CUKUROVA UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERIi ENSTIiTUSU

YUK SEK LISANSTEZI

Pinar BASIM

FRUKTOZ-STEARATIN T-BUTANOL :DM SO COZUCU KARISIMI VE

IYONIK SIVILARDA LiPAZ KATALIZLi SENTEZi

KiIMYA ANABILiM DALI

ADANA, 2009



CUKUROVA UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERIi ENSTIiTUSU

FRUKTOZ-STEARATIN T-BUTANOL :DM SO COZUCU KARISIMI VE
IYONIK SIVILARDA LiPAZ KATALIZLi SENTEZi

Pinar BASIM
YUK SEK LiSANSTEZi

KiIMYA ANABILiM DALI

Butez..../ ....l........... Tarihinde Asagidaki Juri Uyeleri Tarafindan Oy Birligi/Oy
Coklugu ile Kabul Edilmistir.

Prof.Dr.S.Seyhan TUKEL Prof.Dr.Nuray GUZELER Yrd.Dog.Dr. Ramazan BILGIN
Damsman Uye Uye

Bu tez Engtitiimiiz Kimya Anabilim Dalinda hazirlanmustir.

Prof. Dr. AzizERTUNC
Enstiti M udurt
imza ve M Uihir

Bu Calisma Cukurova Universites Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) Birimi
Tarafindan Desteklenmistir.

Proje No: FEF.2008.YL .4

Not: Bu tezde kullanilan 6zgin ve baska kaynaklardan yapilan bildirislerin, cizelge, sekil ve
fotograflarin kaynak gosterilmeden kullammi, 5846 sayili Fikir ve Sanat Eserleri Kanunundaki

hikimleretabidir.




0z

YUK SEK LiSANSTEZi

FRUKTOZ-STEARATIN T-BUTANOL :DM SO COZUCU KARISIMI VE
IYONIK SIVILARDA LiPAZ KATALIZLi SENTEZi

Pinar BASIM

CUKUROVA UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTITUSU
KiIMYA ANABILiM DALI

Danmisman : Prof. Dr. S. Seyhan TUKEL

Yil : 2009, Sayfa: 55

Jari : Prof. Dr. S. Seyhan TUKEL
Prof. Dr. Nuray GUZELER
Yrd. Dog. Dr. Ramazan BILGIN

Fruktozun stearik asit ile acilasyonu C.antarctica ve M.miehei lipazlari
kullanilarak, organik ¢6zlcl karisimi ( t-butanol:DMSO ) ve iyonik sivilarda (1-
biitil-3-metilimidazolyum  triflorometansiilfonat  [Bmim][TfO] ve 1-bditil-3-
metilimidazolyum hekzaflorofosfat [Bmim][PFg]) arastirilmistir. T-butanol:DMSO
¢Ozuct karisimimin fruktoz-searat sentezi icin uygun bir ¢ozicl oldugu fakat
[Bmim|[TfO] ve [Bmim|[PFs]'in sentez igin uygun ¢Ozict olmadiklari
belirlenmistir. Fruktozun agilasyonu, reaksiyon siiresince agiga ¢ikan suyun aktive
edilmis molekiler elek kullamlarak reaksiyon karisimindan strekli  olarak
uzaklastirilmast  ile  hizlandirlmistir.  Sicaklik, reaksiyon siresi, enzim
konsantrasyonu molekuler elek konsantrasyonu, su miktari, ¢esitli metal iyonlar:

, Mg, Mn*? ve Hg")'min varlig1 ve fruktoz/stearik asit mol oran: gibi
farkh reaksyon parametrelerinin - fruktoz-stearat  olusumu  Uzerine  etkisi
incelenmistir. En yiksek fruktoz-stearat verimi, fruktoz-stearata donisen stearik asit
cinsinden, % 51 olarak fruktoz/stearik asit mol oran: 0,3/0,06 oldugunda, 1mM Ca'
iceren t-butanol:DMSO ¢ozlici karisimi icerisinde 55°C’de 48 saat reaksiyon
siiresinde tespit edilmistir. Sentezlenen fruktoz-stearatin varligi volumetrik titrasyon,
HPLC, TLC ve FT-IR gibi yontemlerle incelenmistir.

Anahtar Kelimeler: Fruktoz-stearat, C.antarctica lipazi, esterifikasyon, t-
butanol:DM SO
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The acylation of fructose with stearic acid in a reaction catalysed by
immobilized C.antarctica and M.miehel lipases in organic solvent mixture (t-
butanol:DMSO) and ionic  liquids (ILs)  (1-butyl-3-methylimidazolium
trifluoromethanesulfonate [Bmim|[TfO] and 1-butyl-3-methylimidazolium
hexafluorophosphate [Bmim|[PFg]) was investigated. T-butanol:DMSO mixture was
determined as a suitable reaction solvent, however, [Bmim|[TfO] and [Bmim][PFg]
were not suitable. Acylation of fructose was accelerated by continuous removal of
water, generated during the esterification, from the reaction mixture with activated
molecular sieve. Influence of different reaction parameters, such as temperature,
reaction time, enzyme concentration, molecular sieve concentration, fructose/stearic
acid molar ratio, water content and various metal ions (Ca?*, Cu**, Mg®*, Mn*" and
Hg?") were studied. The highest fructose-stearate yield of 51 % (as stearic acid
converted to fructose-stearate) was obtained when fructose to searic acid ratio was
0.3/0.06 by mole in t-butanol:DM SO solvent mixture containing 1mM of Ca?* at 55°C
in 48 h. The presence of synthesized fructose-stearate was investigated with volumetric
titration, HPLC, TLC and FT-IR methods.

Key Words: Fructose-searate, C.antarctica lipase, esterification, t-butanol:DM SO
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1. GiRIS Pinar BASIM

1. GIRIS

Sekerlerin yag asidi esterleri hidrofilik grup olarak seker, lipofilik grup olarak
da bir ya da daha fazla sayida yag asidi iceren, iyonik olmayan ytizey aktif (non-
iyonik surfaktan) maddelerdir. YUlzey aktif maddeler, icinde bulunduklