmektedir. Coziicli atmosfere gonderilmeden sisteme geri beslenebilmektedir

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

2.1.2.3.2 Kromatografi

Stiperkritik akiskan kromatografisi, stiperkritik akigkani hareketli faz olarak kullanarak
organik bilesiklerin ayrilmasi olarak tanimlanmaktadir. Siiperkritik akiskanin siviya
gore daha hizli difiizyon ve diisiik viskositeye sahip olmasi yiiksek basing sivi
kromatografisi (HPLC) ye gore daha verimli bir ayirma iglemi olmasin1 saglamaktadir.
Bazi uygulamalarda, kromatografi orta hacimli toksik organik ¢d6ziici kullanilan
HPLC’ye ve ugucu organik ¢oziicii kullanilan gaz kromatografisi (GC) ye ekonomik
olarak alternatiftir. Ayrica, siliperkritik akigkan kromatografisi uygulanan ayirma

islemlerinde tirlinde ¢oziicii atigi bulunmamaktadir (Willams et al. 2002).

CO; en ¢ok kullanilan hareketli fazdir. Kritik sicakliginin diisiik olmasi 1siya duyarlh
maddelerin ayrilmasin1 saglamaktadir; ancak, COy’nin polaritesinin diisiik olmasi
¢coziicii olarak kullanimini smirlamaktadir. Bu nedenle, polaritesini artirmak igin

metanol gibi polar organik ¢oziicliler kullanilmaktadir.

Siiperkritik akigkan kromatografide dolgulu ve kapiler olmak iizere iki farkli tip kolon
kullanilmaktadir. Kapiler kolon analiz siiresinin uzun olmasi ve kesinliginin diisiik
olmas1 nedeniyle pek tercih edilmemektedir. Dolgulu kolon ise HPLC ile ayrilmasi
uygun olmayan maddeler i¢in tercih edilmektedir. Stiperkritik ekstraksiyon diizenegi
ekstraksiyon cihazina benzemekle birlikte arada birtakim farklar bulunmaktadir.
Ornegin kolondaki durgun faz ekstraksiyondaki ornek hiicresinin yerini almaktadur.
Ayrica, kromotografide kolondan 6nce enjektor ve kolon ile basing regiilatorii arasinda
dedektoér bulunmaktadir. Siperkritik ekstraksiyon ile ilgili detayli caligmalar ve

uygulamalar en fazla farmasoétik endiistrisinde yapilmaktadir.
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2.1.2.3.4 SKA’da kimyasal tepkimeler

Stiperkritik akiskanlar fiziksel Ozeliklerinin sagladigi avantajlar nedeniyle cesitli
kimyasal tepkimeler icin iyi bir tepkime ortamidir. Kimyasal maddelerin ¢ogu
stiperkritik tepkime ortami olarak kullanilabilir, fakat 6zellikle ¢evre dostu tepkimelerin
onem kazanmasiyla en ¢ok kullanilan ¢oziicliler karbon dioksit ve su olmustur. SKA
ortaminda gerceklestirilen tepkimelerin avantajlar1 asagidaki gibi siralanabilir:

* Yogunluk, viskosite, yayinirlik ve polarite gibi ¢oziicli 6zelikleri gaz ve sivilar
arasindadir. Diislik viskozite ve yiiksek yaymurlik, kiitle transferinin sivilardan
daha biiyiik olmasin1 saglar. Ayrica, termal iletkenlik 6zeligi de 1s1 transferinin
stvilardan daha hizli olmasina olanak verir.

»  (ozici Ozelikleri, sicaklik ve basingtaki degisikliklerden ya da az miktarda
yardimc1 ¢oziici eklenmesiyle biiyiilk oranda degisir. Boylece ¢oziicli
degistirmeden sicaklik ve basing degisimi ile en uygun kosullar
bulunabilmektedir.

* Sivi faza gore etkilesimlerin akiskan ortaminda daha az olmasi organik
tepkimeler i¢in biiylik avantajdir.

» Girdileri bir ¢ok siiperkritik ¢oziicii molekiilii tarafindan ¢evrelenmesiyle kritik
nokta yakininda kiimeler olusur. Bu durum tepkime hizini artirir ve se¢imliligi
de etkiler.

= Tepkime ve ayirma islemi bir arada olmaktadir. Ornegin, skCO, ortaminda
gerceklesen tepkimelerde tepkime basincini azaltinca CO, sistemden

kendiliginden ayrilmaktadir.

Siiperkritik akigkanlar birbirlerinden oldukca farkli fiziksel Ozeliklere sahiptir, bu
nedenle her biri farkli kimyasal tepkimeler i¢in uygundur. CO;’nin kritik sicaklig1 30,9
°C’dir ve organik sentez i¢in uygundur. Organik ¢dziicli istenmeyen tepkimelerde CO,
giivenli bir ortam saglamaktadir. skCO;’nin ¢0ziicii 6zeligi hekzan gibi apolar
coziicillere benzer diigik molekiil agirlikli apolar ya da az polar bilesikleri
¢Ozebilmektedir. Suyun kritik sicakligr (374,1 °C) basinct (22,12 MPa) yiiksektir bu
nedenle atik islemlerinde uygundur. Metanoliin kritik sicakligi (239,4 °C) ve basinci
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(8,09 MPa) karbon dioksit ve su arasinda olup polimerlerin (Kondenzasyon

polimerizasyon) kimyasal geri doniisiimiinde verimli olarak kullanilmaktadir.

Siiperkritik Akiskan ortaminda gergeklestirilen tepkimeler asagidaki gibi siralanabilir
(Savage et al. 1995, Kapucu 2003):

1. Kati yakittan siv1 yakit tiretimi

2. Homojen ve heterojen kataliz

3. Cevresel atiklarin degerlendirilmesi
4. Polimerizasyon

5. Materyal sentezi

6. Kimyasal sentez

7. Elektrokimya

Heterojen katalizli tepkimeler kendi i¢inde
» [zomerizasyon
» Fischer-Trosch sentezi
» Enzim katalizli tepkimeler
» Diger katalitik tepkimeler
seklinde gruplanabilir.

2.1.2.4 SKA’da enzimatik tepkimeler

Siiperkritik akigkanlarin kritik nokta yakininda sikistirilabilir olmast kuramsal ve
endistriyel alanda ilgiyi artirmaktadir (Arai et al. 2002). Kimyasal ve biyokimyasal
tepkimelerde siiperkritik akiskan ortaminda ¢oziicii ve ¢oziinen etkilesimi, sicaklik ve
basinctaki kii¢iik degisimler tepkimenin etkinligini 6nemli Olgiide degistirmektedir.
Protein smifinda olan enzimler tepkime hizini artirma kabiliyetindedirler. skCO,
ortaminda basincin enzimatik tepkime hizimi etkiledigi bir ¢ok arastirici tarafindan
belirlenmistir (Clifford and Bartle 1996). Ayrica, siliperkritik akiskan ¢oziicii 6zelikleri
de sicaklik ve basingla biiyiik dl¢iide degismekte ve bu hassasiyet SKA’da ¢oziicii-
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¢Oziinen ya da ¢oOzilinen-¢oziinen molekiillerarasi etkilesimleri kontrol etmede O6nem

kazanmaktadir.

Dogada bir ¢ok metabolik tepkime enzimler tarafindan katalizlenmektedir. Enzimlerin
spesifik stereosecimliligi katalizor olarak kullanimlarmi artirmistir; ancak, proteinler
kararsizdir ve apolar organik ortamda kolaylikla degistiginden enzimatik tepkimelerin
cogu sulu ortamda ger¢eklesmektedir. Hidrofobik substratlar apolar ortamda ¢oziinebilir
ve bu ortamdaki enzimler suda ¢Ozliinmeyen substratlar1 katalizler. Stiperkritik
akiskanlar susuz ortam olarak ilgi gormektedir. SKA ortaminda hidrofobik substratlarin
¢Oziinilirliigliniin yiiksek olmasi, ¢oziicii kirliligi olmamasi ve diisiik viskozite, yiiksek
yaymirlik ozelikleri girdilerin kiitle aktarim katsayisim1 artirarak tepkime hizinin

artmasini saglamaktadir.

2.1.2.5 Siiperkritik akiskan ortaminda enzimatik tepkimeleri etkileyen
parametreler

Stiperkritik akigkan ortaminda enzimatik tepkimeleri etkileyen parametreler asagidaki

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

e Reaktdr tiirii

e (oziict tiri

e Isletim parametreleri
e Su miktan

e Kiitle miktar
2.1.2.5.1 Reaktor tiiri
Ballesteros et al. (1995) siiperkritik akiskan biyoreaktorlerini karistirmali ve sabit
yatakli olmak iizere ikiye ayirmislardir (Kapucu 2003, Elemzade 2005). Karistirmali

reaktdrler tice ayrilir (Sekil 2.4. a, b, ¢).

o Kesikli: Girdiler tepkime kabina koyularak istenilen basingta tepkime

gerceklestirilir. Tepkime sonunda reaktoriin basinei diistiriilerek bosaltilir.
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o Ekstraktif kesikli: Girdiler tepkime kabina koyularak tepkime baslatilir.
Reaktorde basing disiiriilerek {iritin alinir; doniismeyen girdi akimi geri dongi
yapilir.

e Siirekli: Girdi stirekli beslenip doniismeyen girdi ve iirtin kademeli olarak basing

diisiirme ile ayrilir. CO, reaktore geri dongii yapilir.

Sabit yatakli biyoreaktorler iice ayrilir (Sekil 2.5. a, b, c)

e Yan kesikli: Reaktordeki girdiler iizerinden siirekli olarak karbon dioksit
gecirilir. Enzim yataginda tepkime gergeklesip iirtinler siirekli alinir.

e Dolasimli kesikli: Karbon dioksit enzim yatagindan gegirilip tepkime
tamamlanana kadar iirlinlerle birlikte geri dongii yapilir.

e Siirekli: Substrat ve karbon dioksit tepkime siiresince enzim yatagindan gegirilir,

tirlinler ve karbon dioksit ayrigir.
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Sekil 2.4 Karistirmali biyareaktorler (Ballesteros et al. 1995)

a. Kesikli reaktor, b. Ekstraktif kesikli, c. Siirekli reaktor
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Sekil 2.5 Sabit yatakli biyoreaktorler (Ballesteros et al. 1995)

a. Yari-kesikli reaktor, b. Dolasimli kesikli reaktor, c. Siirekli reaktor
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2.1.2.5.2 Siiperkritik akiskan coziicii tiirii

Stiperkritik ve kritik nokta yakininda akiskan, enzimlerin susuz ortamdaki aktivitesini
artirmak i¢in alternatif tepkime otami olarak kullanilmaktadir. Enzimlerin yiiksek
basingtaki kararliligi kuramsal ve pratik uygulamalarda etkilidir. Protein yapisindaki
degisiklik ¢cok ug¢ sartlarda gergeklesmektedir. Ortam sartlar1 ¢ok zit degilse protein
yapis1 biiylik dlgiide geri kazanilabilmektedir. Proteinin yapisindaki kiiciik degisimler
aktivite, kararlilik 6zeliklerini degistirmektedir (Habulin and Knez 2001).

Biyokatalitik tepkimelerin ¢ogunda katalizoriin kararliligi i¢in tepkime sicakliginin 0-60
°C araliginda olmas: gerekmektedir. SKA tepkime ortamindaki biyokatalitik
tepkimelerle ilgili olan ¢aligmalar genellikle CO; ile yapilmakla birlikte az da olsa diger
akiskanlar da kullanilmigtir (Vermue and Tramper 1995).

Stiperkritik akigskan ortamindaki ¢oziiciiniin girdiler ve enzim ile etkilesimi tepkime
acisindan onemlidir. Coziicli girdileri ¢ozmeli ancak kimyasal etkilesimi olmamalidir.
Coziiciiye gore enzim aktivitesi ve kararlilig1 degisebilmektedir. Bunun nedeni akiskan-

enzim etkilesimidir.

Hammond et al. (1985) p-kresol ve p-klorofenoliin polifenol oksidaz ile
oksitlenmesinde siiperkritik triflorometani, Kamat et al. (1992) metil metakrilat
maddesinin lipaz katalizli esterlesmesinde, siiperkritik etan, etilen, triflorometan ve
kritik nokta yakininda propani, Kamat ef al. (1993) ise metil metakrilat ve 2-etanoliin
candida cylindracea varhiginda interesterlesmesinde CO, tepkime i¢in giiclii bir

inhibitor oldugundan siiperkritik floroform kullanmislardir.

Knez and Habulin (2002) cesitli esterlerin farkli hidrolazlar ile enzimatik tepkimesini
skCO, ve propan ortaminda gerceklestirmiglerdir. Biitirik asit ve etanoliin farkli
lipazlarla (R. niveus, R. javanicus, P. fluorescens, P. pancreas) CO, ve propanda 100
bar basing, 40 °C sicaklikta tepkime performansinin secilen ¢oziicliye kuvvetle bagh
oldugu belirlenmistir. Coziicliniin enzim aktivitesini bliylikk 0Olgiide etkiledigi

saptanmistir. CO, ortaminda lipazin aktivitesindeki azalma CO, ve enzim arasindaki

21



etkilesime bagli olarak agiklanmistir. CO;’in enzim ylizeyinde serbest amino gruplari ile
kovalent bagli kompleks olusturdugu ve olusan karbamat iyonlarinin lizin kalintilarinin
tizerindeki ylikleri uzaklastirarak enzimin yapisint bozdugu belirtilmistir. Sekil 2.6’da
candida cylindracea lipazi kullanilarak MMA ve 2-etil hekzanol interesterlesmesinde
enzim aktivitesinin SKA tiirline bagli oldugu goriilmektedir (Kamat et al. 1995).
Substratin enzim aktif konumu ve ¢6ziicli arasindaki dagilimi ¢oziicii ve enzimin
birbirine gére hidrofobikligine baglhdir. Ornegin trosin ve fenilalenin esterleri gibi
hidrofobik girdi suda substilin ve kromotripsinin aktif konumuna dagilirken, organik
¢oOziiclide substratlar ¢oziiciiye dagilarak tepkime hizin1 digiirmiistiir. skCO;’in

enzimleri inaktive edip etmedigi belirsizdir.
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Sekil 2.6 Lipaz (candida cylindracea) aktivitesinin 11.03 MPa, 45 °C’de metil
metakrilat ve 2-etilhekzanol’iin interesterlesmesinde farkli SKA
ortamlarindaki aktivitesi (Kamat ef al. 1992)

Lipazlarin skCO, ortaminda ve n-hekzandaki aktiviteleri karsilastirildiginda n-hekzanda
daha vyiiksek aktivite gosteren enzimler oldugu belirlenmistir. Ornegin, candida
cylindracea lipazi, MMA ve 2-etanolhekzan interesterlesmesinde etan, kiikiirt
hekzaflortir, etilen, floroform, karbon dioksit ve kritik yakin1 propan gibi ¢oziiciiler

icinde en diisiik aktiviteyi skCO,’de gostermistir (Kamat et al. 1992). CO;’in bu enzimi
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atmosferik kosullarda da inhibe ettigi belirlenmistir. Sekil 2.7°de goriildiigii gibi CO,
hekzan icinde lipaz (candida cylindracea) aktivitesini degistirmistir. Karbon dioksitin
lipaz enzimi i¢in kuvvetli bir inhibitdér oldugu acik¢a goriilmektedir; ancak skCO,’de

gdzlenen inhibisyon tamamen tersinirdir.
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Sekil 2.7 MMA ve 2-etilhekzanoliin 35 °C’de hekzanda interesterlesmesinde CO,’nin
lipaz (candida cylindracea) aktivitesine etkisi

skCO, ortaminda bekletilmis candida cylindracea enzimi daha sonra geleneksel
¢oOziiciiye yerlestirildiginde dogal enzimdeki ile ayni aktiviteyi gostermistir (Kamat et
al. 1995). Benzer gozlemler Chulalaksananukul ef al. (1993) Marty et al. (1992) ve
Vermue et al. (1992) tarafindan da elde edilmis, farkli bir lipaz ile (M. miehei),
tepkimenin hekzan ortaminda skCO,’den daha hizli gergeklestigi belirlenmistir. Enzim
aktivitesi pH’a da duyarlidir. Sulu ¢ozeltilerde katalizin pH’a bagimliligi, katalizde
onemli rol oynayan cesitli aminoasit kalintilarinin iyonlagmasini gdosterir. Susuz
ortamda belirgin bir sulu fazin olmamasindan dolayr pH’1 6lgmek zordur (Dordick
1989). Susuz ortamda enzim, mikrosulu c¢evresinde pH degistiginde aktivitesini
degistirmektedir. CO, enzimin etrafindaki sulu tabakada ¢oziinerek yerel pH’1 degistirir
ve boylece enzim aktivitesini etkiler. Karbon dioksit, amino gruplar1 ve enzim

etkilesimi ile enzim yiizeyinde karbamat kompleksleri olusturarak proteinin yapisini da
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degistirmektedir. Wright et al. (1948) ve Werner (1920) CO;’nin asidik molekiil
oldugu icin bazik amino gruplar ile etkileserek karbamat kompleksleri olusturdugunu
belirtmislerdir (Kamat et al 1995). Olusan kompleks CO, ve amino gruplarinin

birbirlerine gére derisimine ve amino gruplarinin bazikligine baglidir.

R-NH; + CO, = R+NH,COO" ikiz iyon (CO, fazla ise)
R-NH, + CO, = RNHCOO'H; 'NR (Amin fazla ise)

Enzimlerde lizin kalintilar1 karbamat kompleksi olusumunda yer almaktadir.

enz-liz-NH, <«— enz-liz-NH-COO"
(Aktif) (Inaktif)

Karbamat kompleks olusumunun pH’1n artmasi ile artmaktadir. Karbamat kompleksleri
diisiik basincta kararli olup sicaklik arttikga denge sola kaymaktadir. Bu durum
sicakligin artmasi ile karbamat olusum tepkimesinin tersinir olabilecegi ile agiklanmigtir

(Kamat ef al. 1992).

Her bir enzim yiizey modifikasyonuna farkli yanit verdiginden CO,’in inhibitor etkisi
biitiin enzimler i¢in ayni degildir. Dumont et al. (1992) mistrik asitin etanol ile M.
Miehei lipaz1 varliginda esterlesme tepkimesinde skCO,’de enzim aktivitesinin
hekzandakinden 1,5 kat fazla oldugunu saptamislardir (Kamat et al. 1995). Benzer
bulgu Chi ef al. (1988) tarafindan srearik asit ve triolenin interesterlesmesinde de elde
edilmistir. Substilin katalizli etanol ve N-asetil-L-fenilalenin kloro etil ester
tepkimesinde skCO,’de tepkime hizinin amil alkoldekinden dort kat daha hizli oldugu
belirlenmistir (Pasta ef al. 1989).
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2.1.2.5.3 Basing etKkisi

Geleneksel organik ¢oziiciilerden farkli olarak SKA’daki tepkimeler atmosferik basincin
tizerinde bir basingtaki tepkime ortaminda ger¢eklesmektedir. Bu nedenle basing enzim
tizerinde etkili bir parametredir. SKA’da basincin etkisi komplekstir. Bu nedenle ii¢

farkli grupta incelenebilir (Kamat et al. 1995).

1. Enzim konformasyonuna (kararliligina) etkisi
ii. Enzim kinetigine etkisi

iii. Enzim aktivitesini dolayli yoldan etkileyen SK A nin fiziksel 6zeliklerine etkisi

1. Enzim konformasyonuna (kararliligina) etkisi:

Enzimler kompleks, kivrilmis polipeptit molekiilleridir. Polipeptitlerin kivrilmis yapisi
ya da {g¢iinciil yapisi, hidrojen baglari, iyonik ve hidrofobik etkilesimler, disiilfit (S-S)
kopriileri ile bir arada tutulurlar. Disiilfit baglar1 olan enzimler disiilfit baglar
olmayanlara gore daha kararlidirlar. Penniston (1971) sulu sistemlerin, 100 MPa
altindaki basingta enzim aktivitesine etkisi olmadigini belirlemistir (Kamat et al. 1995).
Monomerik enzim aktivitesi basincin artmastyla artarken, multimerik enzimler basincin
artmastyla aktivitelerini kaybetmislerdir. Randolph et al. (1988) skCO;-yardime1
¢oziicii karisgiminda 35 °C, 0,1-11,3 MPa basing araliginda kolesterol oksidaz yapisinda
degisiklik olmadigini yiiksek basing elektron paramagnetik resonans (EPR) spektrumu
ile belirlemislerdir (Randolp et al. 1988). Benzer sekilde Affleck et al. (1994)
substilinin konformasyonunun n-hekzanda 70 MPa basinca kadar degismedigini
saptamiglardir. Buna karsin skCO,’de tripsinin konformasyonunun basing ile degistigi
floresans spektroskopi ile belirlenmistir; ancak, bu yapisal degisimlerin enzim
aktivitesine etkisi ile ilgili veri elde edilmemistir (Kamat et al. 1995). Kasche et al.
(1988) monomerik ve oligomerik enzimlerin skCO, ortaminda karaliligin1 incelemisler;
kromotripsin, tripsin ve penisilin amilazin kismen denatiire oldugunu belirlemislerdir.
skCO;’de basing diisiirme hizinin ve ¢oziiciideki su miktarinin enzimin bozunmasina
direkt etki ettigini ve disiilfiir kdpriileri iceren enzimlerin denatiirasyona daha az meyilli

oldugunu 6ngdrmiislerdir. Tanagucci et al. (1987), karbon dioksitin on adet ticari enzim
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tizerine etkisini 35 °C ve 20,3 MPa basin¢ta incelemisler ve bir saat skCO, ile
etkilestirilen enzimlerin aktivitelerinde kayip oldugunu belirlemislerdir. skCO,’e % 0,1
su ve % 3 etanol eklendikten sonra aktivitede 6nemli bir degisiklik olmazken, % 0,1 su
ve % 6 etanol eklendiginde aktivitenin % 20 oraninda azaldig1 saptanmistir (Kamat et
al. 1995). Ayrica kiitlece % 50 su iceren lipazin skCO, ile etkilestirildikten sonra

aktivitesinin 2/3’linii kaybettigi belirlenmistir.

Balaban et al. (1991) pectinesterase igeren portakal suyu drneklerini skCO, ortaminda
13,7 ve 31 MPa basingta ve 40-60 °C’de incelemislerdir (Rezaei et al. 2007).
Pectinesterase aktivitesinin siiperkritik ortamda islem goérmemis olana gore azaldigini
belirlemislerdir. Sicaklifin, pectinesterase aktivitesini diigliren bir faktdr olmasina
karsin yiiksek basing uygulanmadiginda aktiviteyi pek fazla etkilemedigi gozlenmistir
(Balaban et al. 1991). Yiiksek basingli CO, ortaminda, CO;’nin suda ¢oziinmesi ile
olusan karbonik asit pH’in diigmesine neden olmustur. Portakal suyunun en diisiik pH
degeri 31 MPa ve 35 °C’de 3 olarak Olciilmiistiir. Balaban ef al. (1991) aktivitenin
azalmasina yliksek basmcin degil pH degerinin diigiik olmasinin neden oldugunu ileri
stirmislerdir (Rezaei et al. 2007). Benzer sekilde, Owusu-Yaw et al. (1988) portakal
suyunun pH’mi1 asit ekleyerek 2’ye diisiirmiis ve pectinesterase aktivitesinin énemli

Olciide azaldigini belirlemisledir.

Bazi enzimler oldukea diisiik pH degerlerinde de aktif olabilmektedir. Ornegin, candida
cylindracea lipazinin pH 2-8,5 arasinda aktif oldugu yapilan arastirmalarla saptanmistir
(Yu et al. 1992). Randolph et al. (1991) kolesterol oksidaz i¢in skCO, ortaminda
basingtaki degisimden (0,1-11,2 MPa) dolay1r konformasyondaki degisimin minimum
diizeyde oldugunu yiiksek basingli elektron paramanyetik rezonans spektroskopi ile
saptamislardir (Rezaei et al. 2007). Benzer bulgular Miller et al. (1991) tarafindan

Rhizopus lipazi i¢in elde edilmistir .

Shishikura et al. (1994) tutuklanmis Mucor miehei lipazin skCO, ortaminda 180 saat
boyunca 9,8 MPa ve 60 °C’de kararli oldugunu belirlemislerdir (Rezaei et al. 2007).
Buna karsilik Rezaei and Temelli (2000) canola yaginin Lipozyme IM ile skCO,
ortaminda 38 MPa ve 55 °C’de 24 saat hidrolizinde doniisim hizinda diisme
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saptamislardir. Aktivitedeki bu kaybin hidroliz sistemlerinde eklenen suyun igerisinde

enzimin uzun siire kalmasina bagli oldugunu vurgulamisglardir.

Kamat et al. (1992), calismalarinda, metilmetakrilat ve 2-etilhekzanoliin skCO,
ortaminda 11 MPa ve 45 °C’de alkoliziz tepkimesinde basing diisiirme isleminden sonra
enzimi geri kazanmis ve aktivitesini kaybetmedigini belirlemislerdir. Benzer sonucu
CO; , n-hekzan ile ortama verildiginde de elde etmislerdir. Bu sonuglara bagli olarak
CO;’in neden oldugu enzim inhibisyonunun hem hekzan hem de skCO, ortaminda geri

doniigsiimii oldugu sonucuna varmiglardir.

Randolph et al. (1991) belli bir degerin iizerindeki basincin enzimi negatif yonde
etkiledigini ve geri donlisimii olmayan enzim denatiirasyonunun ¢ok yliksek

basinglarda (>400 MPa) gerceklestigini ileri stirmiiglerdir.

Lin et al. (2006) trigiliseritteki doymamis yag asit miktarini artirmak i¢in tutuklanmis
mucor miehei enzimi ile 103,4 bar basic ve 50 °C’de transesterlesme tepkimesi
gerceklestirmiglerdir. Enzim 15 giin boyunca 8 kez basinglandirma ve basing diisiirme
islemi yapilmis ve tepkime sonunda enzim aktivitesinin % 20’sini kaybettigi
gbzlenmistir. Aktivitedeki bu azalmanin iki nedeninin olabilecegini belirtmislerdir,
bunlar; 1) basing diisiirme islemi sirasinda yiizeydeki su molekiillerinin buharlasma

olasilig1 2) enzimin yiiksek sicaklikta uzun stire kalmasi nedeni ile bozulmasidir.

Ikushima et al. (1995) skCO,’de esterlesme tepkimesinde Fourier transform infrared
spektroskopi (FTIR) ile enzimin konformasyonunu incelemis ve smirli bir basing
araliginda (7,5-8,5 MPa) candida cylindrace lipazinin konformasyonunda degisme
meydana gelerek tepkime hizimi artirdigini ileri stirmiislerdir. Ishikawa et al. (1995)
skCO>’nin  yogunlugundaki degismenin glucoamylase ve protease enzimlerinin

aktivitesini degistirdigini saptamislardir (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 °C’de gergeklestirmis ve

en ylksek verim (= % 64) 10,3-13,8 MPa basing¢ araliginda elde etmislerdir. Basincin
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artirilmasiyla verimin diistiigli belirlenmistir. Fontes et al. (1998) basincin artmasiyla

substilin Carlsberg aktivitesinin propan, etan ve CO, ortaminda azaldigin1 bulmuslardir.
ii. Enzim kinetigine etkisi

Morild (1981) SKA ortaminda tepkime hiz sabitlerine basing etkisini “’Eyring’’ gecis
hali kurami ile tanimlamistir (Kamat et al. 1995). Klasik ge¢is hali kuramina gore

tepkime girdiler ile dengede bulunan geg¢is hali kompleksinin olusumu ile

ilerlemektedir.

X+Y < XY — iiriinler (2.1)

Denge sabiti (K*) ile tanimlanmustir.
K" = (aj(y/ax.ay) = yinY*/(yXX)(yyY) (2.2)

Burada a aktiviteyi, y aktivite katsayisim1 gostermektedir. Tepkime hizinin gecis hal

kompleksinin derisimine bagli oldugu varsayilarak esitlik (2.3) elde edilmistir.
k =r(k,T/h)K" (2.3)

Esitlik (2.3)’te T mutlak sicaklik, kg Boltzman sabiti, h Planck sabiti, r sicaklik ve

basingtan bagimsiz katsay1 olarak tanimlanmugtir.

Denge sabitinin (K), tepkiyen serbest enerjileri ve gecis hal kompleksi arasindaki

serbest enerjisi arasindaki farkla iligkisi esitlik (2.4)’te verilmistir.
AG" =RTInK" (2.4)
Aktivasyon serbest enerjisi ve aktivasyon hacmi arasindaki iliski termodinamikte

asagidaki gibi verilmistir.
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(dAG™ /dp); =—-AV' /RT (2.5)

ve

AV =V_-Xu\V, (2.6)

Burada; AV’ aktivasyon hacmi (aktiflesmis kompleks ve girdilerin molar hacimleri
arasindaki fark), Vy,, aktiflesmis kompleksin molar hacmi, u; | stokiyometrik katsay1, Vi,
1 girdisinin kismi molar hacmidir.

Tepkime hiz sabiti ky asagida ifade edilmistir.

(d(Ink,)/dP)T = -AV'/RT (2.7)

Hiz sabiti derisim birimi cinsinden ifade edilirse esitlik (2.7)’de ¢oziiciiniin izotermal

sikistirilabilirligi de yer almalidir.

(d(Ink,)/dP), = —AV"/RT + X Bu, (2.8)

k. tepkime hiz sabitinin derisim birimi cinsinden ifadesi, f ¢oziiclinlin sikistirilabililik

katsayisidir.

Benzer yaklasim enzimatik tepkimelerde basincin tepkime hizina etkisini tahmin
etmede de kullanilmistir. SKA ortaminda bir ¢cok tepkime i¢in mekanizma ve kinetik
detaylar tam olarak belirlenmemistir. Morild (1981), bir girdi/bir iiriin tepkimesi i¢in

asagidaki ifadeyi kullanmistir.

E+S—ES—>EP—>E+P (2.9)
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Burada E, S, P, ES, ve EP sirasiyla enzim, girdi (substrat), iirlin ve enzim-girdi, enzim-
iiriin komplekslerini gostermektedir. Yatiskin kosul hipotezi kullanilarak genel hiz

esitligi agagidaki gibi ifade edilmektedir.

_ k,[E, [S]
MG ) Gl g 210
kl k3

ki, ko, k3 ileri tepkime i¢in hiz sabitleri, [Eo] toplam enzim derisimini gostermektedir.
Burada substrat (girdi) derisiminin [S] yiliksek ve diisiik oldugu iki farkli durum
gozlenmistir. Yiiksek girdi derisimi i¢in esitlik (2.10) asagidaki sekilde yazilmistir.

Hiz= (k,k,)/(k, + k;)[E,] 2.11)
ya da

Hiz =k [E,] (2.12)
Burada

k, = (k,k;)/(k, +k3) (2.13)

seklinde tanimlanmistir. Esitlik (2.13)’{in logaritmas1 alindiginda,

Ink, =Ink, +Ink; —In(k, +k;) (2.14)

ifadesi elde edilmistir. Esitlik (2.14)’lin basinca gore tiirevi alindiginda tepkimedeki

toplam aktivasyon hacmi degisimi elde edilmistir.

AV, = (k;AV, +k,AV,)/(k, +k,) (2.15)
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Burada AV, ve AVj sirasiyla ikinci ve tiglincii basamaktaki aktivasyon hacmidir. Sonug
olarak goriiniirdeki hacim degisimi her bir basamaktaki hacim degisiminin

ortalamasidir.

Esitlik (2.15) hiz belirleyici basamaga bagli olarak farkli sekillerde ifade edilmistir.
Ugiincii basamagm hiz belirleyici basamak oldugu varsayilirsa (ki<<k,), esitlik

(2.11)’den asagidaki ifade elde edilmistir.

Hiz=k,[E,] (2.16)
Ve
k4 (p) = k,(0)exp(—P AV,/RT) (2.17)

k;(0) atmosferik kosullardaki tepkime hiz sabiti, ks(p) p basincindaki tepkime hiz
sabitini gostermektedir. k3<<k, i¢in esitlik (2.15);

AV, ~ AV, (2.18)

seklini almistir.

Sonugta, yiiksek girdi derisiminde gozlenen hacim degisimi, hiz kisitlayict basamagin

hacim degisimine yakin bir degere sahiptir.

Hiz kisitlayict basamak ve aktivasyon hacimlerine bagli olarak, basing uygulanmasi
gozlenen tepkime hizini artirabilir ya da azaltabilir. k3<<k, iken ve ii¢iincii basamak
toplam tepkime hizin1 belirlerken AV3s>0 ya da AV3<0 olur. Esitlik (2.17)’ye gore
birinci durumda toplam tepkime hizi basing ile azalir ve bu basamak toplam tepkime
hizim1 kontrol etmektedir. Eger AV3<0 ise tepkime hizi basincin artmasiyla artar ve
AV,>0 olmast durumunda tepkime hizin1 kontrol eden basamak 3’ten 2’ye
degisebilmektedir. Bu durumda, ikinci basamak igin tepkime hiz sabiti basincin artmasi

ile azalmakta ve basincin bazi spesifik degerlerinde ikinci ve iiglincii basamagin
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tepkime hizlar1 esittir ve ikinci basamak tepkime hizim1 belirleyici basamak

olabilmektedir.

Enzim katalizli tepkimelerde, aktivasyon hacimleri dikkate alinmalidir; c¢linki
SKA’larin fiziksel Ozelikleri basingla degistiginden tepkimeyi katalizleyen enzimin
gercek ozelikleri de degismektedir. Goriinen aktivasyon hacmi birden fazla degiskene
bagli oldugundan bu tiir veriler, basincin katalizorlii ve katalizorsiiz tepkimelerde
aktivasyon hacmine etkisini karsilastirmada kullanilmamalidir (Kamat et al. 1995).
Katalizorsliz tepkimelerde veriler direkt olarak basinca baghdir; ancak, katalizorlii
tepkimelerde basinca bagli ¢oziicii 6zeliklerindeki degisimler enzim yoluyla indirekt

olarak verileri etkilemektedir.

MMA ve 2-etilhekzanoliin floroformda lipaz katalizli transesterlesmesinde beklenildigi
gibi gozlenen aktivasyon hacmi floroformun kritik noktasinda maksimum olmustur ve

daha sonra basing arttikca sifira yaklagsmistir (Kamat ez al. 1995).

iii. Enzim aktivitesini dolayli yoldan etkileyen SKA’nin fiziksel 6zeliklerine etkisi:

Stiperkritik akiskanlarin fiziksel o6zelikleri yogunluga baghdir. Diisiik basinglarda
SKA’larin yogunlugu gazlara benzemekte fakat basing arttik¢a sivilara yaklasmaktadir.
Yogunlugun kritik nokta yakininda basing ve sicakliga kuvvetle bagli oldugu kesin
olarak belirlenmistir. SKA’larin yogunlugu sicaklik, basin¢ ve hacim igeren hal
denklemi ile ifade edilmektedir. Yogunluk verisi kullanilarak akigkanin o6zelikleri

belirlenebilmektedir. Hildebrand c¢oziiniirliik parametresi (0) stiperkritik akigkanin

¢Oozme giiclinii gosteren ilk yaklasimdir ve kohesiv enerji yogunlugundan (pce)

bulunmustur.

0=(p./V)" (2.19)

V siiperkritik akigkanlarin molar hacmini gostermektedir. Kohesiv enerji yogunluk

teriminin (pc.) belirlenmesi i¢in buharlagma 1sisinin bilinmesi gerekmektedir; ancak,
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kritik nokta {istlinde bu terimin etkisi ¢ok azdir. Bu nedenle, kohesiv enerji yogunlugu

maddedeki iki molekiilii birbirinden ayirmak i¢in gerekli enerji olarak tanimlanmustir.

P, = T(&u/&v)Tdv (2.20)

\4

u molar i¢ enerjiyi gostermektedir. Esitlik (2.20) Maxwell iliskisi kullanilarak asagidaki
sekilde ifade edilmistir.

P.. = T[(T§P/6T)v dv— Pldv (2.21)

\4

Basinca bagli bu hal denklemi kullanilarak farklt SKA’lar i¢in Hildebrand ¢6ziiniirliik
parametresi belirlenebilmektedir. Kamat et al. (1993) katsayilar1 belirlemek i¢in siireli
yayinlarda bulunan yogunluk ve dielektrik sabiti verilerini kullanmislardir. Dielektrik

sabitinin sicaklik ve basinca baglilig1 asagida verilmistir.

(-1
(e+2)

(lj =C, +C,(p)+Cy(p)° + C{ln[l - ED (2.22)
o T

c

¢ ¢Oziiciiniin dielektrik sabiti, p yogunluk, C;, C,, C;, C4 sabit sayilardir. Her bir
akigkanin yogunlugu hal denkleminden hesaplandiktan sonra dielektrik sabitleri ve

Hildebrand ¢oziiniirliik sabitleri sicaklik ve basincin fonksiyonu olarak belirlenmistir.

Sekil 2.8. a, b ve c’de siiperkritik etan, floroform, kiikiirt hekzafloriir ve kritik
yakinindaki propan i¢in basincin, yogunluga, Hildebrand ¢oziiniirliikk parametresine,
dielektrik sabitine etkisini gostermektedir. Sekillerden goriildiigii gibi SKA nin fiziksel
ozeliklerinin basinca yumusak bir sekilde bagli oldugu belirlenmistir. Ornegin
floroform icin dielektrik sabiti, basincin 5,51 MPa’dan 27,6 MPa’a c¢ikmasiyla 1,5
degerinden (gaza benzer) 8 degerine (s1vi metilen kloriiriin dielektrik sabitine esdeger)
degismistir. Sivilarin fiziksel dzeliklerinin basinca bagimliliklart azdir. Ornegin Sekil

2.8. ¢’de propanin fiziksel Ozeliklerinin incelenen basing araliginda neredeyse sabit
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kaldig1 goriilmektedir. Stperkritik akiskanlarda c¢oziiciiniin  kimyasal yapisinm

degistirmeksizin fiziksel 6zelikler, basing ve sicaklik ile degistirilebilmektedir.

Mesiano et al. (1999) metanol ile N-asetil(L ya da D)-fenilalanin etil ester
transesterlesmesini ¢aligmig ve basinca bagh olarak dielektrik sabitinde meydana gelen
degisimin subtilisin ve Aspergillus proteazlarinin konformasyonunu degistirdigini
belirlemislerdir. Floroformun artan basingla dielektrik sabitinin artmasi ve daha
hidrofilik olmasi nedeniyle her iki enzimin de stereose¢imliliginin arttigini

ongormuslerdir.

2.1.2.5.4 Sicaklik etKisi

Susuz ortamda silispanse edilen enzimlerin en dnemli 6zeligi 1s1l kararliliginin, sulu
ortama kiyasla artmasidir. Su yiiksek sicaklikta enzimin inaktive olmasinda énemli rol
oynamaktadir. Zale et al. (1986) suyun yiiksek sicaklikta enzimin hareketliligini
artirarak kivrilma (unfolded) hizini artirdigini belirtmislerdir (Kamat et al. 1995).
Enzimler raf dmiirlerinin uzatilabilmesi i¢in bagil su igerikleriyle depolanmaktadir. Bu

nedenle enzimlerin susuz ortamda 1s1l kararliliklarinin yiiksek olmas1 dogaldir.

Zale et al. (1986) lipazlarin Garza-Romos et al. (1989) mitokondiriyel F;-ATPaz
enziminin, Ayala et al. (1986) *’cytochrome’’ oksidazlarin susuz ortamda 100 °C’ye
kadar aktif olduklarini belirlemislerdir (Kamat et al. 1995). Ornegin, tribiitirin i¢inde
%0,015 (v/v) su igeren lipazin yarilanma siiresi 12 saat iken, sulu ortamda yarilanma
stiresi birka¢ saniye olmustur. Volkin et al. (1991) riboniikleaz, *’chymotripsin’ ve
lizozim enzimlerinin 1s1l kararhiliklarinin  biitanol gibi hidrofobik c¢oziiciilerde,

dimetilformamid gibi hidrofilik ¢oziiclilere gore daha fazla oldugunu saptamislardir.
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Sekil 2.8 Etan, floroform, siilfiirhekzafloriir ve propan i¢in fiziksel 6zeliklere basing
etkisi (Kamat ef al. 1995)

a. yogunluk, b. ¢oziliniirliik parametresi, c. dielektrik sabiti
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Enzimlerin SKA ortamindaki kararliliklar1 genellikle 35-60 °C sicaklik araliginda
calisilmistir. skCO, ortamindaki ¢aligmalarin ¢ogu en fazla sikistirilabilir oldugu kritik
nokta civarindadir (1,2-2 T,). skCO, ortaminda enzimler yiiksek sicaklikta kararh
olmalarina karsin basing diislirme hizina ve sistemdeki su miktarina bagh olarak
aktivitelerini kaybetmektedirler. Su miktarinin fazla oldugu durumlarda aktivite kaybi
daha ¢ok olmustur. Ornegin, Chulalaksanakulul et al. (1993) M. Miehei lipazinin farkli
su miktarlarinda 40, 60, 80, ve 100 °C’de 1s1l kararliliklar1 tizerinde ¢alismiglar ve su
miktar1 ile sicaklifin optimum enzim kararliligt ve aktivitesinde etkili oldugunu
belirlemiglerdir. Biitiin sicakliklarda enzim aktivitesi su miktarinin artmasiyla
diismiistiir. Benzer bulgular Steytler et al. (1991) tarafindan da elde edilmistir.
Aragtirmacilar, skCO, ortaminda laurik (lauric) asitin biitanol ile esterlesmesi sirasinda
C. Cylindracea lipazinin 20, 40 ve 60 °C’de aktivitesini incelemisler ve optimum
aktiviteyi 40 °C’de elde etmislerdir. Kamat et al. (1993) Subtilisin ve Aspergillus
proteazlarin 50 °C’de aktif oldugunu, subtilisinin 80 °C gibi yiiksek sicaklikta bile
aktivite gosterdigini belirlemislerdir. Kamat ez al. (1995) ise genellikle SKA ortaminda

enzimlerin 45 °C’de kararli olup optimum aktivite gosterdiklerini saptamislardir.

Overmeyer et al. (1999) ibuprofen ve 1-feniletanoliin skCO,’de Novozyme 435 enzimi
ille 100 °C’de gergeklestirdikleri tepkimede enzimin hala aktif oldugunu

belirlemislerdir.

2.1.2.5.5 Yardimei ¢oziicii (cosolvent etkisi) etkisi

Siiperkritik akigkanlar genellikle apolar ve az polar maddeler i¢in iyi bir ¢oziiciidiir. Az
miktarda yardimci ¢oziicii eklenmesi ¢Oziiclinliin polaritesinin etkiler ve polar

¢Oziinenlerin ¢oziiniirliigiinii artirir (Ballesteros et al. 1995).

Randolph et al. (1988) skCO,’de kolesteroliin yiikseltgenmesinde yardimci ¢oziicii
olarak ¢esitli alkollerin ve asetonun etkisini incelemislerdir. Polaritesi yiiksek, diisiik
molekiil agirlikli bilesiklerin eklenmesi tepkime hizin1 artirmistir. Etanoliin sadece %2
(v/v) oraninda eklenmesi tepkime hizin1 2,2 kat artirmis, biitanoliin ti¢ farkli seklinden,

ozellikle ter-biitanolde 3,6 kat artirmistir; ancak, bu ii¢ bilesenin polaritesi digerlerinden
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daha azdir ve bu durumda kolesteroliin ¢oziniirliigiinii daha az etkilemesi
gerekmektedir. Bu nedenle kolesterol ¢coziiniirliigiiniin artmasi tepkime hizinin artmasini
aciklamamaktadir. Elektromagnetik paramagnetik spektroskopi (EPR) ile proteinin
yapist incelenmis ve konformasyonunda bir degisim goézlenmemistir. EPR ile yardimci
¢oziiclilerin varliginda kolesteroliin topaklasmasi ¢alisilmig ve topaklasmanin yardimci
cOziiciiyle degistigini belirlemislerdir. Metanol, aseton ve biitanol kullanildiginda
topaklasma en az olmus, etanolde artmais, ter-biitanolde ise en fazla olmustur. Kolesterol
topaklagmasinin reaktiflik tizerine etkisi yiiksek oldugundan girdinin topaklagsmasinin

¢Oziinirliigiinden daha 6nemli oldugu belirlenmistir.

Lin et al. (2006) M. Miehei lipaz ile trigliseritteki doymamis yag asitlerinin derigimini
artirmak icin skCO,’de interesterlesme tepkimesi ger¢eklestirmislerdir. Yardimci
¢Oziicii olarak toksik olmamasi nedeniyle su ve etanol kullanmiglardir. Etanol
eklendiginde girdinin artan ¢dziiniirliigiiniin enzim etrafinda bolgesel yogunlugunu
artirarak tepkimeyi hizlandirdig1 diisiiniilmiistiir. Etanoliin miktarindaki artis (> % 15
kiitlece) donilistimii negatif etkilemistir. Bu negatif etki nedeninin etanol ve girdi
molekiiliiniin enzim aktif konumu i¢in yarigmasi oldugu diisiliniilerek optimum etanol

miktar1 %10 (kiitlece) olarak bulunmustur.

2.1.2.5.6 Su miktarmin etkisi

Enzimler tamamen susuz ortamda aktif degildir; ancak enzimin katalitik olarak aktif
olmasi i¢in gereken su miktari oldukca azdir (Zaks and Klibanov 1984). Susuz
sistemlerde enzimin aktivitesini korumak icin gerekli ince tabaka su bulunmakta ve bu
temel su molekiilleri enzimin dogal yapisini korumaktadir. Enzimin etrafindaki temel su
molekiilii bozulursa enzim genellikle aktivitesini kaybetmektedir (Kamat et al. 1995).
Kullanilan ¢oziicliye bagli olarak susuz ortam enzimin etrafindaki su molekiiliinii
styirabilir (Zaks and Klibanov 1988). Daha hidrofil ¢oziiciiler suyu daha fazla siyirma
egilimindedir. Bu durum metilmetakrilat (MMA) ve 2—etil hekzanoliin lipaz katalizli
interesterlesme tepkimesinde agikca goriilmektedir. Ornegin, hekzan (hidrofobik) ile
biitil eterdeki (hidrofilik) baslangi¢ tepkime hizlar1 karsilastirildiginda hekzandaki

tepkime hizinin daha yiiksek oldugu gozlenmistir (Cizelge 2.4). Bunun nedeninin,
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lipazin hidrofobik c¢oziiciilerde hidrofilik c¢oziiciilere gore daha yiiksek aktivite

gostermesi oldugu belirtilmistir.

Cizelge 2.4 Lipaz enziminin ¢esitli organik ¢oziiciilerde aktivitesi (Kamat et al. 1995)

Coziicii Dielektrik sabiti Baslangi¢ hizi (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
Biitil eter 3,12 0,170
Toluen 2,38 0,081
Biitil asetat 5,01 0,044
Propil asetat 5,50 0,009
Metilen kloriir 9,08 0,008
Metil asetat 6,68 0,001

Tepkime tamamlandiktan sonra hekzan ile biitil eterdeki su miktarlar
karsilastirildiginda n-hekzandaki su miktarinin 0, biitil eterde ise 1,5 pL/mL oldugu
saptanmistir. Bu nedenle biitil eter kullanildiginda enzimdeki suyun ¢oziiciiye gectigi
belirtilmistir. Bu durum skCO;’de de gozlenmistir. skCO, ortaminda bir ¢ok lipazin
eklenen su miktar1 ile aktivitesi artmistir. Fakat optimum aktivite i¢in gerekli su miktari

destek maddesine, tepkimeye ve ¢oziiciiye gore degismektedir.

Suyun enzim, ¢oziicii ve destek arasindaki dagiliminda enzimi tutuklamada kullanilan
destek maddesinin yapis1 6nemli rol oynamaktadir; ancak, gozenek biiyiikliikleri ve
ylizey alanlari oldugundan dolayr her destek maddesi i¢in su adsorpsiyon izotermi
farklidir. Bu durum farkli destek maddelerinin ayn1 aktiviteye sahip olmak i¢in farkli su

miktarlarina gerek duymalarina neden olmaktadir (Chi et al. 1988).
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Genellikle SKA ortaminda enzim aktivitesi maksimuma ulasincaya kadar su miktarinin
artmas1 ile artmaktadir. Interesterlesme tepkimelerinde su miktar1 optimum seviyeyi
asarsa hidroliz tepkimesi baskin hale gelerek tepkime hizi azalmaktadir. Ayrica,
optimum su miktar1 iizerinde enzim silispansiyonlar1 bir araya gelerek enzim-¢oziicii

arasindaki etkilesimi azaltarak enzimin verimliligini azaltmaktadir.

Tepkime tiirii ve ortami da enzim aktivitesinin suya bagliligini etkilemektedir. Ornegin,
Kamat et al. (1993) MMA ve 2-etil hekzanoliin siiperkritik floroform ortaminda
interesterlesmesinde % 0,25 su eklenmesiyle enzim aktivitesinde onemli bir degisim
olmadigini belirlemislerdir (Sekil 2.9) (Mesiano et al. 1999). Miller et al. (1991),
gbzenekli cama tutuklanmig skCO, ortaminda miristik asit ile trilaurin interesterlesme
tepkimesinde Rhizopus arrhizus lipazin  aktivitesinin su ile doygun hale gelmis
skCO,’deki aktivitesinden yiiksek oldugunu saptamislardir. Bu durumda trialurin
maddesinin su miktar1 arttik¢a ¢oziiniirliigiinlin azaldig: diisiinlilmiistiir. Benzer bulgular
Vermue et al. (1992) tarafindan nonanol ve etil asetatin skCO, ortaminda M. miehei
lipazi1 ile esterlesmesinde de elde edilmistir. Buna karsin Dumont et al. (1993) mistrik
asit ve etanoliin 12,5 MPa ve 323 K’de esterlesmesinde ortama onemli miktarda su
eklendiginde maksimum tepkime hizina ulagmislardir (Mesiano et al. 1999). Bu
sonuglar susuz ortamda enzimatik tepkimenin ne kadar kompleks oldugunu

gostermektedir.
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Sekil 2.9 Floroformda lipaz aktivitesine suyun etkisi (Kamat et al. 1993)

Suyun enzim ve ¢0ziicli arasindaki dagilimini ifade etmek ig¢in en uygun yontem
termodinamik su aktivitesidir. Halling (1994) Susuz ortamda su aktivitesinin énemli bir
parametre oldugunu belirtmistir. Rao et al. (1992) dodekanol ve dekanoik asitin M.
miehei lipaz1 kullanarak interesterlesmesinde su aktivitesi yaklasik 0,5 oldugu zaman
enzimin optimum aktivite gosterdigini saptamiglardir. Enzim aktivitesinin su

aktivitesine baglilig1 asagidaki denklem ile ifade edilmistir.

a, =vY,.X, (2.23)

Burada; vy, suyun ¢oziiciideki aktivite katsayisini, Xy, ise suyun ¢oziiciideki mol kesrini
gostermektedir (Kamat er al. 1995). Su aktivitesi sabit tutularak ¢oziicli, girdi, destek
maddesi ve enzim degisse bile enzim aktivitesi tahmin edilebilmektedir. Coziicii
icindeki su aktivitesini sabit tutmak i¢in gerekli su sisteme direkt olarak ya da tuz
hidratlar seklinde eklenmektedir (Mesiano et al. 1999). Tuz hidratlar susuz ortama
yerlestirildigi zaman tuz hidrat ile denge olusturarak su aktivitesini muhafaza

etmektedir. Na,HPO,4.12H,0 asagidaki gibi denge olusturmaktadir.
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Na,HPO,.12H,0 < Na,HPO,.7H,0 + 5H,0 (2.24)

Su aktivitesi tuzun cinsine ve sicakliga bagl olarak degigsmektedir fakat ¢oziiciiden
bagimsizdir. Kamat ef al. (1995), stliperkritik floroformda N-asetil-L-fenilalanin etil
esterin metanol ile subtisilin katalizli interesterlesme tepkimesinde tuz hidratin tepkime
hizina etkisini arastirmiglardir. Deneyde tepkime ortamma 35,17 MPa’da farkh
miktarlarda NasP,07.10H,O tuzu eklenmistir. Subtisilin aktivitesi 1 grama kadar hidrat
tuzunun artmasiyla yavasca artmis daha sonra tuz miktarindan etkilenmemistir.
Optimum su miktar1 1 g/40 mL tuz derisiminden sonra elde edilmis bu nedenle daha

fazla tuz eklenmesi durumunda subtilisin aktivitesi degismemistir.

2.1.2.5.7 Kiitle transferi

Sulu ve susuz ortam arasindaki en 6nemli fark, enzimlerin susuz ortamda ¢oziiciiye gore
heterojen olmasidir. SKA ortaminda askidaki enzim partikiilleri i¢in iki tane yaymnma
engeli vardir. i) Girdi, ¢0ziicii yiginindan enzim ylizeyine yaymmaktadir (dis kiitle

aktarimi). i1) Girdi partikiil icinde yayinarak enzimin aktif konumuna yayinmaktadir.

Kiitle aktarim hizi, ¢oziiciiniin fiziksel Ozeliklerine, yapisina, sicaklik ve sistemin
hidrodinamigine (karstirma hizi, akis hiz1) bagh olarak degismektedir. Coziicii 6zelikleri
ve enzimin yapist degistigi i¢in kiitle aktarim hiz1 da ¢oziicliye gore degismektedir

(Kamat et al. 1995).

Fink et al. (1973) heterojen sistemlerde kiitle transferinin etkisini belirlemek ig¢in
nlimerik yaklasim ile Michaelis-Menten kinetigi kullanmislardir. Bu hesaplamalar susuz
ortamdaki enzimler i¢in uygun olmamakla birlikte, yayinma kisitlamalar1 hakkinda bilgi
vermektedir. Kamat et al. (1992) benzer c¢alismay1 susuz ortamdaki enzim katalizli
organik ve SKA ortamlar icin yapmuslardir. SKA’larin yayinma kisitlamali
tepkimelerde enzim aktivitesini artirdigini belirlemislerdir. SKA proseslerinde dis kiitle
aktarim kisitlamasini ortadan kaldirmak i¢in gerekli karistirma hizi, SKA’larin
¢Oziiniirliigiiniin yliksek olmasi nedeniyle, organik ¢dziiciilerde gerekli olan karistirma

hizindan iki kat daha kiigiiktiir.
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Dis kiitle transferi siirekli sistemde akis hizi ve tiirbiilansa, kesikli sistemde ise
karistirma ve ¢alkalama hizina baghdir. I¢ kiitle aktarimi ise akis hizi ve karistirma
hizindan bagimsiz olup enzimin yapisina ve kullanilan ¢oziiciiye baghidir. Enzimin
yapist kullanilan ¢oziicliye, sistem sicakligi ve basincina bagli olarak degismektedir.
Kamat et al. (1995) yliksek basingli goriiniir hiicre kullanarak farkli SKA’larda lipazin
(C. cylindracea) farkli boyutlarda topaklastigini (aggragate) gozlemislerdir.

Roziewski ve Russell (1992), organik ¢oziiciilerde toz halinde enzim yapisina su
miktarinin etkisini incelemislerdir. Elektron mikroskobu kullanarak, subtilisin Carlsberg
icin (yaklasik 0,2 um kalinlikta) 9,2 torr buhar basincinda 100 pm’den daha biiytlik
boyutlarda ince tabaka olustugunu belirlemislerdir. Analiz bdlmesindeki nemin %
50’nin tizerine ¢ikmasiyla tabakalarin biiyiidiigii gozlenmis, % 95 nem oraninda ise
tabakalarin birleserek dallandigini belirlemislerdir. Toluenin enzim partikiilii yapisi

tizerine etkisi de ¢alisilmis ve bir degisim gozlenmemistir.

Dis kiitle transferinin SKA ortaminda enzim katalizli tepkimelere etkisi bir ¢ok arastirici
tarafindan calisilmigtir. Randolph et al. (1988) skCO,’de kolesteroliin sabit yatakli
reaktorde kolesterol oksidaz katalizli tepkimesinde tepkime hizinin akis hizi (0,5-3
cm/s) ile lineer olarak degistigini bulmusladir. Bu nedenle belirlenen araliktaki akis
hizinda dis kiitle aktarim hiz kisitlamali olmadigi sonucuna varilmistir. Benzer sekilde
Miller et al. (1991) mistrik asit ve trialurinin skCO,’de interesterlesme tepkimesinde
0,06-0,24 cm/s akis hizinda dis kiitle aktarim hiz kisitlamasinin 6nemli olmadigini
belirlemiglerdir. Buna karsilik Kamat er al. (1995) izoamil asetatin lipaz katalizli
tiretiminde dolgulu kolon reaktdérde tepkimenin dis kiitle aktarim hiz kisitlayici oldugu
sonucuna varmiglardir. Sonuglarin farkli olmasi, tepkimelerde enzim aktivitesinin
degismesiyle iligkili olarak aciklanmistir. Aktivitedeki degisme enzimdeki yayinmay1
etkilemistir. Ayrica enzimlerin farkli olmasi nedeniyle enzimlerin hepsi i¢in optimum

akis hiz1 bulmanin gii¢ oldugu sonucuna varilmstir.
Chulalasananukul et al. (1993) lipaz katalizli jeranil asetat esterlesme hizina karistirma

hizinin etkisini incelemis ve karistirma hizi 200-500 rpm’de tepkime hizinda énemli bir

degisim go6zlenmemistir. Benzer bulgular oleik asit ve etanoliin lipaz katalizli

42



esterlesmesinde de elde edilmistir (Marty et al. 1992). Dumont et al. (1992) miristik
asitin etanol ile n-hekzan ve skCO,’de esterlesmesinde 200-500 rpm karistirma hizinin
tepkime hizina 6nemli dlgiide etkili olmadigini bildirmislerdir. Bu deneysel bulgular ile
SKA ortaminda ¢ogunlukla enzimlerin dis yaymmma kisitlamalarinin olmadig1 sonucuna

varilmigtir.

2.2 Stereokimya

Organik kimya oncelikle karbon bilesiklerinin molekiiler yapisi ve ozelikleri arasindaki
iliskileri inceler. Atomlarin ve molekiillerin uzaysal diizenlenmeleri ve {igcboyutlu yapisi
ile ilgilenen bolimii stereokimyayi olusturur (Sheldon 1993). Sadece uzaydaki
diizenlenmeleri farkli olan izomerelere stereoizomerler denir.

2.2.1 Kirallik

Kirallik geometrik bir 6zeliktir. Ayna goriintiisii ile iist liste cakigmayan bir nesneye

kiraldir denir. Kiral nesneye 6rnek olarak eller ve anahtar verilebilir (Sekil 2.10).

dh

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

Nesneler i¢in olan ii¢ boyutlu diizenlenme molekiiller i¢inde sdzkonusudur. Ayna
goriintiisii ile ¢cakismayan molekiile kiraldir denir. Genel olarak dort farkli atom ya da
grubun bagli oldugu karbon igeren molekiiller kiral molekiil olarak adlandirilir. Bu
karbon merkezi de stereojenik merkez olarak tanimlanir. Sekil 2.11°de goriildiigii gibi
bromokloroflorometan ve ayna goriintiisii ile c¢akismamaktadir ve karbon atomu

stereojenik merkezdir.
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Sekil 2.11 Bromokloroflorometan ve ayna goriintiisii

2.2.2 Akirallik

Ayna goriintiisii ile iist liste ¢akisan bir nesneye akiraldir denir. Bir simetri diizlemi bir

nesneyi bir yarist diger yarisinin ayna goriintiisli olacak sekilde ikiye ayirir (Sekil 2.12).

Dolayistyla simetri diizlemi olanlara da akiraldir denir.

Sekil 2.12 Akiral nesneler
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2.2.3 Enantiyomerler

Kiral bir molekiil ve ayna goriintiisii her bakimdan ayni, yalnizca atomlarin uzayda
diziligleri farklidir. Dolayisiyla bunlar birbirinin stereoizomeridir. Bir nesne ya da
molekiil ile onun ayna gorlintlisii olan ve iist {iste c¢akismayan stereoizomerlere

enantiyomer denir (Sekil 2.13).

R-enantivomer S-enantivomer

:"”1{0 @\\“'Fm_ .
¢ L x*x

! |

I A | =1
s |
|
1

Sekil 2.13 Enantiyomerler
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2.2.4 Enantiyomerlerin fiziksel ozelikleri

Yogunluk, erime noktasi, kaynama noktas1 gibi fiziksel 6zelikler bir kiral bilesigin her
iki enantiyomeri i¢in de aynidir. Bununla beraber enantiyomerler, ti¢ boyutlu uzayda
atomlarin diizenlenmesine bagl olarak farkli 6zelikler gosterebilirler. Ornegin, R-(-)
karvon nane yagmin ana bilesigi iken, S-(+)-karvon ise kimyon kokii yaginin ana
bilesigidir (Sekil 2.14). Karvonun bu iki enantiyomerinin her birinin kendi karakteristik
kokusu vardir. (R)- ve (S)- karvon arasindaki koku farkliligi onlarin burundaki alici
sinir bolgelerine karsi farkli davranmalarindan kaynaklanir. Burundaki alict sinirler
kiraldir ve bir enantiyomer, alic1 sinirlerin bir bélgesi i¢in uygunken diger enantiyomer

diger bir bolge i¢in uygun olur (Atkins and Carey 2002).

SIhs

/N
CH CH2 CH, CH,
R-karvon S-karvon

Sekil 2.14 Karvonun enantiyomerleri

2.2.5 Enantiyomerik asirilik ve enantiyomerik oran

Enantiyomerik asirilik (ee): Enantiyomerlerin mol sayilar1 farkinin, enantiyomerlerin

mol sayilar1 toplamina oranidir.

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

Enantiyomerik oran (E): Karisimdaki enantiyomerlerin birbirine oranidir.

E=1-(R+S)/(Ro+So)
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R: R enantiyomerin mol sayisi
S: S enantiyomerin mol sayisi
Ry: R enantiyomerin baslangiktaki mol say1s1

So: S enantiyomerin baslangictaki mol sayisi

2.2.6 Rasemik karisim

Optikce aktif maddenin her iki enantiyomeri de bir karisimda ayni miktarlarda
bulunuyorsa, bu karigima rasemik karisim denir (Sekil 2.15). Rasemik karisimlar
optikce aktif degildir. Polarize 1518in agisin1 aslinda degistirirler ama her iki
enantiyomer de ayni1 miktarda ama zit yonlere ¢evirdikleri i¢in toplam etki sifir olarak

gorunur.

=B 0 R
Bl = =
B g R
. El Bl

Sekil 2.15 Rasemik karisim

2.2.7 Enantiyomerik olarak saf bilesiklerin eldesi

Enantiyomerik saflikta bilesiklerin eldesi baslangic maddesine bagli olarak iice
ayrilabilir (Sekil 2.16), (Ghanem et al. 2004);

1) Dogal kiral bilesikler

11) Rasematlarin rezoliisyonu

1i1) Prokiral bilesiklerin katalizor ile asimetrik sentezi



Dogal Prokiral
kiral rokira
Rasematlar .1
biesikler girdiler
rezoliisyon Asimetrik
sentez

/ \ sentez

kinetik  kristalizasyon kromatografi biyo (katalizor)

RN

enzimatik kimyasal

Enantiyomerik olarak saf bilesikler

Sekil 2.16 Enantiyomerik olarak saf bilesiklerin elde edilmesinde kullanilan
metotlar

2.2.7.1 Dogal kiral bilesikler

Asimetrik sentez dogal kiral bilesikleri ad1 verilen kiral baslangi¢ substrati, kimyasal ya
da biyolojik kiral ayiricilar, kiral yardimc1 maddeler ve kiral ¢oziicli kullanilarak akiral

bilesiklerle gerceklestirilmektedir.

Doga optik olarak aktif olmasa da optikge aktif maddelerin biiyiik boliimiini
tiretmektedir. Alkoloidler, terpenler, sekerler, a-amino ve o-hidroksi asitler kiral
havuzu olusturan maddelerdir. Ornegin baslangi¢ substrati olarak kullanilan (R)-
limonen portakal suyu endiistrisinin yan {riinii olarak portakal kabugundan izole
edilmekte ve nane tadini veren ana bilesen (R)-karvonun ticari iiretiminde baslangi¢

maddesi olarak kullanilmaktadir (Babaarslan 2005).

Rasemik olmayan kiral ayiricilar (reagent) stereosecimli sentezde tepkime iirlinlerinde

sterosecimliligi saglamak i¢in kullanilmaktadir. Ayirict prokiral sustrata kovalent olarak
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baglanmaktadir ve tepkime ortaminda stokiyometrik oranda bulunmaktadir.
Tepkimeden sonra kiral ayiric1 ortamdan uzaklastirildiginda optikge aktif iirlinler elde
edilmektedir. Kiral ayiricilar direkt olarak asimetrik sentez yapmak i¢in iyi bir
yontemdir; ancak, genellikle mevcut ayiricilarin stereosegimlilikleri diisiiktiir. Uriinlerin
istenen enantiyomerik asiriliga ulagsmasi zordur ve yiiksek enantiyomerik asirilik direkt

elde edilememektedir (Capanoglu 2002).

Kimyasal tepkime ortamina kiral ¢oziiciiler de eklenebilmektedir; ancak, kullanigh bir

yontem degildir.

2.2.7.2 Rasematlarin rezoliisyonu

Asimetrik sentezde bir ¢ok yeni etkili yontemler gelismesine karsin endiistriyel sentezde
tek enantiyomer elde etmek i¢in en ¢ok kullanilan iiretim yontemi rasematlarin
rezoliisyonudur. Rezoliisyon bir rasem bilesigin enantiyomerlerine ayrilma islemidir.
Enantiyomerlerin rezoliisyonu i¢in kristallendirme basta olmak {izere bir takim fiziksel
ve kimyasal yontemler gelistirilmistir. Bu yoOntemler tercihli kristalizasyon,
diastereomerik tuzlarin kristalizasyonu, kromatografi ve kinetik rezoliisyon olmak iizere

dort grupta incelenebilir (Ghanem et al. 2004).

2.2.7.2.1 Tercihli kristalizasyon

Tercihli kristalizasyon rasematlarin rezoliisyonunda endiistriyel Ol¢ekte yogun bir
sekilde uygulanmaktadir. Enantiyomerlerin biiylik ¢apli rezoliisyonunda kullanigh bir
yontemdir; ancak bu yontemde rasematlarin konglomerat seklinde olmasi
gerekmektedir. Konglomerat esit miktarda her iki enantiyomerin kristallerinin mekanik
karisimi olarak tanimlanmaktadir. Rasematlarin % 20’den az bir boliimii konglomerat
seklinde olup geri kalani1 rasemik karisimdir. Bu nedenle avantajli bir yontem degildir

(Guhanem et al. 2004).
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2.2.7.2.2 Diastereomer Kkristalizasyonu

Rasemat, rasemik karisim ise tercihli kristalizasyon ile ayrilamaz, Pasteur tarafindan
1848 yilinda gelistirilen diastereomerlerin kristalizasyonu ile ayrilabilir. Suda ya da
metanolde c¢oziinmiis rasemik karisim saf enantiyomer ile tepkimeye girerek
kristalizasyon yontemi ile ayrilacak olan diastereomer karigimi elde edilir. Rasem
bilesigin optikce aktif bir bazin enantiyomeri ile tuzu olusturuldugunda artik bu olusan
tuzlar enantiyomer olmayip diastereomer tuzlardir, dolayisiyla fiziksel ozelikleri ve
¢Oziiniirlikleri birbirinden ¢ok farklidir. Genel olarak diastercomer tuzlar olusturmak
icin kullanilan optik¢e aktif asitler ve bazlar dogal bilesiklerdir ve tiirleri oldukga

fazladir.
2.2.7.3.3 Kinetik rezoliisyon

Rasematlarin rezoliisyonunda kullanilan {i¢iincii yontem kinetik rezoliisyondur. Y6ntem
iki enantiyomerin farkli hizda tepkime vermesine dayanir. Tepkimede katalitik
miktarda kiral madde bulunmalidir. Bu kiral madde biyokatalizor (enzim ya da
mikroorganizma) ya da kimyasal katalizor (kiral asit, kiral baz ya da kiral metal
kompleksi) olabilir. Rasemik bilesiklerin kinetik rezoliisyon ile doniisiimiinde genellikle
lipaz enzimi kullanilir. Enzim rasemik karigimin iki enantiyomeri arasindaki ayrim

yapabilir enantiyomerlerden birisi digerine gore daha hizli bir sekilde tirtine doniisiir

kg
R———> P

kg
S —8,Q

Kinetik rezoliisyonda kg # ks oldugunda gergeklesir ve tepkime doniisim % 0-100
arasinda bir degerde durdurulur. Idealde enantiyomerlerden biri digerinden ¢ok hizlidir.
Ornegin, (R)-girdisi tepkimeye giren tek enantiyomer ise ks=0 olur. Bu durumda
enantiyomerlerin birbirine orani 50:50 oldugu rasemik karisimda % 50 doniisiime
ulagildiginda tepkimeden sonra karisim icinde % 50 girdi (R) ve % 50 iiriin (P) elde

edilir. Bu yontem enantiyomerlerin tek bir enzim kullanilarak kolayca ayrilmasi
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nedeniyle avantajlidir; ancak, bu yontemde iki enantiyomerin ayrilmasinda maksimum
% 50 verim ile enantiyomerik asirilikta iirlin elde edilir. Bu kisitlamay1 gidermek i¢in; 1)
mezobilesikler, ya da prokiral substratlar kullanilarak, ii) istenmeyen enantiyomerin
stereodoOniisliimil, iii) rasemizasyon ya da istenmeyen enantiyomerin geri doniisiimii iv)

dinamik kinetik rezoliisyon v) derasemizasyon gibi farkli yontemler kullanilabilir.

Dinamik kinetik rezoliisyonda, kinetik rezoliisyon ve baslangic maddesinin in situ
rasemizasyonu bir arada olmaktadir. Girdinin (R)-enantiyomeri (S)-enantiyomerinden
daha hizli bir sekilde (R)-iiriine dontisiir (kg>ks). Kinetik rezoliisyondan farki, girdinin
(S)-enantiyomeri tepkimeye girmeden kalir ve rezoliisyon sirasinda siirekli izomerlesir,
boylece (R)- ve (S)- girdiler denge haline gelir. Bu durum, baslangic maddesindeki (R)-
girdinin hepsinin (R)- iiriine donligmesine olanak saglar (Ghanem et al. 2004).
Derasemizasyon yontemi ile rezoliisyonda ise girdinin her iki enantiyomeri de ayni

tirline dontismektedir.

Rezoliisyon Dinamik Kinetik Derasemizasyon
rezoliisyon
A —— P A——> P A——P
<«

rasemizasyon

""""""""" T

B——Q B—X—»Q B’ Q
A, B = girdi enantiyomerleri

P, Q = iirlin enantiyomerleri

----- Simetri diizlemi

2.2.7.3.4 Kromatografi

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

laktoz gibi sekerler) kullanildiginda kolondan rasemik karisimin ¢ozeltisi gegirildiginde
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enantiyomerlerden biri digerinden daha giiclii tutulur ve rezoliisyon gergeklesir. Kolon
uzunlugu yeterli ise toplanan ¢o6zeltide sadece bir enantiyomer bulunur. Kolonda

tutulmus diger enantiyomer ise baska bir ¢6ziicii ile alinabilir (Babaarslan 2005).

2.2.8 a-Hidroksi ketonlar

Enantiyomerik olarak saf o-Hidroksi ketonlar biyolojik olarak aktif bilesiklerin
sentezinde Onemli yapi taslaridir ve ¢esitli maddelerin asimetrik sentezinde baslangig
maddeleridir (Demir et al. 2002). Endiistriyel agidan énemli ilaglarin ve dogal tiriinlerin
sentezi i¢in gerekli olan kiral alkollerin tliretiminde kullanilirlar. Ayrica 2-hidroksi
propiyofenon tiirevlerinin sentezinde anahtar ara {riinlerdir (Babaarslan 2005).
Antibiyotiklerin, antibakteriyel, antidepresan, antiviriitik, potasyum kanal agicilar1 ve
cesitli kalp ilaclarinin sentezlenmesi igin dnemli yapi taslaridir. Optik¢e saf a-Hidroksi
ketonlar cesitli kimyasal ve enzimatik yontemlerle tiretilebilirler. Kimyasal olarak kiral
triazolyum tuzlarimin katalizor olarak kullanildigi C-C bag olusum tepkimeleri ve C-C
bagi olusumuna dayanmayan optik¢e aktif enolatlarin stereose¢imli oksidasyonu,
optike¢e aktif okzaziridinler kullanilarak prokiral enolatlarin oksidasyonu, kiral titanyum
onalatlarinin se¢imli oksidasyonu ve silil enol esterlerin asimetrik oksidasyonu
yollartyla yapilmaktadir. Biyokatalitik olarak enantiyose¢imli a-hidroksi ketonlarin
sentezi ise aromatik aldehitlerden C-C bagi olusumuyla, a-diketonlarin indirgenmesi,
rasemik o-hidroksi, perokso ve asetoksi ketonlarin kinetik rezoliisyonu ve

derasemizasyon yontemleri ile gerceklestirilmektedir (Demir ef al. 1999).

2.3 Enzimler

Enzim proteinden yapilmistir ve dogal olarak sadece canlilar tarafindan sentezlenirler.
Hiicre i¢inde meydana gelen tepkimelerin hizini1 diizenler ve hiicre disinda da
etkinliklerini korurlar. Hiicrelerde organik maddelerin yakilmasi ve yikilmasi, sindirim,
kas kasilmasi, hiicre solunumu gibi Onemli faaliyetler cesitli metabolizma
tepkimelerinin sonucudur ve bu tepkimeler enzimlerin katalitik etkisiyle gergeklesir.

Enzimlerin kimyasal katalizorlerden en 6nemli farki spesifik olmalaridir.
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Enzimler elde edildigi kaynaga gére —in ya da ain eki getirilerek (6rnegin; pankreastan
pankreatin, papayadan papain gibi) ya da etki ettigi substratin sonuna —az (-ase) eki
getirilerek (laktaz laktoza, seliillaz seliilloza, glukoz oksidaz glukoza etki eder)

adlandirilir (Kirk and Othmer 1980).

Enzimlerin aktivite goOstermeleri i¢in gerekli olan ve protein yapisinda olmayan
genellikle metal iyonlarindan meydana gelmis olan yan gruplarima kofaktér adi
verilmektedir. Pek¢ok enzim kofaktdr olarak Cu™, Fe™, Zn™ ve Mg™ iyonlarina
gereksinim duyar. Enzimlerin aktivite gdstermeleri i¢in gereksinim duyduklari organik

molekiillere ise "koenzim" ad1 verilmektedir.

Katalizor olarak enzimler asagidaki ozelikleri gosterirler: i. Cok etkili katalizorlerdir ve
kimyasal katalizorlere gore daha iliman kosullarda (pH=5-8, 20-40 °C’de) tepkime
verirler, i1. Katalizlenen tepkimelerde stereose¢imli olabilirler; iii. Katalitik aktiviteleri,
substratlar, tirlinler ve diger bilesenlerin derisimleri ile 6nemli dl¢iide etkilenebilir; iv.
Genellikle kararsizdirlar ve kofaktor gerektiren tepkimelerde, bazi kofaktorler katalitik
dongli sirasinda degisebilir, aktif formlarma geri dondiiriilmeleri gerekir, v. Dogal
katalizor olduklarindan g¢evreye zararli degildirler, vi. Baz1 enzimler sulu ortamlarin
yanisira organik ¢oziicli icinde de aktivite gosterirler, vii. Reaksiyon ortamindan geri

kazanilarak tekrar kullanilabilir (Schreirer 1997).

Gilinlimiizde var oldugu tahmin edilen 25000 enzimden yaklasik 4000 tanesi Biyokimya
ve Molekiiler Biyoloji Birligi tarafindan kabul edilmis ve smiflandirilmistir. Cogunlugu
hidrolazlar, transferazlar ve oksidorediiktazlar olmak iizere yaklasik 400 tanesi
arastirmalar igin ticari olarak elde edilmektedir. Uygun tepkime kosullar1 ve reaksiyon
miithendisliginin uygulanmasi ile yeterli enzim kararhiligi ve yiiksek verimler elde
edilebilir. Enzimler arasinda hidrolazlar endiistriyel biyodoniisiimlerde en ¢ok
kullanilan enzimlerdir. Endiistriyel olarak kullanilan enzimlerin % 80’1 hidrolazlardir

(Krishna 2002).
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2.3.1 Enzimlerin smiflandirilmasi

Enzimler katalizledikleri tepkimeye gore (EC numara sirasinda) alti temel gruba

ayrilirlar: oksidorediiktazlar, transferazlar, hidrolazlar, liyazlar, izomerazlar ve ligazlar.

2.3.1.1 Oksidorediiktazlar (E.C.1)

Bu enzimler yiikseltgenme-indirgenme tepkimelerini katalizler. Substrat iizerinde
elektron transferini saglar. Oksitlenen substrat hidrojen verici olarak kabul edilir ve

enzim dehidrojenaz olarak adlandirilir. Biitiin oksidorediiktazlar kofaktor gerektirir.

2.3.1.2 Transferazlar (E.C.2)

Bu enzimler bir bilesikten (verici) digerine (alici) kimyasal grup aktarirlar. Genellikle
verici, aktif kimyasal grubu tasiyan kofaktdr ya da koenzimdir. Az sayida transferaz
endiistride kullanilir. Denge tepkimelerinde verim dusiiktiir, kimyasal grubu aktaran
substratlar olduk¢a pahalidir ve elde edilen iirlinler ortamdan kolaylikla ayrilamazlar.
Bununla birlikte transferaz katalizli tepkimeler yiiksek se¢imlilige sahip olduklarindan

dolay1 kullanim1 artmaktadir.

2.3.1.3 Hidrolazlar (E.C.3)

Bu enzimler, C-O, C-N, C-C ve fosfatlarda P-O baglarinin parcalanmasini saglar.
Uygulamalar1 yag asitlerinin esterlesmesi ve polisakkaritler, nitriller, proteinler ve
lipidlerin hidrolizini kapsar. Bu enzimlerin ¢ogu deterjan endiistrisinde, proteinleri,
karbonhidratlar1 ve yaglar1 pargalamak i¢in kullanilir. Hidrolazlar endiistriyel

proseslerde en ¢cok kullanilan enzimlerdir (Kirk and Othmer 1980).

2.3.1.4 Liyazlar (E.C.4)

Bu enzimler C-C, C-O ve C-N arasindaki baglar1 hidroliz ve oksidasyondan farkli bir

yolla kirarlar ya da bu atomlar arasina bir ¢ift bag ilave ederler.
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2.3.1.5 izomerazlar (E.C.5)

Bir molekiil igindeki geometrik ve yapisal degisiklikleri yani izomerizasyon

tepkimelerini katalizlerler.

2.3.1.6 Ligazlar (E.C.6)

C-0, C-S, C-N ve C-C arasinda bir bag olugsmasini saglayan enzimlerdir. Bu enzimler
genellikle ATP'deki ya da diger trifosfatlardaki pirofosfati hidrolize ederek iki

molekiiliin birbirine baglanmasini katalize ederler (Krishna 2002).

2.3.2 Organik coziiciide enzimler

Organik bilesiklerin ¢ogu sulu ortamda zayif oranda ¢6ziindiigii ve genellikle kararsiz
oldugundan, endiistriyel uygulamalarda su yetersiz bir ¢oziiciidiir. Ayrica, suyun
tepkime ortamindan uzaklastirilmasi, yiiksek kaynama noktasi ve buharlagsma
entalpisine sahip olmasi nedeniyle zor ve pahalidir. Ayrica, hidroliz, rasemizasyon ve
ayrisma gibi yan tepkimeler ger¢eklesebilir (Ghanem et al. 2007). Kimyacilar,
enzimlerin sulu ortamdaki bu kisitlamalar1 iizerine organik c¢oziiclide enzimatik

tepkimeler gelistirmislerdir.

Organik ¢oziiciideki biyokatalitik doniisiimler asagidaki avantajlara sahiptir:

e Organik ¢oziiclilerin kaynama noktalart diisiik oldugundan toplam verim ve
iiriiniin geri kazanim1 kolaydir.

e Apolar girdiler organik c¢o6ziiciideki c¢oziiniirliikklerinin artmasindan dolayi
doniisiimleri daha hizlidir.

e Uygun olmayan (hidroliz gibi) yan tepkimeler biiyiik oranda onlenir.

e Enzimlerin tutuklanmasina gerek kalmadan, enzim (filtrasyon gibi) basit bir
yontemle ayrilabilir.

e Enzimlerin denatiirasyonu minimum diizeydedir.
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Organik ¢oziiciilerin biitiin bu avantajlar1 yaninda, dezavantajlar1 da vardir:
e Enzimlerin katalitik aktiviteleri sulu ortamdakinden daha diistiktiir.
e Enzimatik tepkimeler genellikle iiriin ya da substrat inhibisyonuna meyillidir

ve yuksek substrat ve iiriin derisimi tepkime hizin1 azaltir.

2.3.3 Lipazlar (triagilgliserol hidrolazlar)

Lipazlar (triagilgliserol ester hidrolazlar, EC 3.1.1.3.) serin hidrolaz sinifinda olup
hayvan, bitki mantar ve bakterilerde bulunur. Lipaz, yaglarin parcalanmasindan sorumlu
enzim grubudur. Bir lipaz, suda ¢dziinebilen bir enzimdir ve yaglarin ester baglarinin
hidrolizini katalize eder. Giiniimiizde lipazlar hem sulu hem de susuz ortamda,
yapilmasi1 giic tepkimeleri katalizleyen en Onemli biyokatalizorler arasinda yer

almaktadir.

Lipaz molekiilii Sekil 2.17°de goriilmektedir (Ghosh et al. 1996). Substrat herhangi bir
trigliserit olabilir. Lipazlarin dogal substratlar1 olan triagilgliseroller, suda ¢ok diisiik
¢cOziinilirliige sahiptir. Substrat ve sivi faz arasindaki bir arabirim {izerinde tepkime

gergeklesir.
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Sekil 2.17 Lipaz molekiilii (Ghosh ef al. 1996)

Lipazlar, trigliseridlerin digliseridlere, monogliseridlere, gliserol ve yag asitlerine
hidrolizlerini katalizler ve belirli sartlar altinda ters reaksiyonla gliserol ve yag
asitlerinden gliseridlerin olusumu ile esterifikasyonu yonetir (Sekil 2.18). Tepkime yag-
su ara yiizeyinde gergeklestigi icin suda ¢ozilinen substrata gerek duymaz, susuz ortamda

ters yondeki tepkimeyi katalizler.
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Trigliserid

+ H,0O

Digliserid + yag asidi

+ H,O

Monogliserid + yag asidi

+ H,O

Yag asidi + gliserol

Sekil 2.18 Lipaz tepkimesi (Ghosh ef al. 1996)

Lipazlar farkli hayvan, bitki ve mikrobiyal (bakteriyal ve fungal) kaynaklardan elde
edilmektedir. Mantar ve bakteri kullanilarak fermantasyon yolu ile tiretilebilirler. Bitki,
hayvan ve mikrobiyal lipazlar arasinda ¢ok genis uygulama alani bulan lipazlar,

mikrobiyal lipazlardir.

Lipazlar, esterlesme, transesterlesme ve hidroliz tepkimelerini diisiik sicaklikta
katalizlemeleri, susuz ortamda kararli ve aktif olmalari, kofaktdr gerektirmemeleri,
yiiksek katalitik giicleri, ucuz olmalari, yiiksek substrat segimlilikleri, ester bagina
spesifik olmalar1 ve yan iirlin olusumunu Onlemeleri nedeniyle yaygin olarak

kullanilirlar (Langrad ef al. 1988, Muralidhar ez al. 2002).
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Lipazlarin sistematik (IUPAC) adlandirilmasi asagidaki gibidir
(http://www.biochem.ucl.ac.uk/bsm/enzymes/, 2007):

E.C.3. : Hidrolazlar

E.C.3.1. : Ester bagina etkiyen
E.C3.1.1. : Karboksilik ester hidrolazlar
E.C3.1.1.1. :Karboksil esteraz
E.C3.1.1.2. : Aril esteraz

E.C.3.1.1.3. : Triagcil gliserol lipaz (Lipaz)
E.C.3.1.1.4. :Fosfolipaz

E.C.3.1.1.5. : Liyofosfolipaz

E.C3.1.1.6. : Agil esteraz

2.3.3.1 Lipazlarin o6zelikleri

Lipaz aktivitesi pH’baglhidir. Bazi lipazlar, genis pH araliginda kararlidir. pH 4’e kadar
asidik ve pH 8’¢ kadar bazik ortamlarda dayanikli olmalartyla birlikte, en fazla
stabiliteyi pH 6,0-7,5 arasinda gostermektedir. Aspergillus niger, chromobacterium
viscosum ve rhizopus tiirlerinin hiicre dis1 lipazlar1 asidik pH’da aktiftir. Pseudomonas

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

Pankreatik lipazlar depolama sirasinda 40 °C sicakligin iizerinde diisiik aktivite
gosterirler; ancak, bazi mikrobiyal lipazlar sicaklik inaktivasyonuna daha
dayaniklhidirlar. Aspergillus niger, rhizopus japonicus ve cromobacterium viscosum
lipazlar1 50 °C’de dayanikli oldugu halde, humicola lanuginosa ve pseudomonas

nitroreducens’in lipazlari ise sirasiyla °60 C ve 70 °C sicakliga dayanikhidirlar.
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Bilinen lipaz aktivitesi gerceklesmesi icin kofaktorlere gerek yoktur. Ca™ gibi iki
degerlikli iyonlar genellikle aktiviteyi uyarmaktadir. Bunun nedeninin, uzun zincirli yag
asitleri lizerinde kalsiyum tuzlarinin olusmasi oldugu kabul edilmektedir. Lipaz
aktivitesi, Co+2, Ni+2, HgJr2 ve Sn*? tarafindan kuvvetli bir sekilde; Zn+2, Mg+2, EDTA
ve SDS tarafindan zayif bir sekilde inhibe edilmektedir.

Lipazlarin spesifikligi, enzimin molekiiler 6zelikleriyle, substratin yapisiyla ve enzim-
substrat baglantisin1 etkileyen faktorlerle kontrol edilmektedir. Lipazlarin substrata
spesifik olmasi, onlarin analitik ve endiistriyel amaglar i¢in kullanilabilirlikleri
bakimindan olduk¢a Onemlidir. Lipazlar organik ortamda (hemen hemen susuz)
tepkimeleri basariyla sentezleyebilmektedir. Diisilk miktarda su igeren organik
coziiciilerde lipazlarin aktiviteleri yiiksektir. Organik kimyada lipazlarin asil uygulanma
sekilleri, bu enzimlerin enantiyoselektivitelerinin  kullanimiyla, enantiyomerik
bilesiklerin rezoliisyonudur. Lipazlarin katalizledigi bir rezoliisyonda ¢d6ziicii olarak
suyun kullanimina kiyasla, organik c¢oziiciilerin kullanimim1 daha avantajhidir.
Katalizorlerin organik ¢oziiclilerde sulu c¢ozeltilerden daha avantajli  olduklar
belirlendikten sonra aragtirmacilar organik ¢oziiciilerle benzer 6zeliklere sahip fakat
toksik olmayan siiperkritik akigkanlar1 yeni tepkime ortami olarak belirlemislerdir.

Akiskanlar i¢inde ise en yaygin kullanilan1 skCO,’dir.

2.3.3.2 Lipazlarin katalizledigi tepkimeler

Lipazlar, hidroliz, esterlesme ve transesterlesme tepkimelerini katalizler.
Transesterlesme tepkimeleri, esterdeki alkil grubu degisimi bir asit ile yapiliyorsa
asidoliziz, bir alkol kullaniliyorda alkoliziz, bir baska ester durumunda interesterlesme,

bir amin kullaniliyorsa aminoliziz adin1 alir.

A) Hidroliz

R, —<|3|—0R2 + H,0
0 0

R, —ﬁ—OH + R,—OH
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B) Esterlesme

Ri— C—OH + R,—OH ——> R;—C—O0R, + H,0
|
(0] 0]

C. Transesterlesme

1. Asidoliziz

R1—(|3|—OR2 + R3_(|:|_OH R3—ﬁ—OR2 + R,—C—O0H
Il
0 0 0 0

2. Interesterlesme

R1—(|:‘|,—OR2 + R3—(|3|—0R4 — > R1—ﬁ—OR4 + R;—C—OR,
Il
o) 0 0 o)

3. Alkoliziz

R1_(|3|—0Rz + R,—OH —= R,—C—OR, + R,—OH
|
O 0

4. Aminoliziz

Ri77C—OR; + Ry—NH,——= R,—C—NHR, + R,—OH
O 0
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2.3.4 skCO; ortaminda lipaz katalizli tepkimeler

Stiperkritik akigkanlarin enzimatik tepkimelere uygulanmasi ilk olarak (Randolph et al.
(1985), Nakamura et al. (1985) ve Hammond et al. (1985) tarafindan yapilmistir.
Nakamura et al. (1985) ilk defa trigliseridlerin lipaz katalizli esterlesmesini
calismiglardir. Marty et al. (1990) oleyik asit ile etanol interesterlesmesinde tutuklanmig
lipaz enzimi ile skCO; ortaminda ve hekzanda esterlesme tepkimesi gerceklestirmis ve
enzimin karaliliginin her iki ortamda da ayni oldugunu belirlemislerdir. Dumont et al.
(1992) tutuklanmis mucor miehei ile mistrik asitin etanol ve n-hekzandaki tepkime hizi
karsilastirmis ve skCO, ortaminda tepkimenin n-hekzandakine gore 1,5 kat daha hizh
gergeklestigini bulmuglardir. Benzer sekilde, Yasmin et al. (2006) etilen glikol ve etil
asetatin Novozyme 435 varliginda esterlesmesinde skCO, ortamininda doniisiimiin
karbondioksitsiz ortama gore oldukga fazla oldugunu vurgulamislardir. Basincin etkisi
8-12 MPa arasinda incelenmis ve 10 MPa basinca kadar arttigin1 daha sonra azaldigini
belirlemiglerdir. Bunun nedeninin 10 MPa’nin altindaki basin¢ degerinde iki faz
oldugunu (sivi ve CO, bakimindan zengin faz), 10 MPa’dan sonra ise tek bir faz
oldugunu &ngdrmiislerdir. Iki fazli sistemde basincin artmasi ile iiriinlerin skCO,
fazinda c¢oziiniirliigii artmis dolayisiyla basing ile doniisiim de artmistir. Tek fazli
bolgede ise biitiin bilesenler tek bir fazda bulundugundan basing ile doniisiim azalmistir.
Romero et al. (2005) skCO, ortaminda izoamil alkolden izoamil asetat eldesinde ¢esitli
parametrelerin etkili oldugunu belirtmislerdir. Acil verici olarak asetik asit, amonyum
asetat, etil asetat ve asetik anhidrit kullanmislardir. 313 K ve 15 MPa’da asetik anhidrit
ile en yiisek verim elde edilmistir (Sekil 2.19).
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asit asetat asetat  anhidrit

Sekil 2.19 15 MPa 313 K’de izoamil asetat {iretimine a¢il vericinin etkisi
(Romero et al. 2005)

Sekil 2.20°de izoamil asetat iiretiminde iki farkli enzim (Novozyme, Lipozyme)
kullanildiginda Novozyme enzimi ile doniisiimiin Lipozyme enzimine gore 8,3 kat

daha fazla oldugu belirlenmistir.

100 — n
.J".-__-*_'_ o
sof
f
60 ||
Esterlesme (%0) .
40
J—
|
20 =
[ *_.__‘,——"t___t
u 1 1 1 1
] 60 120 180 240
Siire (dakika)

- Nﬂ'l."ﬂI}".I'I'IE 435 & LiPﬂI}".I'II.E

Sekil 2.20 15 MPa 313 K’de izoamil asetat {liretimine enzim tiirliniin etkisi
(Romero et al. 2005)

Diisiik enzim miktar1 ile yliksek miktarda esterlesme tepkimesi gergeklestirilmesi
ekonomik acidan énemlidir. Romeo et al. (2005) enzim/girdi (E/S) oraninin 6,25 g/mol
tizerinde iken tepkime hizina ve esterlesme miktarina etkisini olmadigini, E/S oraninin
6,25 g/mol’den kiiciik oldugu zaman ise elde edilen  esterlesme yiizdesini

etkilemezken, baglangic tepkime hizini etkiledigini bulmuslardir (Sekil 2.21).
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Sekil 2.21 Enzim miktarinin etkisi (Novozyme, g enzim/mol alkol) (Romero ef al.
2005) () 12,5 g/mol; (o) 6,25 g/mol; (A) 5 g/mol; (o) 3,2 g/mol; (4)1,5 g/mol

[zoamil asetat sentezine 313 K’de 8-30 MPa basing araliginda sicakligin esterlesme
miktarina etkisinin 6nemsiz oldugu belirlenmistir. Yang and Yang (1997) lipaz enzimin
skCO,’de kararliligimi incelemisler ve aktiviteye basincin etkisinin olmadigini
bildirmislerdir (Romero et al. (2005). Benzer bulgular Knez and Habulin (2002)
tarafindan da saptanmustir. Lipaz ve esterazlarin CO, etkisinden sonra enzim

performansinin degismedigini gozlemislerdir.

[zoamil asetat sentezine 10 MPa sabit basincta 313-333 K arasinda sicaklik etkisi
arastirildiginda, esterlesme miktar1 ve tepkime hizinin azaldigi saptanmistir (Romero
et al. 2005); ayrica, n-hekzan ve skCO, ortamlar1 karsilastirildiginda esterlesme
ylzdesinin ayni oldugu; ancak, skCO, ortaminda substratin yayilmasi (difiizyonu)

arttigindan baslangi¢ tepkime hizinin daha fazla oldugu belirlenmistir.

2.3.5 skCO; ortaminda enantiyosecimli tepkimeler

Stiperkritik karbon dioksit ortaminda lipaz katalizli enantiyose¢imli tepkimeler bir ¢ok
arastirmaci tarafindan calisilmis ve organik c¢oziiclide yapilan tepkime ile

kargilastirilmistir. Tepkimelerde, dogal olmayan ortamlarda kararli olmasi nedeniyle

genellikle lipaz enzimi kullanilmistir.
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Ikushima et al. (1993) sitronelol oleyik asit esterlesmesinde (Sekil 2.22) skCO,
ortaminda kritik bdlge yakiminda sicaklik ve basincin tepkime hizi ve sec¢imlilige
etkisini incelemislerdir. Tepkimeyi 7.58-19.30 MPa ve 304.1-313.1 K’de tutuklanmis
candida cylindracea lipaz1 ile gergeklestirmislerdir. Kritik nokta yakininda basing ile
tepkime hiz1 artmis ve 8.41 MPa da en yiiksek tepkime hizina ulasilmistir. Sicaklik ve
basing arttikca stereosec¢imlilik azalmistir. 8.41 MPa ve 304.1 K’de saflik %100’e
yaklagsmigtir. Bunun nedeni, kritik nokta yakininda CO, toplanmasinin enzimi deforme
ederek S-(-)-sitronelol ile etkilesmeye uygun hale getirmesi ve bdylece stereose¢imli
tepkime olmas1 olarak aciklanmistir. Organik ¢oziicii ile atmosferik sartlarda ayni

esterlesme tepkimesi yapildiginda ise stereosecimlilik gdzlenmemistir.

gt CHs fH
H dhpor — R—COON EJ;HzOCOR LLC”EO”
ChisO ] “727" R:CH3(CHp)7CH=CH(CHz),COOH
Sitronelol Oleyik asit (S)-(-)- (R)-(+)-Sitronelol

Sekil 2.22 Sitronelol oleik asit esterlesmesi (Ikushima ef al. 1993)

Ikushima et al. (1995) skCO, ortaminda sitronelol oleik asit esterlesmesinde kritik
nokta yakinindaki enzim ile CO, etkilesmesini incelemislerdir. Tepkime, siirekli
sistemde, tutuklanmis candida cylindracea lipazi ile 6.86 —19.0 MPa ve 304.1 K’de
gerceklestirilmistir. 304.1 K’de, kritik nokta yakininda enantiyomerik asiriligin en
yuksek oldugu; ancak, kritik noktadan uzaklastikca basing ile enantiyomerik asiriligin
azaldig1 gortilmistiir. Stereose¢imliligin kritik bdlge yakininda fazla olmasimin CO, -
enzim etkilesiminden kaynaklandigi diisiiniilmiistiir (Sekil 2.23). Enzimdeki serin
grubunun oksijeni ile yag asitinin karbonu arasinda kovalent bagin olustugu, buna bagh
olarak olusan oksianyonun NH ile etkileserek kararli oldugu ve olusan hidrofobik yiiziin

R-(+)-sitronelol’iin yaklagmasini 6nledigi 6ngdrillmiistiir.
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Sekil 2.23 Enzim ve girdi etkilesimi (Ikushima ez al. 1995)

Ikushima et al. (1996) skCO, ortaminda sitronelol n-valerik asit esterlesmesinde
basincin tepkime hizi ve enantiyomerik asiriliga etkisini incelemislerdir. Tepkime,
stirekli sistemde, tutuklanmis candida cylindracea lipazi ile 6,86-24,50 MPa ve 308,2
K’de gerceklestirilmistir. Tepkime hizi basing ile artmis, kritik nokta yakininda
maksimum degere ulagmistir; ancak, kritik noktadan uzaklastikca basincin artmasi
tepkime hizini azaltmistir. Ayrica, enantiyomerik asirilik da kritik nokta yakininda
maksimuma ulagmustir. Sonug, CO, molekiilleri ve girdi etkilesimi ile agiklanmistir
(Sekil 2.24). Buna gore; enzimdeki serin grubunun yag asitinin karbon atomu ile
oksianyon olusturdugu ve NH grubu ile etkileserek kararli hale geldigi; ayrica, CO,’in
elektronlar1 ¢ekerek oksijen atomunda daha fazla negatif yiik olmasini sagladigi
karbonda olusan pozitif yikiin ise alkol ile niikleofilik etkilesimi artirdigi

vurgulanmustir.
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Sekil 2.24 Enzim ve girdi etkilesimi, A: CO; (Ikushima ef al. 1996)

Cernia et al. (1994) skCO, ortaminda ikincil alkollerin (I-feniletanol, 1-
siklohekziletanol, trans-3-penten-2-ol, 2-oktanol, 6-metil-5-penten-2-ol) asetik anhidrit
ile esterlesmesinde (Sekil 2.25) enantiyose¢imlilige parametrelerin  etkisini

incelemislerdir.

) Li .
R N ﬁ N Pa R\ O R OH 1{
R'/ "TcH ] 3 R"/ "'.-H R_/ \“ CHJ""‘ —(JH

Sekil 2.25 ikincil alkollerin asetik anhidrit ile esterlesmesi (Cernia et al. 1994)
Tepkime, kesikli manyetik karistirmali sistemde, tutuklanmis pseudomonas lipazi ile
15-25 MPa ve 40-150 °C’de gergeklestirilmistir. Tutuklanmig ve serbest enzimde

sicakligin enzim aktivitesine etkisi incelenmis ve tutuklanmig enzimin 37-60 °C’de

kararl1 oldugu serbest enzimin ise kararli olmadigi bulunmustur (Sekil 2.26).
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Sekil 2.26 Sicakligin lipaz aktivitesine etkisi (Cernia ef al. 1994)

Tutuklanmis enzimin 20 MPa, 40 °C’de organik ¢oziicii ve skCO,’deki kararliligin

inkiibasyon siiresine gore degisimi Cizelge 2.5’de verilmistir

Cizelge 2.5 Tutuklanmis enzimin organik ¢oziicii ve skCO,’deki aktivitesi
(Cernia et al. 1994)

Enzim aktivitesi (%)

Siire (h) skCO, 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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Tutuklanmis enzimin skCO;’de kararli oldugu, organik ¢oziiclide aktivitenin azaldigi
hekzanda ise 8 saat sonunda aktivitenin ilk degerinin %350’sine ulastig1 goriilmiistir.

skCO,’de basincin enzim aktivitesine etkisinin olmadig1 goriilmiistiir (Cizelge 2.6).

Cizelge 2.6 40 °C ve 3 h inkiibasyon siiresinde basincin
enzim aktivitesine etkisi (Cernia ef al. 1994)

Basing (MPa) Enzim aktivitesi (%)
15 89
20 86
25 84

skCO, ve organik ¢oziiciilerdeki tepkime hizlar1 karsilastirildiginda, skCO,’deki kiitle
aktarim ozelikleri ve yliksek yayinirliktan dolay1 tepkime hizinin 6nemli dl¢lide biiyiik

oldugu belirtilmistir (Sekil 2.27).
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Sekil 2.27 skCO, ve organik ¢oziiciilerde tepkime hizlarinin (20 MPa, 40 °C)
karsilastirilmasi (Cernia et al. 1994)

Cizelge 2.7°de farkl alkollerdeki doniisiim ve enantiyomerik asirilik degerlerinin skCO,
ve organik ¢ozilciilerdeki karsilagtirmasi goriilmektedir. skCO, ortaminda organik

¢oOziiclilerden daha fazla ee ve doniisiime ulasiimustir.

Cizelge 2.7 Farkli alkollerdeki doniisiim ve enantiyomerik asirilik degerlerinin
skCO, ve organik ¢oziiciilerdeki karsilastirmasi (Cernia et al. 1994)

Tepkime ortami

skCO, n-Hekzan Benzen Toluen

Alkol Doniisiim | ee | Donilisiim | ee | Doniisim | ee | Donlisim | ee

% % % % % % % %

1-feniletanol 47 90 32 79 24 87 30 89

Trans-3- 53 89 16 11 25 38 19 65
penten-2-ol

1-sikloetanol 27 88 15 40 16 54 15 56

6-metil- 30 76 15 37 11 40 15 30
Shepten-2-ol

2-oktanol 23 87 19 30 15 41 19 56
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Rantakyla and Aaltonen (1994) ibuprofen n-propanol esterlesmesinde tepkime
kosullarinin enantiose¢imlilige etkisini incelemislerdir. Tepkime, kesikli ve manyetik
karistirmali sistemde tutuklanmis muchor miehei lipazi ile 100-250 bar ve 35-60 °C’de
gerceklestirilmistir. Ibuprofen derisimi ile S-seklinde ester olusumu R-seklinde ester
olusumundan daha hizli artmigtir. S-seklinde ester olusumunda enantiyomerik asirilik

ibuprofen derigimi ile artmustir (150 bar, 50 °C’, % 15 dontistim) (Sekil 2.28).

ﬁ ?2{ Ihuprofen S-seklinde ester
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Thuprofenin baslangic derisimi, mVI

Sekil 2.28 Ibuprofen derisimi ile enantiyomerik asirihigin degisimi

(Rantakyla and Aaltonen 1994)

Doniisiim arttikca enantiyomerik asirihik azalmis, % 50 donilisimden sonra ise

enantiyomerik asirilik hizli bir sekilde azalmistir (Sekil 2.29).
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Sekil 2.29 Enantiyomerik asiriligin dontisiim ile degisimi
(Rantakyla and Aaltonen 1994)

Sekil 2.30’da iki farkli ibuprofen derisimi icin tepkime hizi ve enantiyomerik asiriligin
basing ile degisimi verilmistir. Her iki girdi derisimi i¢in de oOzellikle kritik nokta
yakininda basincin tepkime hizi iizerinde etkisinin biiyilk oldugu, enantiyomerik

asiriliga etkisinin ise belirsiz oldugu goriilmiistiir.

= ilk ibuprofen derigimi e ilk ibuprofen derigimi

£
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Sekil 2.30 Basincin tepkime hiz1 ve enantiyomerik asiriliga etkisi
(Rantakyla and Aaltonen 1994)

skCO, ve organik ¢oziiciideki tepkime hizlar1 karsilastirilmis ve tepkime hizlarinin

birbirine yakin oldugu goriilmustiir (Sekil 2.31).
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Sekil 2.31 skCO; ve organik ¢oziiciide tepkime hizlarinin karsilastirilmasi

(Rantakyla and Aaltonen 1994)

Rantakyla and Aaltonen (1996) 3-(4-metokifenil) glisidik asit metil ester hidrolizinde
su miktari, girdi derisimi ve ¢oziiclii etkisini incelemislerdir. Tepkime, kesikli ve
manyetik karigtirmali sistemde, tutuklanmis muchor miehei lipazi ile 130 bar ve 40
°C’de gerceklestirilmistir. Su miktarinin doygunluk seviyesinin altinda ya da iistiinde
(suyun skCO,’de ¢oziniirliigii 2 mL/ L CO,) olmasi ve girdi derisiminin enantiyomerik

asiriliga etkisinin olmadig1 goriilmiistiir (Sekil 2.32).

73



Su derisimi

15wl 30wlL 50mlL/1

* X <
100
920
;1 80
£
& 60
% 50
E 40
€ 30
=
M 20
10
0
0 1 2 3 4 5 6 7
Tepkime siwesi, h
(a)
Girdi derisimi
40gL 20gL
» ¥
100

Enantiyomerik asinhk, %

2 3 4 5 G 7

Tepkime siiresi, h
(b)

Sekil 2.32 a. su, b. girdi miktarinin enantiyomerik asirilia etkisi
(Rantakyla and Aaltonen 1996)
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skCO, ve toluen c¢ozeltisinde tepkime siiresi ile enantiyomerik asirilikdaki degisim
karsilastirildiginda, skCO,’de tepkime hizinin 6nemli 6lciide biiyiik ( 5 kat kadar)
oldugu gozlenmistir ( 5 kat hizli). skCO,’de % 87 enantiyomerik asiriliga 5 h’de
ulagilirken toluen’de ayni degere 25 h’de ulasilmistir (Sekil 2.33).

C‘Dz Toluen'su

100

Enantivomerik asinhk, %o

0 10 20

Tepkime siiresi, h

Sekil 2.33 skCO, ve toluende tepkime siiresinin enantiyomerik asiriliga etkisinin
karsilastirilmas: (Rantakyla and Aaltonen 1996)

Bornscheuer et al. 1996 3-Hidroksioktanoik asit metil ester ve vinil asetat
transesterlesmesinde  (Sekil 2.34) c¢Oziicliniin  eantiyomerik asiriliga  etkisini
incelemislerdir. Tepkime kesikli ve manyetik karistirmali sistemde, serbest
pseudomanos cepacia lipazi ile 130 bar ve 40 °C’de gergeklestirilmistir. Tepkimenin
izlenmesi yeni bir metod (UV fotometre) kullanilarak yan iiriin olan asetik aldehitin

absorbans degeri Ol¢iilerek disaridan etkilenmeden yapilmustir.
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Sekil 2.34 3-Hidroksioktanoik asit metil esterin vinil asetat ile transesterlesmesi
(Bornscheuer et al. 1996)

Organik ¢oziiciide (n-hekzan ya da n-dodekan) tepkimenin skCO,’e gore daha hizl
oldugu bulunmustur. skCO,’de % 30-40 doniisiim ile % 90-99 enantiyomerik asiriliga
130 h’de (Sekil 2.35), organik ¢oziiciide ise ayni1 doniisiimde enantiyomerik asirilik

degerine 8 h’de ulagilmistir.
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Sekil 2.35 skCO,’de zamana kars1 dontisiim ve enantiyomerik agirilik degerleri
(Bornscheuer ef al. 1996)

Capewell et. al. (1996) 3-Hidroksi esterlerin asetat ile asetillenmesi ya da etanol
kullanarak transesterlesmesinde (Sekil 2.36) isletim parametrelerinin enantiyomerik

asirilik ve aktiviteye etkisini incelemislerdir. Tepkime, kesikli ve manyetik karistirmali
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sistemde, tutuklanmis pseudomonas cepacia lipazi ile 130 bar ve 40 °C’de

gerceklestirilmistir.

OAc O OH O oH ©O

/‘\-)I Lipaz, coziicii }\)I\ Lipaz, ciziicii " ”
R TSOMe  +H_C-COOR,-ROH R OMe +Ft-OH, MeOH R” N oRe

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

Tepkime karigimmna %1 (v/v) yardimer ¢oziicii eklendiginde, genellikle tepkime
etkilenmemistir. Sadece dodekan eklenmesi durumunda girdi ve {iriiniin optikce saflig

artmistir (Cizelge 2.8).

Cizelge 2.8 40 °C, 130 bar’da ¢esitli yardimci ¢oziiciilerin (%1 v/v) enantiyomerik
asirilik ve doniisiime etkisi (Capewell et. al. 1996)

Yardimci ¢oziicii % ee (girdi) % ee (lirtin) % Dontlisiim
Standart 34 55 38
Aseton 34 51 40

Diklorometan 27 55 33
t-biitanol 35 44 44
Dodekan 42 63 40

Lipaz enzimindeki aktivite kaybinin skCO,’den mi yoksa biyodoniisiim sirasinda nmu
oldugunu ayirt etmek icin, skCO, ortaminda lipaz enziminin degisik sicaklik ve
basinglarda inkiibe edildikten sonra aktivitesi dl¢iilmiistiir. Daha sonra ayni kosullarda
tepkime gerceklestirildikten sonra 6l¢iilen aktivite degeri ile karsilagtirlmistir (Cizelge
2.9). skCO, ortaminda inkiibe edilen lipazin aktivitesindeki kayip ¢ok az olmustur ve %
72-91 aktivite bulunmustur; ancak, tepkime gerceklestikten sonra Olgiilen aktivitede
biiylik diisme gozlenmis ve aktivitenin % 23-43 civarinda oldugu belirlenmistir. Bu
durumda lipazdaki aktivite kaybinin biyotransformasyon sirasinda oldugu sonucuna

varilmigtir.
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Cizelge 2.9 skCO, ve tepkimeden sonra lipaz aktivitesinin sicaklik ve basingla
degisimi (Capewell et. al. 1996)

Deney no Sicaklik (°C) Basing (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: skCO,’deki inkiibasyon(tepkime yok); 2, 5, 6: tepkimeden sonra

3-Hidroksi esterlerin  kinetik rezolliisyonu serbest ve tutuklanmis enzimde
gercgeklestirildikten sonra, birinci tepkimede kullanilan enzimler, ikinci tepkimede tekrar
kullanilmis ve tekrar enzim aktivitesi, enantiyomerik asirilik ve dontisiim degerleri
belirlenmistir (Cizelge 2.10). Her iki durumda da (serbest ve tutuklanmis) ikinci
tepkimelerde birinciye gore doniisiim ve enantiyomerik asirilik degerlerinde diisme
saptanmigtir. Celite’e tutuklanmis enzimin doniisiimii ikinci tepkimede onemli 6l¢iide
azalmis (% 65°ten % 25), aktivitenin ise biitiin enzimlerde ikinci tepkimede diistiigii

belirlenmistir.

Cizelge 2.10 Serbest ve tutuklanmis enzimin skCO,’de (20 °C, 120 bar) birinci ve
ikinci tepkimede kararlilig1 (Capewell et. al. 1996)

Lipaz % ee (girdi) % ee (iiriin) % Doniislim % 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 tutuklanmig enzimin uzun tepkime siiresinde davranigi farklilik géstermistir.
Tutuklanmis enzimde 120 h’de yiiksek enantiyomerik asirilik ve doniisiim degerine
ulagilirken serbest enzimde 240 h’de daha diisiikk enantiyomerik asirilik ve doniisiim

degerine ulasilmistir.

skCO, ve n-hekzandaki enantimoyerik asirilik degerleri karsilastirilmig, doniisim ve
girdinin enantiyomerik asmrilik degerleri birbirine yakm bulunmustur. Uriiniin
enantiyomerik asirilik degerinin ise organik ¢dziiciide daha biiyiik oldugu belirlenmistir

(Cizelge 2.11).

Cizelge 2.11 skCO, ve organik ¢dziiciide enantiyomerik asirilik ve doniigiimiin
karsilastirilmasi (Capewell et. al. 1996)

Coziicii % ee (girdi) % ee (lirtin) % Doniistim Siire (h)
n-hekzan 35 73 32 20

skCO, 34 55 38 20
n-hekzan 83 61 58 68

skCO, 83 49 63 68

Overmeyer et al. (1999) I-feniletanol ile vinil asetat esterlesmesi ve ibuprofen ile
etanol esterlesmesinde enantiyomerik asiriliga tepkime kosullarinin  etkisini
incelemislerdir. Tepkime, kesikli ve manyetik karistirmali sistemde, tutuklanmig
candida antarctica lipazi ile 10-30 MPa ve 40-160 °C’de gerceklestirilmistir. Sekil
2.37°de enzim aktivitesinin sicaklik ile degisimi verilmigtir. 1-feniletanol igin
maksimum tepkime hizina 92 °C’de ulasilmistir. Ibuprofen icin tepkime hizi 90 °C’de
maksimum olmustur (Sekil 2.38). Tepkime hiz1 1-feniletanol’den 10 kez daha yavastir.

Yiiksek sicaklikta enzim kararliliginin azalmasi tepkime hizin1 da azaltmstir.
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Sekil 2.37 1-Fenil etanol i¢in aktivitenin sicaklikla degisimi (Overmeyer et al. 1999)
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Sekil 2.38 Ibuprofen igin aktivitenin sicaklikla degisimi (Overmeyer et al. 1999)

1-feniletanol i¢in 160 °C’de doniisiim gézlenmemis, 150 “C’de tepkime hiz1 maksimum
degerinin %5’ine ulasmistir. 136 “C’de doniisiimiin 14 h’de % 37 olmas1 enzimin hala
aktif oldugunu gostermistir (Sekil 2.39). 150 °C’de ise doniisiimiin 30 h sonunda %10

oldugunu belirlemislerdir.
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Sekil 2.39 Doniistimiin tepkime siiresi ile degisimi (Overmeyer et al. 1999)

Basincin tepkime hizina etkisini incelediklerinde optimum tepkime hizin1 15-20 MPa’da

elde etmislerdir (Sekil 2.40).

Enzim aktivitesi {(%o)

1-Femletanol
3'3“_ T=60"(

2] 10 12 14 16 8 20 2 24 X% 2B 3 3
Basme (IV[Fa)

Sekil 2.40 Basincin tepkime hizina etkisi (Overmeyer et al. 1999)
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1-feniletanol i¢in % 50 doniisiim ile girdi ve iirlin igin % 99 civarinda enantiyomerik
asirithiga ulasilmis, sicakligin enantiyomerik asiriliga etkisi olmadigi bulunmustur.

Ibprofen icin sicaklik arttikca enantiyomerik asiriligin azaldigi saptanmustir.

Hartman et al. (2001) 3-hidroksi-5-fenil-4-pentenoikasitetilester (HPAE) hidrolizinde
(Sekil 2.41) isletim parametrelerinin enantiyomerik asirilifa ve doniisiime etkisini
incelemislerdir. Tepkime, kesikli ve karistirmali sistemde, serbest pseudomonas cepacia

lipazi ile 80-159 MPa ve 40-50 °C’de gerceklestirilmistir.

QH O

an
H 0 ]
Lipaz
N OEt ——— +
SCCO, OH O
Tampon
= OH

Sekil 2.41 3-hidroksi-5-fenil-4-pentenoikasitetilesterin hidrolizi (Hartman ef al. 2001)

En kisa siirede en biiyiik enantiyomerik asirilik degeri veren 15 ticari lipaz ve esteraz
enzimi n-hekzan c¢oziiciisinde taranmis ve pseudomonas cepecia lipazi,
chromobacterium viscosum ve porcine pancreatic lipaz enzimleri i¢in skCO; ortaminda
doniisiim ve enantiyomerik agirilik degerleri belirlenmistir. Chromobacterium viscosum
ile yapilan tepkimede 110 bar’da 22.4 h’de % 50 doniisiime ulasilmis enantiyomerik
asirilik degeri girdi ve enzim igin % 65 bulunmustur. 95 h’de ise % 73.6 doniisiim ile
girdinin enantiyomerik asiriliginin % 75, riinlin enantiyomerik asiriligin ise % 27

oldugu saptanmistir (Sekil 2.42).
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Sekil 2.42 skCO,’de HPAE’nin chromobacterium viscosum ile hidrolizi
(Hartman et al. 2001)

Porcine pancreatic lipaz ile 110 bar’da 165 h’de % 12.9 doniisiim ile girdinin
enantiyomerik asiriligt % 13.2, {irliniin enantiyomerik asiriligi ise % 89.8 olarak elde
edilmistir. Bu nedenle optimizasyon deneylerinde kullanilmamistir. Pseudomonas
cepacia lipaz ile tepkimede 15.5 h’de % 50 doniisiim ile girdi ve liriin i¢in %80
enantiyomerik asirilik degerleri elde edilmistir (Sekil 2.43). Bu nedenle optimizasyon

deneylerinde pseudomonas cepacia kullanilmistir.

100

[%]

Sekil 2.43 skCO,’de HPAE’nin pseudomonas cepecia ile hidrolizi
(Hartman et al. 2001)
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Girdi derisiminin artmasi (45 °C, 80 bar) enantiyomerik asirilik ve tepkime siiresini
artirmigtir. Basing arttikca enentiyosegimlilik artmis, 103 bar’dan sonra ise
enantiyosecimlilik azalmistir (Sekil 2.44).

0T

SO0

]

Enantiyosecimlilk

1 L1 [{he] & 125 154

Basing thar)
Sekil 2.44 Basincin enantiyosegimlilige etkisi (Hartman et al. 2001)
103 bar’da sicakligin etkisi incelenmis ve 45 “C’de en yiiksek enantiyomerik asiriliga
ulagilmistir. Enantiose¢imlilik yiiksek sicaklikta azalmistir; ancak, sicaklik arttikga %

50 doniisiim i¢in gerekli siire azalmistir (Cizelge 2.12)

Cizelge 2.12 Sicakligin enantiyomerik asiriliga etkisi (Hartman et al. 2001)

T(CC) t (h) E ee (girdi) % ee (liriin) %
(%50 doniisiim)
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
Coziicii etkisi incelendiginde skCO, ortaminda tepkime siiresi (5 h) uzun,
enantiyose¢imlilik  yiiksek, n-hekzan’da tepkime siiresi kisa (1.9 h)

enantiyose¢imlilik yiiksek bulunmustur.

Ottosson

et al (2002)

3-metil-2-biitonol’in

transesterlesmesinde  enzimin

enantiyosecimliligine ¢oziiciilerin etkisini incelemislerdir (Sekil 2.45). Tepkime, kesikli
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ve karistirmali sistemde, tutuklanmis candida antarctica lipazi ile 21.4 MPa ve 40°C’de

gerceklestirilmistir.
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Sekil 2.45 3-Metil-2-biitanoliin candida cylindracea lipaz B, CALB ile kinetik
rezoliisyonu (Ottosson et al. 2002)

Organik ¢oziiciiniin enantiyosec¢imlilige onemli etkisi oldugu bulunmustur. Sekiz farkl

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

dekalin, skCO, enantiyomerik asirilik degerleri 6lgiilmiis ve en iyi sonu¢ molekiilii

bliyiik ve hidrofobik ¢oziiciilerde (cis-dekalin, n-hekzan) elde edilmistir. skCO,’de ise

en diisiik enantiyomerik oran elde edilmistir (Sekil 2.46).
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Sekil 2.46 Coziiclinlin enantiyomerik orana etkisi (Ottosson et al. 2002)
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Coziictilerin kaynama noktas1 skCO,’in kritik noktasi birbirinden farkli oldugundan 298
K’de skCO;’nin enantiyomerik orani ekstrapolasyon ile bulunmustur. 298 K’de
enantiyomerik oranlarin ¢oziicillerin van der Waals hacmine gore degisimi
incelendiginde ¢oziiciiniin molekiiler hacmi ile enantiyomerik oranin arttig1 goriilmiistiir

(Sekil 2.47).
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Sekil 2.47. 298 K’de enantiyomerik oranin ¢oziiciiniin molekiiler hacmi ile degisimi
(Ottosson et al. 2002)

Matsuda et al. (2003) 1-(p-klorofenil)-2,2,2-trifloroetanol’iin esterlesmesinde sicaklik
ve basincin enantiyosec¢imlilige etkisini incelemislerdir. Tepkime, kesikli ve karistirmali
sistemde, tutuklanmis candida antarctica lipazi ile 8-19 MPa ve 40-60 °C’de
gergeklestirilmistir (Sekil 2.48).

DJ\H Lipaz =~ “OAc OH OAc 0
; Il
A CF, A" CFs ArT SCF, Tt
CO, (7 - 21 MPa), H
Ar = p-Klorofenil 31-60°C
(R/8)-1 ®)-1 (8)-2

Sekil 2.48 1-(p-klorofenil)-2,2,2-trifloroetanol’lin esterlesmesi (Matsuda et al. 2003)
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skCO, ortaminda 40 °C’de 9.1 ve 14.5 MPa’da g¢esitli lipaz enzimleri taranmis ve en
yuksek enantiyosecimlilik tutuklanmis candida antarctica lipazi ile elde edilmistir. 55
°C’de basmcin etkisi incelendiginde basing arttikca enantiyomerik asiriligin azaldigi
belirlenmistir. Basing 8 MPa’dan 19 MPa’ ¢iktiginda, enantiyomerik oran 50’den 10’a
diismistiir. Enantiyomerik agirilik diigiik sicakliklarda (31 °C, 40 °C) basing ile hizla
diiserken, yiiksek sicakliklarda (55 °C, 60 °C) diisiisiin daha yavas oldugu belirlenmistir
(Sekil 2.49).
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Sekil 2.49  1-(p-klorofenil)-2,2,2-trifloroetanol’lin esterlesmesinde
enantiyose¢imlilige sicaklik ve basing etkisi (Matsuda ef al. 2003)

2.3.6 Lipazlarin yapisi ve arayiizey aktivasyon mekanizmasi

Lipazlarin ii¢ boyutlu yapilari ilk olarak Brandy et al. (1990) ve Winkler et al. (1990)
tarafindan sirastyla Mucor miehei ve insan pancreas lipazi icin X ray kristalografi
kullanilarak belirlenmistir (Gandhi et al. 2000, Kapucu 2003). Giinlimiize kadar farkl
kaynaklardan lipazlarin yapilari incelenmistir. Humicolo lanuginosa lipazi (HLL) igin
tic boyutlu yap1 Sekil 2.50°de verilmistir. Bu yapilarin temel 6zelikleri o/ B-hidrolaz
katlanmas1 (merkezde her iki taraftan a- heliksler ile kaplanan hidrofobik B- diizlemi),
Ser-His-Asp/Glu katalitik {i¢liisiinden olusan aktif konum, bir oksianyon boslugu ve pek
cok durumda aktif konumu kapatan a- heliksten olusan bir kapak (lid) igermeleridir.

Lipazlarin aktif konumlari, serin proteazlarin aktif konumlarina kimyasal olarak benzer;
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ancak, yapisal olarak farklidir; aktif serin kalintisin1 destekleyen ana zincirin polaritesi

lipazlara terstir.

Lipaz ile ilgili yapilan ¢aligmalarda, katalitik serinin merkezi B- diizlemi {izerinde tam
ayn1 yerde, aktif konumdaki Asp/Glu farkli lipazlarda farkli yerlerde oldugu
bulunmustur. His ise tiim lipazlarda benzer sekilde diger iki kalintiya (Ser-Asp ya da

Ser-Glu) baghidir (Kapucu 2003).

Lipazlarin en 6nemli 6zeliklerinden birisi arayiizey aktivasyonudur. Cok diisiik substrat
(lipid) derisimlerinde ve sulu ¢ozeltilerde enzimler aktif degildir. Araylizeyde lipazlarin
aktiviteleri ilk olarak Sadra and Desnuelle (1960) tarafindan belirlenmistir (Gandhi et
al. 2000). Substrat derisimi lipid miselleri olugturmak i¢in yeterince biiylik oldugunda
enzim aktif olur. Arayiizey aktivasyonuna ugrayan lipazlardaki olay asagidaki gibidir;
lipaz iki ya da daha fazla yap1 igerir. Bunlardan biri aktif konumdaki katalitik ticliiyti
kapatan yapisal elementlerin (a-heliks) oldugu yap1 (inaktif form), digeri ise araylizey
aktivasyonu sirasinda bu kapagin agilmasi ile araylizey alaniin artmasi boylece aktif
konumun daha fazla substrat almak i¢in uygun oldugu yapidir (inaktif form) (Sekil
2.50). Su-yag araylizeyinin aktif konuma dogru bu a-heliks hareketini baslattigi
varsayilir. Kapagin hareketi ile sadece aktif konum ortaya ¢ikmamakta, ayrica polar
olmayan hidrofobik yilizeyde artis olmaktadir (Gandhi er al. 2000). Araylizey
aktivasyonuna ugrayan biitiin lipazlarda aktif konumlar1 kapayan kapak (lid) vardir;
ancak, kapak yapis1 biiyiik 6l¢iide degismektedir. Yaygin olarak tekrarlanan bir yapisi
yoktur. Lipaz mekanizmasi heniiz tam olarak aydinlatilamadigindan c¢alismalar devam

etmektedir.
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Sekil 2.50 Humicolo lanuginosa lipazinin (HLL) icin ii¢ boyutlu yapisi.
A) inaktif form B) aktif form. Karboksilik asit (kirmizi); hidrofobik bolge
(san); katalitik ti¢lii; (yesil)
http://www.biophysj.org/cgi/content/full/82/5/2709, 2007
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2.3.7 Lipaz katalizli esterlesme mekanizmasi

Lipaz katalizli esterlesme mekanizmasi serin protezin mekanizmasina benzer ve iki
tetrahedral ara iiriin igerir (Sekil 2.51). Ilk tetrahedral ara bilesik katalitik iiglii
tizerindeki serin kalintilarinin asit iizerine niikleofilik bombardimani ile olusur ve bu
ara Uriinden agil-enzim kompleksi vermek {izere bir su ayrilir. Ser niikleofil, His
kalintisindaki imidazol halkasi ise baz olarak davranir. Organik ¢6ziiciide enzimin agil
verici (vinil asetat) ile etkilesimi sonucu agil-enzim kompleksi (E-Ac) olusur. Alkol

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

Asp
-0
'.lT‘v
His N
|+
N
Asp N CHyCHO 1\ Asp
ACOCH=CH,» 0 _
0_ :'D / % OH"QI" = o-90
H = G

Tetrahedral ara iwim (T1 1)

_ 0 5 N Han-gy 'l
IS N 3 katalitik iieli h S, His-}_N
[ p | »
N
M : /&
O Oksianyon boslugu i 0 5
Ser. —_— o % by
H o H- 0- ! D He
N lf—ti.‘ y WIS
0 N

O\ Oy u\,&o

His
E A I ';J) / agil-enzim ara iwin
R‘DAc ] BRIOK] (E-Ac)

00
A Heyg
S

Tetrahedral ara iwim (T1 2)

Ser) R+

Sekil 2.51 Lipaz katalizli esterlesme mekanizmasi (Ema 2004)
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2.3.8 Lipazlarin kiral tanimasi

Enzimatik tepkimelerde enantiyose¢imliligin mekanizmast ¢esitli  modellerle
aciklanmistir. En eski model Prelog (1964) tarafindan ortaya atilmistir, ketonlarin
alkoldehidrojenaz ile indirgenmesinde enantiyose¢imliligi karbonil grubuna bagli olan
substituentlerin enantiyose¢imliligini belirlemistir. Diger modeller substrat ve enzimin
aktif kisminin sekli ve boyutu ile enantiyose¢imliligi aciklamiglardir (Ghanem et al.
2005). Ornegin Kazlauskas et al. (1991) kiigiik ve biiyiik substituente sahip olan
substratin (6rnegin ikincil alkol, Sekil 2.52) tepkimesinde enantiyose¢imliligi, hizli
tepkimeye giren enantiyomerin enzimin aktif kismina uygun sekilde baglandigin1 yavas
tepkimeye giren enantiyomerin ise bilyiikk substituentin enzimin kiicliik bdolgesine
baglanmasiyla agiklamistir; ancak, bu kural ikincil alkoller i¢in gegerli olup, birincil

alkoller ve karboksilik asitler icin uygulanamamaktadir.

(a) (b)

Sekil 2.52 a. hizli tepkimeye giren enantiyomer, b. yavas tepkimeye giren enantiyomer
(Ghanem et al. 2005)

Cylerg et al. (1994) CRL (candida rugosa)’nin kiral fosfonat ile etkilesimini
incelemislerdir. Her iki durumda da izopropil substitientlerin enzimin biiyiik hidrofobik
boliimiine yerlestigini ve (1S)-mentil esterin hidrolizinde ara {iriin olan (1S)-mentil
fosfonatin katalitik His e ait olan imidazol halkasini itekledigini sonug olarak hidrojen
baglarindan bir tanesinin yok oldugunu belirtmistir (Ema 2005). (1S) enantiyomerin
yavas tepkimeye girmesinin nedeninin H bagindaki bozulma oldugunu 6ne siirmiislerdir

(Sekil 2.53).
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(bitviik hidrofobil

balium)

¢ (Oyv—P-01-C1) = 138°  (Oy-P—-01-C1) = 66°

Sekil 2.53 CRL kristalinin a) (1R)-mentil hekzilfosfonat ve b) (1S)-mentil hekzil
fosfonat ile etkilesimi (Ema 2004)

2.4 Kaynak Arastirmasi Degerlendirme

1) Siiperkritik akigkan ¢oziicii 6zelikleri sicaklik ve basingla biiyiik 6l¢iide degismekte
ve bu hassasiyet SKA’da ¢dziicii-¢coziinen ya da c¢oziinen-¢oziinen molekiillerarasi

etkilesimleri kontrol etmede 6nem kazanmaktadir.

2) Coziicliniin enzim aktivitesini biiylik dl¢iide etkiledigi belirlenmistir. CO, ortaminda
lipazin aktivitesindeki azalma CO, ve enzim arasindaki etkilesime bagli olarak

aciklanmustir; ancak, skCO,’de gozlenen inhibisyon tamamen tersinirdir.

3) Sicaklik enzimi inhibe etmektedir; ancak, her bir enzimin aktif oldugu sicaklik aralig

farklidir.

4) Basing, enzim aktivitesini degistirmemekte; ancak, CO, ve enzim etkilesimi enzimin
konformasyonunu degistirdiginden enantiyose¢imlilii etkilemektedir. Yiiksek

sicakliklarda basincin etkisi daha belirgindir.

5) Hidrofilik ¢oziiciiler suyu daha fazla siyirma egilimindedir. Hidrofobik ¢oziiciilerde
enzim aktivitesi ve tepkime hizi hidrofilik ¢oziiciilere gore daha biiytiktiir. Aktivitedeki
kaybin hidroliz sistemlerinde eklenen suyun igerisinde enzimin uzun siire kalmasina

bagli oldugu vurgulanmistir.
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6) Enzim aktivitesi pH’a da duyarhidir. pH= 7 ya da yakin pH’larda en yiiksek tepkime

hiz1 elde edilmistir. Asidik ve bazik pH’lar enzimi bozmaktadir.

7) Atmosferik kosullardaki tepkime hizi ve enantiyomerik asirilik karsilastirildiginda

her iki ortaminda avantajli oldugu durumlara rastlanmstir.

8) Siireli yaymlardaki bulgulardan elde edilen sonuglara gore, skCO, ortaminda
enzimatik tepkimede sicaklik, basincin, pH’in tepkime hizina ve enantiyomerik
asirihiga etkisi belirgin degildir, tepkime kosullarina ve kullanilan girdi ve enzime gore

degismektedir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Baslangic maddelerinden, 6-asetoksi-3metoksisiklo-2-heksen-1-on sentezinde; 1,3-
siklohekzandion, metanol ve titanyum kloriir, benzoil-benzoin sentezinde; benzil,
benzaldehit ve dimetilformamid (Merc), benzoin sentezinde ise sentezlenen benzoil-
benzoin yaninda FLUKA enzim kiti (Porcine pancreas, Candida antarctica,
Aspergillus, Candida cylindracea,, Pseudomonas florescens, Hog pancreas, Mucor
miehei, Rhizopus niveus, Pseudomonas cepacia, Rhizopus arrhizus), organik ¢oziici
olarak, dimetil siilfoksit (DMSO), aseton, N,N-dimetilformamid (DMF), tetrahidrofuran
(THF), asetonitril, n-hekzan, siklohekzan, etil asetat kullanilmigtir. Organik ¢oziiciiler
ve donlisim kontrolii i¢in kullanilan silika jel ile kaplanmig aluminyum levhadan

yapilmis ince tabaka kromatografisi (TLC) Merck’den temin edilmistir.

3.2 Deney Yontemi

Baslangic maddelerinden, 6-asetoksi-3-metoksisiklo-2-heksen-1-on  ve  benzoil
benzoinin atmosferik kosullarda, benzoin ve 6-hidroksi-3metoksisiklo-2-heksen-1-on

ise siiperkritik akiskan ortaminda sentezi asagida agiklandigi sekilde gerceklestirilmistir.

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

1 gram 1,3-siklohekzandion 30 mL metanolde ¢oziilmiis ve manyetik karistirict ile
karistirilirken 0,8 mL titanyum kloriir eklenmistir. Tepkimenin tamamlandigi TLC ile
kontrol edilmis ve tepkime tamamlandiktan sonra elde edilen 3-metoksi siklo-2-heksen-
1-on maddesini tepkime ortamindan ayirmak i¢in etil asetat’/hekzan (2/1) karisimi ile
preparatif (flash) kolon kromatografi ile siizme islemi gerceklestirilmistir. Siizme
isleminden sonra organik ¢oziicliler doner buharlastirict ile uzaklastirilmistir. Geride
kalan tepkime {riiniiniin iizerine su eklenmis ve ayirma hunisinde kloroform ile
ekstraksiyon yapilmistir (Queseda et al. 1978). Organik ¢oziiciiler uzaklastirildiktan
sonra 2,45 g (0,02 mol) 3-metoksisiklo-2-heksen-1-on, 75 mL siklohekzanda ¢6ziinmiis
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ve 17,3 g (0,08 mol) mangan (III) asetat (Mn(OAc);) eklenerek 48 saat geri akim
yapilarak 6-asetoksi 3-metoksisiklo-2-heksen-1-on elde edilmistir. Tepkime Sekil
3.1’de verilmigstir. Tepkimenin tamamlandig1 TLC ile kontrol edilmistir. TLC plakalar
tizerindeki goriintiiler 254 nm kisa dalga boyunda UV lamba altinda gdzlenmistir. Etil
asetat/hekzan (1/2) karigimi ile kolonda slizme yapilarak organik coziiciiler doner

buharlastirici ile uzaklastirilmistir (Demir ve Sesenoglu, 2002).

T1C1 MH(OAC)s Aco_N

N CH OH
)

1,3-siklohekzandion 3-metoksisiklo-2-heksen-1-on

OCH,

6-asetoksi-3-metoksisiklo-2-heksen-1-on

Sekil 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) igerisinde
¢coziilmils ve manyetik kanstirict ile karisirken 66 mg potasyum siyaniir (KCN)
eklenmistir. Benzoil-benzoin olusumu TLC ile izlenmistir. Tepkime tamamlandiktan
sonra benzoil-benzoini safsizliklardan ayirmak i¢in etil asetat/hekzan (1/7) karisiminda
silica jel 60 (mesh size 40-63 um) ile kolon kromatografide slizme yapilmis ve organik
¢oziicliler doner buharlastiric1 ile uzaklastirilmistir (Kuebrich and Schowen, 1971).
Tepkime ve simetrik olmayan benzoil-benzoin tepkime mekanizmasi Sekil 3.2°de
verilmistir. Glglii bir niikleofil olan benzil ve potansiyel elektrofil olan 2-

triflorometilbenzaldehit ¢ozeltisi DMF igerisinde KCN ile tepkimeye girmektedir.
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Sekil 3.2 a. Benzoil-benzoin sentezi, b. simetrik olmayan benzoil-benzoin tepkime
mekanizmasi

3.2.3 Siiperkritik akiskan ortaminda benzoin sentezi

Benzoinin kesikli skCO, ortaminda sentezi laboratuvar d6lgekli Stiperkritik Akiskan
Tepkime Sisteminde (SFX™ 220 Model, ISCO Inc, Linchon, NE) incelenmistir. SKA
olarak % 99,95 saflikta CO, (Habas A.S., Gebze) kullanilmistir. Sistemin sematik
gosterimi Sekil 3.3’de verilmistir. Sistem, CO; tiipii (1), CO, ve yardimci ¢oziici
beslemesi icin yliksek basingli pompa (2, 3), sicaklik kontrollii yiiksek basing tepkime
sistemi (4), dolgulu kolon tipi tepkime kab1 (5), kontrol iinitesi (6), sicaklik kontrollii
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ayarlanabilir vana ve O0rnek alma vanasi (7), yardimer ¢oziicii (8) olmak tlizere 8 ana
boliimden olusmaktadir. Cikis bolgesi sicakligi restriktor yardimiyla kontrol edilmekte
ve CO,’in sogutulmasi bir sogutucu ile yapilmaktadir. CO; ve girdiler sisteme iki farkl
pompa ile beslenmektedir. Bu c¢alismada sadece CO, pompast kullanilmig ve sisteme
girdiler tepkimeden Once yerlestirilmistir. Tepkime yiiksek basinca dayanikli ve dolgu

maddesi igeren 10 mL hacminde bir tepkime kabinda gerceklestirilmistir.

Sekil 3.3 Siiperkritik akigkan tepkime sistemi

(1: s1v1 CO, tiipi, 2: CO, i¢in piston pompa, 3: yardimci ¢oziicii beslemesi
icin yiiksek basing piston pompa, 4: sicaklik kontrollii yliksek basing
tepkime sistemi, 5: dolgulu kolon tipi tepkime kabi, 6: kontrol {initesi,
7:s1caklik kontrollii ayarlanabilir vana ve 6rnek alma vanasi, 8: yardimci
¢ozicu

Rasemik benzoil-benzoin’den (% 50 R, % 50 S) siiperkritik akigkan ortaminda kiral
benzoin sentezi (Sekil 3.4) i¢in degisik deney kosullarinda (T=30-45 °C, P=70-150 bar,
pH= 5-9) calisilmistir. Deneyler girdi/enzim kiitle oran1 4-0,5 alinarak yapilmistir. 30
mg benzoil-benzoin 1 mL organik c¢oziiciide ¢oziinmils, 30 mg enzim ise fosfat
tamponunda (pH= 5-9, 8 mL) ¢oziildiikten sonra karigtirilarak 10 mL’lik tepkime
kabina konmustur. Sisteme CO, gonderilerek tepkime kabindaki basing istenilen degere

ayarlanmistir. Belli tepkime siiresinin ardindan tepkime iirlinleri ve doniismeyen girdiler
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toplama kabima gelmeden oOnce 1sitilmis olan restriktorden gecirilerek basing
disiiriilmiis ve gaz faza gecen CO, uzaklasmistir. Toplama kabina biriken Ornegin
lizerine etil asetat eklenip ekstraksiyon yapilmig iiriiniin su fazinda ¢6ziinmiis olan
enzimden ayrilmasi saglanarak tepkime durdurulmustur. Uriin olusumu ince tabaka
kromatografi (TLC) ile izlenmistir. Uriin etil asetat fazindan kapiler ile alinarak
referanslar (benzoin ve benzoil-benzoin) ile birlikte TLC tabakaya ekilmis ve etil
asetat/hekzan (1/3) kanisiminda TLC  ¢ozeltisinde  yiiriitiilmiistiir.  Uriinlerin
enantiyomerik  asirilign yiiksek basing sivi kromatografisi (HPLC) analizleri ile

belirlenmistir. SKA ortaminda deneyler tekrarlanarak test edilmistir (EK 3, Cizelge 1).
OH

J2 o

enzim, tampon ¢oz. .
’ pon ¢ Benzoin

o
organik ¢oz.
+
O
° )
O

Benzoil-benzoin

(0]
Benzoil-benzoin

Sekil 3.4 Benzoin tepkimesi

3.2.4 Enzim taramasi

skCO, ortaminda kiral benzoin sentezinde en uygun enzimi belirlemek amaciyla
FLUKA’dan saglanan Lipaz enzimleri (Candida antarctica, Rhizopus arrhizus,
Candida cylindracea, Pseudomonas cepacia, Aspergillus, Rhizopus niveus, Hog
pancreas, Pseudomonas fluorescens, Mucor miehei, Porcine pancreas) ile enzim
taramasi yapilmisg, benzoil-benzoinden benzoine doniisiim kontrolii 35 °C sicaklik ve 90

bar basingta incelenmistir.
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3.2.5 Atmosferik kosullarda benzoin sentezi

Rasemik benzoil-benzoinden atmosferik kosullarda kiral benzoin sentezi i¢in 40 °C’de
calistlmigtir. Deneyler girdi/enzim kiitle orant 1 alinarak yapilmistir. Erlende 30 mg
benzoil-benzoin 1 mL organik ¢dziiciide ¢Oziinmiis, 30 mg lipaz enzimi ise fosfat
tamponunda (pH=7, 8 mL) ¢d6ziildiikten sonra benzoil-benzoin ¢ozeltisine eklenerek
tepkime baslatilmistir. Tepkime karisimi manyetik karistiricr ile karistirilmistir. Belli
stirelerde 24 saat boyunca ortamdan Ornek alinarak etil asetat ile ekstraksiyon yapilmis

ve etil asetat fazindan alinan 6rnek TLC ile analiz edilmistir.

3.2.6 Enzim kararhhg:

Enzim kararlilig1r ve aktivitesinin incelenmesi amaciyla skCO;, ortaminda 90 dakika

bekletilmis enzimin atmosferik kosullardaki esterlesme aktivitesi belirlenmistir.

Candida cylindracea lipazinin aktivite ve kararliliginin incelenmesi amaciyla skCO;
ortaminda bekletilmis enzim, atmosferik kosullarda oleyik asitin oleyil alkol ile
esterlesme tepkimesinde kullanilmis ve alinan oOrneklerdeki oleyik asit derisimleri
belirlenerek taze enzim ile atmosferik kosullarda elde edilen sonuclarla

karsilastirilmistir.

Candida cylindracea lipazi skCO, ortaminda 90 bar basing degerinde ii¢ farkl
sicaklikta (35, 40, 45 °C) 90 dakika bekletilmistir. Deneyler, enzim/girdi (kiitle) oran1 %
1,5 ve oleyik asit/oleyil alkol mol orani1 1,33/1 alinarak 50 °C, 200 rpm kosullarinda
gergeklestirilmistir (Kapucu, 2003).

3.3 Analitik Yontem

3.3.1 Enzim aktivitesi icin oleyik asit derisiminin belirlenmesi

Enzim aktivitesi bir esterlesme tepkimesi (oleyik asit ve oleyil alkol) ile belirlenmistir

(Kapucu 2003). Tepkime ortamindan ilk 60 dak alinan 6rnekler (0,5 g) 10 mL etanol
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(% 96’lik etanol i¢inde kiitlece % 0,1 fenolftalein ¢ozeltisi) i¢inde ¢ozilerek 0,1 N
NaOH ile titre edilmigtir. Titrasyon ile ortamdaki oleyik asit derisimi belirlendikten
sonra stokiyometrik olarak oleyil oleat derisimi ( mol ester /g enzim) bulunmustur.

Detayli analiz yontemi ve 6rnek hesaplama EK 1’de verilmistir.
Oleyik asit + Oleyil alkol 5 Oleyil aleat
3.3.3 Enantiyomerik asirihigin belirlenmesi
Benzoin ve benzoil-benzoininin enantiyomerik asiriliklarinin HPLC ile belirlenebilmesi
i¢in Cizelge 3.1°de verilen kosullar kullanilarak analiz yontemi gelistirilmistir. Ornek

kromatogram EK 2’de verilmistir.

Cizelge 3.1 HPLC analiz kosullar1

Kolon Daicel Kiralpak OD (0,46 cmx 25 cm)
Sicaklik 20 °C

Dedektor uv

Dalga boyu 254 nm

Tastyici ¢ozelti hekzan/propanol: 9/1

Akis hizi 0,80 mL/dak

Enjeksiyon hacmi 15 uL

3.4 Deneysel Tasarim ve Yamt Yiizey Yontemi (RSM) ile Optimizasyon

Yanit Yiizey Yontemi (RSM) problemlerin analiz edilmesi ve modellenmesi igin

matematik ve istatiksel yontemlerden olusur.

Calismada kiral benzoin sentezinde en uygun kosullarin belirlenmesi amaciyla,
istatistiksel optimizasyon yontemi olan Yanit Yiizey Yontemi uygulanmustir. Kiral
benzoin olusumuna , sicaklik, basing, pH etkileri incelenmistir. Bu iic bagimsiz

degisken (k=3) icin 2° faktoriyel merkezi bilesen tasarimi uygulanmistir. Faktoriyel
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tasarim, 8 faktoriyel nokta (2"), 6 eksenel nokta (2k) ve merkez noktalardaki 6

deneyden olusmaktadir.

Y yanit1 i¢in iiretilen 2. derece polinom model agagida verilmistir:

2.2 2.2 2.2
Y=+ Bx,+ Byx, + Bx] + Byx;, + Bsxs + B S,x,x, + B, f3x,%;

+ B, Bix,x; + &

(3.1)

Esitlik 3.1°de verilen 2. derece polinom katsayilarimin belirlenmesi i¢in 20 noktada

(N=2"+2k-+no, k=3) deney gerekmektedir.

Esitlik 3.1°de Y, alinan yaniti, x;, Xa, X3, ise kodlanmis bagimsiz degiskenleri, By kayma,
Bi, i-1.3 katsayilar lineer Kkatsayilar, /3 katsayilari kuadratik katsayilar, g¢arpim

seklindeki katsayilar i¢ etkilesim katsayilari, & deneysel hatadir.

Bagimsiz degiskenlerin kodlanmis sekli agagidaki gibidir:

x =4t i (3.2)

Yukaridaki denklemde x; i. bagimsiz degiskenin kodlanmis degeri, X; bagimsiz
degiskenin gercek degerini, X, merkez noktadaki gercek degerini, AX; basamak

degisimini gosterir.

Kiral benzoin sentezi icin tasarimda yer alan bagimsiz degiskenler Cizelge 3.2°de

secilen bagimsiz degiskenlerin gergek ve kodlanmis degerleri Cizelge 3.3 deverilmistir.
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Cizelge 3.2 Deney tasarim yonteminde kullanilan bagimsiz degiskenler

Bagimsiz degisken Tasarim degiskeni
Sicaklik (°C) X1
Basing (bar) Xs
pH X3

Cizelge 3.3 Kiral benzoin sentezinde bagimsiz degiskenlerin bagimsiz ve kodlanmig

degerleri
Bagimsiz degiskenler Aralik ve seviyeleri
Kodlanmis Gergek -1,68 -1 0 1 1,68
X T, °C 31,59 35,00 | 40,00 |45,00 |4841
X> 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. ARASTIRMA BULGULARI

Atmosferik kosullarda benzoil-benzoin’den ¢ikilarak benzoin sentezi porcine pancreas
ve candida cylindracea lipazlan ile incelenmis, porcine pancreas lipazi ile iiriiniin
rasemik karigima yakin oldugu (ee = % 5, 24 saat tepkime siiresi) belirlenirken,

candida cylindracea lipazi ile {iriin gézlenememistir.

Geleneksel olmayan tepkime ortamlarindan olan siiperkritik akiskanlar fiziksel
ozeliklerinin sagladig1 avantajlar nedeni ile enzimatik tepkimeler i¢in tercih sebebidir.
Bu ¢alismada atmosferik kosullarda enantiyomerik asirilikta sentezlenemeyen benzoin
ve 6-hidroksi-3metoksisiklo-2-heksen-1-on maddelerinin enzimatik sentezi bir yesil
kimya prosesi olan siiperkritik akiskan ortaminda arastirilmis ve bulgular asagida

verilmigtir.

4.1 Enzim Taramasi

Stiperkritik akigkan ortaminda benzoil-benzoinden benzoin sentezi i¢in FLUKA’dan
saglanan lipaz enzimleri ile tarama yapilmistir. On farkli lipaz enzimi (Candida
antarctica, Rizopus arrhizus, Candida cylindracea, Pseudomonas cepacia,
Aspergillus, Rhizopus niveus, Hog pancreas, Pseudomonas fluorescens, Mucor Miehei,
Porcine pancreas) ile iirtin doniisimii 35 °C sicaklik ve 70-90 bar basing araliginda,
girdi /enzim kiitle oram1 4-0,25 arasinda incelenmistir. Uriin déniisiimii TLC ile
izlenmistir. TLC analizi sirasinda {iriin ve girdinin belirgin bir sekilde goriilebildigi
girdi/enzim oram1 2 ve 1 olarak belirlenmis ve en kiiciik girdi/enzim oraninda
(girdi/enzim=1/1) deneyler gerceklestirilmistir. Bulgular Cizelge 4.1°de verilmistir.
Uriiniin  yiiksek girdi/enzim oraninda TLC’de izlenebilme nedeninin hidroliz
tepkimesinde, enzimin aktivite gosterebilmesi i¢in gerekli bagil suyun disinda bulunan
suyun girdinin enzime ulagsmasini zorlastirmasindan kaynaklanabilecegi diislinlilmiistiir;
ayrica, su miktarinin fazla olmasi enzimin hareketliligini artirarak enzimin
denatiirasyonuna neden olmustur (Fontes er al. 1998). Tepkimenin gerceklestigi
sistemde karistirma yapilamamasi da tepkimede gereken enzim miktarint artirmistir.

Benzer bulgular Hooker et al. (2002) tarafindan da elde edilmistir. Enzim katalizli
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oligomer hidrolizinde karistirma hizinin tepkimede gerekli enzim miktarim1 azalttigini
belirlemislerdir. Karistirma hizin1 0-150 rpm aras1 artirdiklarinda hidroliz miktar
yaklagik 10 kat artmistir. Laudani et al. (2006) calismalarinda lipaz aktivitesinin
tepkime karisimindaki biyakatalizor miktarina bagli oldugunu, tepkime baslangic
hizinin enzim miktar ile arttigin1 bulmuslardir. Enzimatik tepkimelerde her ne kadar
enzim miktarinin diisiik olmasi tercih edilse de sentezlenen benzoinin ekonomik degeri
diisiiniildiglinde bu durum g6z ardi edilebilir. Soyle ki; rasemik benzoinin 250
miligrami yaklasik 20 dolara malolurken (R) ve (S) — benzoinin her birinin 100 mg
fiyat1 300 dolar mertebesindedir. Candida cylindracea lipazinin 10 graminin fiyati ise
80 dolardir. Bu durumda enzim miktarinin fazla (girdi/enzim=1/1) olmasinin, elde

edilecek {irliniin degeri diisiiniildiigiinde cok 6nemli olmadig1 agiktir.

Cizelge 4.1 Enzim taramas1 (T=35 °C P=90 bar)

Enzim kaynagi Doniigiim Stire
Candida antarctica Var 9 saat 30 dak.
Rizopus arrhizus Yok 12 saat
Candida Var 50-60 dak.
cylindracea
Pseudomonas Yok 12 saat
cepacia
Aspergillus Var 12 saat
Rhizopus niveus Yok 12 saat
Hog pancreas Yok 12 saat
Pseudomonas Yok 12 saat
fluorescens
Mucor Miehei Yok 12 saat
Porcine pancreas Var 12 saat

Incelenen on adet lipazdan sadece dért tanesi (candida antarctica, candida cylindracea,
Aspergillus, porcine pancreas) ile lriin doniisimii saglanabildigi ince tabaka
kromatografisi (TLC) ile belirlenmistir. Atmosferik kosullarda porcine pancreas lipazi

ile tepkime siiresi 24 saat iken siiperkritik kosullarda bu siire 12 saate diismiistiir. Uriin
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varlig1 saptanan ornekler, HPLC ile analiz edilmis ve enantiyomerik asirilik degerleri
belirlenmistir. En yiiksek enantiyomerik asirilik degerinin candida cylindracea (CCL)

lipazi ile elde edildigi saptanmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2 Doniisiim elde edilen enzimler ve enantiyomerik
asirilik degerleri (T=35 °C P=90 bar)

Lipaz Stire Enantiyomerik
asirilik (%)
Candida antarctica 9 h 30 min 33 (S)
Candida 50-60 min 61 (R)
cylindracea
Aspergillus 12h 30 (S)
Porcine pancreas 12 h 14 (R)

Candida antarctica ve porcine pancreas lipazlari ile S-benzoin, candida cylindracea
(CCL) ve aspergillus lipazlar1 kullanildiginda ise R-benzoinin enantiyomerik asirilik
degerleri elde edilmistir. En yiiksek enantiyomerik asirilik CCL ile elde edildiginden

isletim parametrelerinin enantiyomerik asiriliga etkisi CCL enzimi ile aragtirilmistir.

6-hidroksi-3-metoksisiklo-2-heksen-1-on maddesinin skCO, ortaminda sentezi igin
benzoin sentezinde kullanilan aynm1 enzimler kullanilmis ve {iriin  doniisiimii
gbzlenememistir. Incelenen lipaz enzimlerinin siiperkritik kosullarda 6-asetoksi-3-

metoksisiklo-2-heksen-1-on maddesini sentezlemedigi belirlenmistir.

4.2 Enzim Kararhhg:

70 ve 90 bar basingta farkli sicakliklarda (35, 40, 45 °C) candida cylindracea lipaz1 90
dakika skCO, ortaminda bekletilmis ve daha sonra bir esterlesme tepkimesi ile aktivitesi
belirlenmigtir (Kapucu 2003). Elde edilen sonuglara gére enzim aktivitesinin basingtan
etkilenmedigi (Sekil 4.1), sicaklik ile ise enzim aktivitesinin ¢ok az degistigi
saptanmistir (Sekil 4.2). Genellikle ezimlerin aktivitesi sicaklikla degisir, belli bir

sicakliktan sonra enzimin ii¢ boyutlu yapisi bozularak aktivitenin diismesine neden olur
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(Hartman et al. 2001). Bu ¢alismada farkli sicakliklarda skCO, ortaminda bekletilen
enzimlerde en yiiksek aktivite 35 °C’de elde edilmistir.
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Sekil 4.1 Enzim aktivitesinin basingla degisimi (inkiibasyon siiresi 90 dak.)
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Sekil 4.2 Enzim aktivitesinin sicaklikla degisimi (inkiibasyon siiresi 90 dak.)

Enzimlerin susuz ortamda sulu ortama gore daha kararli olduklar1 bilinmektedir. Bu

calismada hidroliz tepkimesi ile kiral benzoin elde edildiginden ortamda fazla miktarda
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su bulunmaktadir. Bu nedenle susuz ortamda enzim kararliliginin avantaj
kullanilamamustir; ancak skCO, ortaminin enzimin kararliligi ve aktivitesi ilizerine
negatif bir etki yapmadigi deneysel olarak gozlenmistir (Sekil 4.2). Benzer bulgulara
siireli yayinlarda da rastlanmistir. Romero et al. (2005) c¢alismalarinda, skCO,
ortaminda izoamil alkolden izoamil asetatin enzimatik sentezini incelemiglerdir.
Basincin izoamil asetat tretimine etkisi 313 K’de 8-30 MPa basing araliginda
incelenmis ve esterlesme iizerine basincin etkisi olmadigir gbzlenmistir. Sonug olarak,
Novozyme 435 (tutuklanmis candida antarctica) enziminin skCO, ortaminda kararlt
oldugu vurgulanmistir. Ayni1 sekilde Knez and Habulin (2002) lipazlarin ve esterazlarin
CO; ile etkilestikten sonraki aktivitelerini incelemis ve basincin enzim performansini
onemli Olciide etkilemedigi sonucunu elde etmislerdir. Benzer sekilde, 1-fenil etanol ve
vinil asetat transesterlesmesinde tutuklanmis pseudomonas lipazi skCO;,’de 50 °C’de
4,5-25 MPa arasinda 6 saat bekletilmis ve enzim aktivitesinin % 89 unun korundugu

belirlenmistir (Celia ef al. 2005).

Buna karsin, Fontes et al. (1998) ise substilin Carlsberg enziminin katalitik aktivitesi
lizerine basincin etkisini ¢aligmig, 200 bar basingta aktivitenin 6 kat azaldigimni
saptamislardir. Ayrica, Lozano et al. (2004) vinil biitirat ve 1-biitanol tepkimesinde
sabit sicaklikta CO;, yogunlugunun artmasina bagl olarak, basincin enzim aktivitesini
azalttigin1 belirlemiglerdir (Razaei et al. 2007). Sonug olarak, siireli yayinlardaki
bilgilere dayanarak stiperkritik akiskan ortami etkisinin enzim tiirline de bagli oldugu

sOylenebilir.

4.3 Enantiyomerik Asiriik Degerine Sicakhk Etkisi

Benzoil-benzoinden siiperkritik akiskan ortaminda benzoin sentezinde enantiyomerik
asiriliga sicaklik etkisi 35-45 °C araliginda incelenmistir. 70 bar sabit basingta sicaklik
arttikca enantiyomerik asirilik degismemistir. 70 bar basing degerinde CO,’nin
yogunlugu azaldigindan tasmmim oOzelikleri sicakliktan belirgin  bir  sekilde
etkilenmemistir. 80 ve 90 bar basingta ise sicaklik ile enantiyomerik asirilik azalmig
ve en yiksek enantiyomerik asirilik degeri 80 bar, 35 °C’de % 47, 90 bar 35 °C’de
% 61 olarak elde edilmistir (Sekil 4.3). 70 bar kritik alt1 basing degeri oldugundan 80 ve
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90 bardan farkli olarak enantiyomerik asirilik sicaklik ile belirgin bir sekilde
degismemistir. Enantiyosec¢imliligin 80 ve 90 bar basingta, sicaklik arttikga enzim

aktivitesindeki diismeye bagli olarak azaldig1 diisiiniilmektedir.
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Sekil 4.3 Enantiyomerik asiriligin sicaklik ile degisimi

Benzer sekilde Hartmann et al. (2001) 3-hidroksi-5-fenil-4-pentonoikasitetilester
hidrolizinde 103 bar basingta 40-50 °C’de sicaklik etkisini incelemis ve
enantiyosecimliligin yiiksek sicaklikta (50 °C) aktiviteye bagli olarak azaldigini ve en

yiiksek degerin 45 °C’de elde edildigini saptamislardir.

Siireli yaymnlarda enzim aktivitesinin yliksek sicaklikta inaktivasyonu ile 1ilgili
calismalar vardir. Romero et al. (2005) skCO, ortaminda enzimatik izoamil asetat
sentezinde 10 MPa sabit basingta 313 ve 333 K’de enzim-sicaklik etkisini incelemis ve
sicakligin enzim aktivitesine negatif etkisi oldugunu belirlemislerdir. Laudani et al.
(2006) n-oktil oleatin rhizomucor miehei lipaz1 ile enzimatik sentezini ¢alismislar ve
tepkime hizinin 50 °C’ye kadar sicaklik ile arttigini 70 °C’den sonra enzim

inaktivasyonunun meydana geldigini belirlemiglerdir..
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4.4 Enantiyomerik Asirihik Degerine Basing Etkisi

Stiperkritik akiskan ortaminda benzoinin enzimatik sentezinde basincin enantiyomerik
asiriliga etkisi 70-150 bar basing araliginda incelenmistir. Sicaklik 35 °C’ de sabit iken
basing arttik¢a 90 bara kadar enantiyomerik agirilik artmig, 90 bar degerinden sonra ise
krittk noktadan uzaklasilmasi ile azaldigi gorilmiistir (Sekil 4.4). Atmosferik
kosullarda candida cylindracea lipaz1 ile lriin elde edilmezken skCO, ortaminda bu
degerin oldukca yiiksek oldugu belirlenmistir. 90 barda en yiiksek enantiyomerik
asirilik degeri % 61 (R)-benzoin bulunmustur. Candida cylindrace lipazi ile R-benzoin
elde edildiginden R-benzoil-benzoinin hizli, S-benzoil-benzoinin ise yavas tepkimeye
girdigi diistiniilmektedir. Ayrica R-enantiyomerinin lipaz enziminin aktif konumuna
uygun oldugu, S-enantiyomerinin uzaydaki ii¢ boyutlu diizenlenmesine bagli olarak ise
sterik engel ile karsilastigi ve bu nedenle (R)-benzoin olustugu varsayilmaktadir.
Enantiyomerik asirihigin 40 °C’da degismedigi, 45 °C’de ise basingla azaldigi
saptanmustir (Sekil 4.5). Enantiyomerik agirilik 35 °C’ de kritik nokta yakininda basing
ile artmis, kritik noktadan uzaklastik¢ca ise azalmistir. skCO, ortaminda kritik nokta
yakininda CO, ve enzim molekiillerinin etkilesimi arttigindan enzim konformasyonu
degisir ve aktif konumlarin ortaya ¢ikmasi ile enantiyosegimlik artar. pH’1in diismesi ise
enzim aktivitesini azaltarak enantiyomerik asiriligin diismesine neden olmaktadir.
Benzoin sentezinde tepkime ortaminin akigskan ve sivi olmak iizere iki fazdan olustugu

belirlenmistir. Basing etkisi ile CO, s1v1 faza gecerek ortamin pH’1in1 diisiirmektedir.
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Sekil 4.4 Enantiyomerik asiriligin 35 °C’de basing ile degisimi
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Sekil 4.5 Enantiyomerik asiriligin basing ile degisimi

Siireli yayimlarda benzer bulgulara rastlanmuistir ve arastiricilar tarafindan farkli
yorumlar yapilmistir. Ikushima et al. (1996) candida cylindracea lipazi1 ile n-valerik asit
ve sitronelol esterlesmesi calismislar ve kritik nokta yakininda sterose¢imliligin ytiksek
oldugunu bulmuslardir. Kritik nokta yakininda girdi derisiminin maksimum degere

ulasgtigt ve bu durumun da tepkime hizim1 ve enantiyosecimliligi etkiledigini
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belirtmislerdir. 8,41 MPa basingta enantiyomerik asirihik % 98’ ulasmis; 7,6 MPa
basingta enantiyomerik asirilik % 26 ve 10,15 MPa’da % 4,1 olarak elde edilmistir.
Ayrica, IR spektroskopik ¢aligma bulgularina gore enzim yapisinin basing ile degistigini
vurgulamiglardir. Hartmann et al. (2001) 3-hidroksi-5-fenil-4-pentonoikasitetilester
hidrolizini degisik lipazlar ile ¢aligmig ve en iyi sonucu pseudomonas cepacia ile elde
etmislerdir. Enantiyosecimliligin basinca bagli oldugu, 103 bar degerine kadar arttigi
sonra basing ile azaldig belirlenmistir. 103 bar degerinden sonra enantiyose¢imliligin

azalmasi, CO, ile enzimin karbamat iyonu olusturarak inaktif olmasina baglanmistir.

Celia et al. (2005) 1-feniletanol ile vinil asetatin pseudomonas cepacia katalizli
transesterlesme tepkimesinde Ikushima et al. (1996) ile benzer bulgular1 elde etmisler,
ancak; skCO, ortaminda girdi derisiminin artmasinin tepkime hizini negatif yonde
etkiledigini vurgulamiglardir. Kritik nokta yakininda tepkime hizinin arttii, kritik
noktanin iizerinde basing degerlerinde skCO; yogunlugunun artmasinin girdinin
maksimum miktarda ¢oziinmesine neden oldugu ve bu durumun girdinin enzim ile

etkilegsmesini engelleyerek tepkime hizini azalttigini belirtmislerdir.

Kamat et al. (1995) subtilisin enzimi ile transesterlesme tepkimesinde CO;’nin enzim
tizerindeki etkisini lazer desorpsiyon kiitle spektroskopisi (LD-MS) ile incelemis ve
COy’nin kuvvetli bir inhibitér oldugunu, enzimi kovalent olarak modifiye ederek
kararliligin1 negatif yonde etkiledigini ve tepkime hizini azalttigin1 vurgulamiglardir.
Rantakyla and Aaltonen (1994) skCO,’de rasemik ibuprofen ve n-propanoliin
tutuklanmis mucor miehei lipazi ile transesterlesmesini ¢alismislardir. Benzoil-benzoin
hidrolizinde elde edilen bulgularin tersine  enantiyomerik asiriligin  basingtan
etkilenmedigini belirtmislerdir. Benzer sekilde, Mase et al. (2003) 1,3-propan asetatin
lipaz katalizli tepkimesinde enantiyomerik asiriligin basinca baghliginin belirgin

olmadigini saptamislardir.

Siireli yayinlardaki bulgulardan elde edilen sonuglara gore, skCO, ortaminda enzimatik
tepkimede sicaklik ve basincin tepkime hizina ve enantiyomerik asiriliga etkisinin

belirgin olmadigi, tepkime kosullarina ve kullanilan girdi ve enzime gore degistigi

belirlenmistir.
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4.5 pH Etkisi

skCO, ortaminda 35 °C, 90 bar basingta enantiyomerik asirihiga pH (5-9) etkisi
incelenmistir (Sekil 4.6). Enantiyomerik asirilik pH ile artmis, pH=7’den sonra ise
azalmistir. En yiliksek enantiyomerik asirilik degeri pH=7"de (ee=% 61) elde edilmistir.
Asidik ortam enzimin konformasyonunu bozmakta ve denatiirasyona neden oldugundan
pH=5"de enantiyomerik asirilik degerinin diistiigii belirlenmistir. pH degerinin yiiksek
olmasimin ise girdinin yapisin1 etkileyerek enantiyomerik asiriligi negatif yonde

etkiledigi diistiniilmistiir.

Nakamura (1990) skCO; ortaminda enzim inaktivasyonunun sebebinin pH degisimi
oldugunu, Kamat et al. (1995) ise bu etkinin ihmal ediebilecegini belirtmislerdir (Knez
and Habulin 2001). Mohapatra (1998) tepkime sirasinda pH degerinin azaldigini1 fakat

bu durumun enantise¢imliligi ve tepkime hizini etkilemedigini saptamiglardir.
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Sekil 4.6 35 °C, 90 bar basingta enantiyomerik asiriliga pH etkisi

Siireli yayinlarda siiperkritik akigskan ortaminda gergeklestirilen enzimatik tepkimelere
pH’1n etkisi yeterince agik degildir. Girdi, enzim ve siiperkritik akigkan tepkime
kosullarina gore degiskenlik gosterebilmektedir.

4.6 Doniisiim - Enantiyomerik Asirihk iliskisi

skCO, ortaminda benzoinin, rasemik bir girdiden kinetik rezoliisyon ile sentezinde

doniisiim degeri % 50’nin lizerinde iken enantiyomerik asirilik degerinin arttig1 ya da
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% 50 dontisiimde elde edilen degere yakin oldugu saptanmistir (Cizelge 4.3). 35 °C, 90
bar (deney 1) i¢in HPLC kromotogramlar1 EK 2, Sekil 1’de verilmistir.

Siireli yayinlardan elde edilen bilgilere gore, girdi rasemik oldugunda kinetik
rezoliisyon yonteminde tepkimenin % 50’de durdurulmasi gerekmektedir (Demir et al.,
2002). En yiiksek enantiyomerik asirihik degeri % 50 doniisiimde elde edilirken,
doniisiimiin artmasi ile enantiyomerik asiriligin azalmasi beklenmektedir. Buna karsin
Cizelge 4.3’de goriildiigii gibi doniislimiin artmas1 enantiyomerik asiriigir c¢alisilan

deney kosullarinda artirmistir.

Cizelge 4.3 Degisik deney kosullarinda doniisiim-enantiyomerik asirilik iligkisi

Deney kosullari Stire Déntistim (%) Enantiyomerik agirilik
(dakika) (R-benzoin)
(%)

35 °C, 90 bar (deney 1) 90 ~% 50 60
100 >> 9% 50 61

35 °C, 90 bar (deney 2) 85 ~ % 50 64
100 >> % 50 65

35 °C, 90 bar (deney 3) 85 ~% 50 61
95 >> % 50 68

40 °C, 80 bar 60 ~% 50 43

70 > % 50 47

85 >> % 50 49

40 °C, 90 bar 40 ~% 50 43

50 >> % 50 51

45 °C, 80 bar 50 ~% 50 24

60 >> % 50 38

Bu durumda, iiriinde S-benzoinin R-benzoine doniismiis olabilecegi diisiiniilmiistiir. S-
benzoinin R-benzoine doniisiip doniismedigini test etmek i¢cin skCO, ortaminda yapilan
deney, benzoil-benzoin yerine S-benzoin ile ¢alisilmig ve 40 °C, 80 bar pH=7’de
enantiyomerik asirilikta belirgin bir degisim olmadigi i¢in S-benzoinin R-benzoine

doniisiip doniismedigi kesin olarak belirlenememistir (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.4 skCO;’de S-benzoinin ile R-benzoine Doniisiim Kontrolii

Deney Kosullari Enantiyomerik Asirilik S-benzoin
(%)
Saf S-benzoin (referans) 94
40 °C, 80 bar, 1 saat 88

Cizelge 4.4’te goriildiigii gibi saf S-benzoin referans olarak HPLC’de analizlendiginde
enantiyomerik asirilik % 94 iken, 40 °C, 80 bar da enantiyomerik asirilik % 88 olarak
bulunmustur (EK 2, Sekil 2).

Bunun tizerine, 40 °C 80 barda rasemik benzoil-benzoin yerine rasemik benzoin ile
skCO,’de deney gerceklestirilmis ve HPLC analizinde yaklagik % 30 enantiyomerik
asirilikta R-benzoin elde edilmistir. Bu durumda % 50 doniisimden sonra
enantiyomerik asiriligin - artmasinin nedeninin iiriinde S-benzoinin R-benzoine

izomerlesmesi oldugu belirlenmistir (EK 2, Sekil 3).

Benzoil-benzoinin sentezinde kullanilan benzilin HPLC’de R-benzoin ile ayn1 yerde pik
verip vermedigini saptamak i¢in benzil HPLC’de analizlenmis ve 6,6 dakikada pik
verdigi goriilmiistir (EK 2, Sekil 4). Sonug olarak, R-benzoin’e ait pikin benzil piki ile

cakismadigi ve S-benzoinin R-benzoine doniisiimii kesin olarak belirlenmistir.

Ayrica, HPLC analizlerinde enantiyomerik asirilikta benzoin elde edilmesine ragmen
benzoil-benzoinin rasemik olarak kalmistir (EK 2, Sekil 1). Bu nedenle, skCO;
ortaminda benzoin sentezinin dinamik kinetik rezoliisyon yontemi ile oldugu sonucuna

varilmistir (Ghanem et al. 2005).
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4.7 Yanit Yiizey Yontemi (RSM)

Design Expert-6 yazilimiyla yapilan tasarim ve ¢oziim sonunda 2. derece model
Onerilmis ve tanimlanan Yanit Yiizey modelinin kullanilan sistem i¢in uygun oldugu
belirlenmistir. Yanit Yiizey yonteminin dogrulugunun test edilmesi i¢in varyans analizi
(ANOVA) yapilmistir. Modelin F-testi 28,36 olarak bulunmustur, bu deger kullanilan
regresyon modelin dogrulugunu gdsterir. Prob>F degerlerinin 0,05’ten kiiciik olmasi
ilgili model parametrelerinin dnemini belirtir. Buna gore, basing, pH, sicakligin karesi,
basincin karesi ve pH’1n karesi davranis1 belirleyicidir. Ikili etkilesimler icinde etkinlik
sirastyla sicaklik-basing (Bif2: p=0,3748), basing-pH (B2fs: p=0,4253), sicaklik-pH’dir
(BiBs: p=0,6244). Modelin standart sapmas1 4,34’tiir. Uygunlugun zayiflig1 (lack of fit)
testinde F degerinin biiyiik olmas1 (28,36) modelin uygunlugunu gosterir. Regresyon
katsayisi R?=0,9623 bulunmustur. Bu saymim yiiksek olmasi bagimsiz degiskenler
arasindaki iligkinin model tarafindan iyi sekilde ifade edildigini gosterir. Modelde
‘dogru kesinlik’ (adequate precision) degeri, yanitin hataya oranini 6lgmektedir ve 4’ten
biiylik degeri istenir. Modeldeki degeri 15,249 dur. Cizelge 4.5’de Tasarim matrisinin
kodlanmis ve gercek degiskenler cinsinden olusturulmasi ve elde edilen yanit

verilmistir.
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Cizelge 4.5 Tasarim matrisinin kodlanmis ve gercek degiskenler cinsinden

olusturulmasi ve elde edilen yanit

Deney no X4 X) X3 T, °C 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

Yanit i¢in elde edilen modellerin varyans analizi (ANOVA testi) sonu¢larindan 6nemli

olanlar Cizelge 4.6’de yer almaktadir.
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Cizelge 4.6 Kiral benzoin sentezi optimizasyonunda kullanilan modelin ANOVA testi

F degeri Prob>F

Model 28,36 <0,0001

B, 0,73 0,4124

B, 5,45 0,0417

B; 43,57 <0,0001

B2 40,02 <0,0001

B2 91,96 <0,0001

B’ 109,00 <0,0001

Bi B2 0,86 0,3748

Bi Bs 0,26 0,6244
B2 Bs 0,69 0,4253

Lack of fit 0,99 0,5045
Std sapma 434
C.V 11,06

R’ 0.9623

Adj R* 0,9284

Kiral benzoin iiretimine pH, sicakligin karesi, basincin karesi ve pH’1n karesi incelenen

parametreler arasinda en etkili olmustur. Ikinci derecede dnemli parametre basingtir.

Denklem katsayilari i¢in en kii¢lik kareler yontemi ile standart hata, F testi ve standart

sapma degerleri Cizelge 4.7’ de verilmistir.
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Cizelge 4.7 En kiigiik kareler yontemiyle bulunan bazi katsayilar

Model Hesaplanan Serbestlik Standart sapma F testi
parametresi katsay1 derecesi

Kayma 59,81 1 1,77 28,36
X4 1,00 1 1,17 0,73
X2 -2,74 1 1,17 5,45
X3 -7,75 1 1,17 43,57
X2 -7,23 1 1,14 40,02
X2 -10,96 1 1,14 91,96
X3 -11,93 1 1,14 109,00

X Xa -1,43 1 1,53 0,86

X; X3 0,77 1 1,53 0,26

X2 X5 -1,28 1 1,53 0,69

Kiral benzoin sentezinde 6nerilen denklem esitlik 4.1°de kodlanmis degiskenler

cinsinden ifade edilmistir.

Y =59,.81+1,00x, —2,74x, —7,75x, —7,23x] —=10,96x; —11,93x; —1,43x,x, +
4.1)
0,77x,x; —1,28x,x,

4.7.1 Kiral benzoin sentezine sicaklik-basing etkisi

Benzoin sentezi i¢in belirlenen parametrelerin (pH, sicaklik, basing) kodlanmis degerler
cinsinden enantiyomerik asirilik ile iligkisini veren Esitlik 4.1°de pH sabit alinarak
sicaklik-basing arasindaki etkilesim incelendiginde [x;=0 (pH)] sistemi tanimlayan
denklem agsagidaki gibi elde edilmistir (Esitlik 4.2). Sicaklik-basing (x;-x») ig-
etkilesimleri etkisinin benzoin doniisiimiinii azaltmak yoniinde oldugu goriilmektedir

(B1P2<0) Sicaklik-basing i¢ etkilesiminin ¢izimi Sekil 4.7°de yer almaktadir.

Y =59,81+1,00x, —2,74x, —7,23x] —10,96x7 — 143X, + rcvveveererrerererereriererenannn, (4.2)
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Cizimin eliptik yapisi, deneysel bolge i¢inde durgun bir noktaya (maksimim nokta, 40
°C, 80 bar pH 7) sahip olundugu, ve sicaklik-basing i¢ etkilesiminin énemli oldugunu
gosterir. Goriildiigli gibi enantiyomerik asirilik durgun noktadan uzaklastikca azalir.
Calisilan aralikta sicakligin, basincin diisiik degerlerinde artirilmasi enantiyomerik
asirtligi Once artirip sonra diisiirmekte, basincin yiiksek degerlerinde ise yine
diistirmektedir. Sabit sicaklikta basincin artmasiyla enantiyomerik asirilik 6nce artmakta

sonra azalmaktadir.

Sekil 4.7 Kiral benzoin sentezine sicaklik-basing etkilesiminin {i¢ boyutlu gosterim
4.7.2 Kiral benzoin sentezine sicakhik-pH etkisi

Esitlik 4.1°de x,=0 (basing) alindiginda sistemi tanimlayan denklem asagidaki gibi elde
edilmistir (esitlik 4.3). Sicaklik-pH ic-etkilesimleri benzoin doniisiimiinii artirma

yoniindedir. (B;5>0) sicaklik-pH i¢ etkilesiminin ¢izimi Sekil 4.8’de verilmistir.

Y =59,81+1,00x, —7,75x, — 7,23x] —11,93x; +0,77x,x, (4.3)
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Sicaklik-pH i¢ etkilesimini gOsteren ¢izimin eliptik yapisi, deneysel bolge i¢inde yine
durgun bir noktaya (maksimim nokta) sahip olundugunu, ve sicaklik-pH i¢ etkilesiminin
onemli oldugunu gosterir. Goriildiigii gibi enantiyomerik asirilik durgun noktadan
uzaklastikga azalir. Calisilan aralikta sicakligin, pH’in diisiik degerlerinde artmasi
enantiyomerik asirilig1r once artirip sonra diistirmekte, pH’in yiiksek degerlerinde ise
enantiyomerik asirilig1 disiirmektedir. Sabit sicaklikta pH’1n artmasiyla enantiyomerik

asirilik Once artmakta sonra azalmaktadir.
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Sekil 4.8 Kiral benzoin sentezine sicaklik-pH etkilesiminin etkisi ti¢ boyutlu gosterim
4.7.3 Kiral benzoin sentezine basin¢-pH etkisi

Esitlik 4.1°de x;=0 (sicaklik) alinip sistemi tanimlayan denklem asagidaki gibi elde
edilmistir (esitlik 4.4). basing-pH (x»-X3) i¢-etkilesiminin benzoin doniisiimiinii azaltma
yoniinde oldugu goriilmektedir (B2f3<0) basing-pH i¢ etkilesiminin ¢izimi Sekil 4.9°da

verilmistir.

Y =59,81—2,74x, —7,75x, —10,96x> —1193x2 —1,280x,x, (4.4)

120



Cizimin eliptik yapisi, deneysel bolge i¢inde durgun bir noktaya (maksimim nokta, 40
°C, 80 bar, pH= 7) sahip olundugunu, ve basing-pH i¢ etkilesiminin énemli oldugunu
gosterir. Enantiyomerik asirilik durgun noktadan uzaklastik¢ca azalir. Calisilan aralikta
basincin, pH’in diisiik degerlerinde artirilmasi enantiyomerik asiriligi once yiikseltip
sonra azaltmakta, pH’1n yiiksek degerlerinde ise enantiyomerik agiriligi azaltmaktadir.
Sabit basingta  pH’in artmasiyla enantiyomerik asirilik 6nce artmakta sonra

diismektedir.
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Sekil 4.9 Kiral benzoin sentezine basing-pH etkilesiminin ii¢ boyutlu ¢izimi

Benzoin sentezini etkileyen parametrelerden pH (5-9), sicaklik (35-45 °C), basing (70-
90 bar) icin RSM yontemi ile deney tasarimindan sonra optimizasyon yapildiginda
optimum deney kosullarinin 40 °C, 79 bar ve 6,4 pH degerinde enantiyomerik asirilik
% 62 oldugu belirlenmistir. Belirlenen optimum kosullarda deney yapildiginda

enantiyomerik asirilik % 60, %63 ve % 65 (~ % 63) olarak elde edilmistir.
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4.8 Organik coziicii tiirii etkisi

skCO, ortaminda benzoin sentezinde RSM ile belirlenen optimum deney kosullarinda
(T =40 °C, P =79 bar ve pH = 6,4) organik ¢oziicii tlirliniin enantiyomerik asiriliga
etkisi incelenmistir. Organik ¢6ziicli olarak, hekzan, siklohekzan, etanol, 2-propanol,
THF (tetra hidro furan), DMF (dimetil formamid), DMSO (dimetilsiilfoksit), aseton ve
asetonitril kullanilmistir. Benzoil-benzoin hekzan, siklohekzan, etanol, 2-propanolde
¢oziinmemis, THF’de ¢oziindiiglinde ise skCO, ortaminda {riin olusumu
gozlenememistir. DMF, DMSO, aseton ve asetonitrilde ise skCO,’de benzoin elde
edilmistir. Asetondan rasemik benzoin elde edilmis, DMF’den % 30, asetonitrilden %
21, DMSO’dan % 63 enantiyomerik asirilikta benzoin elde edilmistir (Cizelge 4.8). En
yiiksek enantiyomerik asirilik degerine organik ¢oziicii olarak DMSO kullanildiginda
ulagilmistir.  Susuz otamda gergeklesen tepkimelerde hidrofobik ¢ozeltiler
enantiyomerik asirilig1 artirmaktadir. Hidrofilik ¢oziiciiler ise enzime bagli olan aktivite
icin gereken minimum miktardaki suyu siywrabildiginden enzimi inaktive ederek
enantiyomerik asirihigi disiirmektedir; ancak, bu c¢alismada hidroliz tepkimesi
gerceklestirildiginden su ile karisan DMSO’da en yiiksek enantiyomerik asirilik elde
edilmistir. Suda ¢Ozlinmiis enzim bu sayede organik fazdaki girdi ile temas ederek
tepkimenin gergeklesmesini saglamistir. Siireli yayinlarda ise susuz ortamda DMSO
gibi hidrofilik organik ¢oziiciilerin enzim aktivitesini diisiirdiigii ile ilgili calismalara
rastlanmistir (Zaks and Klibanov 1984). Cernia et al. (1994) esterlesme ve
transesterlesme tepkimelerinde tepkime ortaminin (farkli organik coziicliler ve
stiperkritik  akiskan) lipaz aktivitesini ve enantiyose¢imliligini etkiledigini
belirlemiglerdir. Enantiyosec¢imlilik ile ¢oziiciiniin hidrofobik olmasi arasinda belli bir
iliski  kurulamazken, hidrofobik ¢oziiciilerin  aktiviteyi  artirdigini, enzim

konformasyonunu ve kararliligini1 korudugunu saptamislardir.
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Cizelge 4.8 Organik ¢6ziicii tiirliniin enantiyomerik asiriliga etkisi
(40 °C, 79 bar ve 6,4 pH)

Organik ¢oziicii Enantiyomerik asirilik (%)
Aseton Rasemik
DMF 30
DMSO 63
Asetonitril 21

4.9 Katki Maddesi EtKisi

RSM ile elde edilen optimum kosullarda tepkime ortamina kinetik rezoliisyonu artiran

katki maddelerinin (4-Dimetilaminopiridin (DMAP) ve trietilamin) enantiyomerik

asiriliga etkisi incelenmistir. Enantiyomerik asiriliga trietilaminin negatif, DMAP’1n ise

pozitif etki yaptig1 bulunmugtur. Optimum kosullarda DMSO’ya DMAP eklendiginde

(S)-benzoin % 80 enantiyomerik asirilikta elde edilmistir (Sekil 4.10).

Timee: 251771 Minutes - Amplitude: -0.275 mal

Area

\
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Sekil 4.10 Optimum kosullarda DMSO+DMAP’1n ee’ye etkisi

DMAP molekiilii olduk¢a bazik bir molekiil olup tepkime hizin1 6nemli oSlglide

artirmaktadir. DMAP molekiiliinlin enzim ile etkileserek enzimin stereosegimliligini

123



etkiledigi ve boylece benzoil-benzoin enzimatik hidrolizinde girdi-enzim etkilesimini
tam tersine dondiirerek (S)-benzoinin enaniyomerik asirilikta elde edilmesine neden

oldugu diisiiniilmiistiir.

DMAP molekiili
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5. SONUC VE ONERILER

skCO, ortaminda benzoil-benzoinden benzoinin enzimatik sentezinde elde edilen

sonuglar agagidadir:

)

2)
3)
4)

5)

6)

7)

8)

9)

On farkh lipaz (Candida antarctica, Rizopus arrhizus, Candida cylindracea,
Pseudomonas cepacia, Aspergillus, Rhizopus niveus, Hog pancreas,
Pseudomonas fluorescens, Mucor Miehei, Porcine pancreas) ile liriin doniisiimii
kontrol edilmis ve en yiiksek enantiyomerik asirilik candida cylindrace lipazi
ile elde edilmistir.

Atmosferik kosullarda candida cylindracea lipazi ile iiriin gdzlenememistir.

En uygun girdi/enzim oran1 1/1 olarak belirlenmistir.

Elde edilen sonuglara gore enzim aktivitesinin basingtan etkilenmedigi, sicaklik
ile cok az degistigi saptanmustir.

70 bar sabit basingta sicaklik arttikca enantiyomerik asirilik de§ismemistir. 80
ve 90 bar basingta ise sicaklik ile enantiyomerik asirilik  azalmis ve en
yiiksek enantiyomerik asirilik degeri 80 bar, 35 °C’de % 47, 90 bar 35 °C’de
% 61 olarak elde edilmistir.

Sicaklik 35 °C’ de sabit iken basing arttik¢a 90 bara kadar enantiyomerik asirilik
artmig, 90 bar degerinden sonra ise kritik noktadan uzaklasilmasi ile azaldig:
goriilmiistiir.

skCO; ortaminda 35 °C, 90 bar basingta enantiyomerik asiriliga pH (5-9) etkisi
incelenmistir. Enantiyomerik asirilik pH ile artmis, pH=7’den sonra ise
azalmistir. En yiiksek enantiyomerik asirilik degeri pH=7"de (ee=% 61) elde
edilmistir.

Benzoin sentezini etkileyen parametrelerden pH (5-9), sicaklik (35-45 °C),
basing (70-90 bar) i¢in RSM yontemi ile deney tasarimi yapilarak optimize
edilmis ve optimum deney kosullarinin 40 °C, 79 bar ve 6,4 pH oldugu
belirlenmistir. Bu kosullarda enantiyomerik asirilik degeri % 62°dir.

Belirlenen optimum kosullarda gerceklestirilen deneyde enantiyomerik asirilik

% 63 olarak bulunmustur.

10) Benzoin sentezinde en uygun organik ¢oziiciiniin DMSO oldugu belirlenmistir.
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11) Optimum kosullarda (40 °C, 79 bar ve 6,4 pH ) katki maddesi (DMAP) ile en
yiiksek enantiyomerik asirilik degeri % 80’e (S-benzoin) ulagilmustir.
12) 6-hidroksi-3-metoksisiklo—2-hekzan-1-on’un skCO, ortaminda sentezinde iirtin

gbzlenememistir.

Ileri kimyasal madde iiretiminde cevre ile uyumlu (yesil kimya) bir proses kullanilarak
biyoteknoloji ve farmasétik alanlarinda bilimsel arastirmaya 6nemli katki saglanmistir.
Ayrica diger benzoin tiirevlerine (simetrik olmayan asimetrik benzoin vb) bu ¢alisma ile
elde edilen deneyimler ve kosullar uygulanarak yiiksek enantiyomerik asirilik elde

edilebilecegi diisiiniilmektedir.
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EK 1 Aktivite Tayini

Oleyik asit derisiminin titrasyon ile belirlenmesi basit, ucuz ve en ¢ok kullanilan
yontem olmasi, hizli ve dogru sonuglar vermesi nedeniyle titrasyon yontemi ile
belirlenmistir. Bunun i¢in tepkime ortamindan alinan 0,5 g 6rnek 10 mL etanol ( %
96’lik etanol icinde kiitlece % 0,1 etanol) iginde c¢oziilerek 0,1 N NaOH ile titre

edilmistir.

C,,H,,COOH + NaOH — C,,H,,COONa + H,0

Oleyik asit (Ma=282,47) derisimi asagidaki denklemlerle belirlenmistir.
(T-B)x0,1 N NaOH x 282,47 / Mgrmek, €

(T-B)x0,1 N NaOH / mgmek, g = mmol oleyik asit/ g reaksiyon karigimi
% oleyik asit = (T-B) x 0,1 N NaOH x 282,47 x 100 / Msmek, &

T: 6rnek i¢in harcanan 0,1 N NaOH hacmi, mL
B: tanik deney i¢in harcana 0,1 N NaOH hacmi mL

Ornek hesaplama:

Tanik deney:

1. 10 mL kiitlece % 0,1 fenolftalein igeren % 96’lik etil alkol alinir.
2. 0,1 N NaOH ile titre edilir.
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EK 2 HPLC Krmatogramlari
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Sekil 1. 35 °C, 90 bar, pH=7 6rnek kromatogram
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Sekil 2. S-benzoinin R-benzoine doniisiim kontrolii (40 °C, 80 bar pH=7)
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Sekil 3. 40 °C, 80 bar, pH=7, girdi rasemik benzoin oldugunda elde edilen HPLC

Kromatogrami (€er-venzoin="0 30)
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Sekil 4. Benzil i¢gin HPLC kromotagrami (6,552 dak.)
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EK 3 Tekrarlanabilirlik Deneyleri
Deneylerin tekrarlanabilirligi en iyi kosul olarak belirlenen 35 °C, 90 bar basing pH=

7’de test edilmistir. Ayrica, 40 °C, 80 bar ve 35 °C, 80 bar kosullarinda da deneyler

tekrarlanmugtir.

Cizelgel. Deneylerin Tekrarlanabilirliklerinin Kontroli

Deney Kosullar1 Enantiyomerik asirilik (%)

35°C, 90 bar 58,2
59,5
64,2
60,5
61,3

40 °C, 80 bar 42,6
43,2

35 °C, 80 bar 46,7
43,5

Cizelge 1’de goriildiigii gibi deneyler tekrarlanabilmektedir.
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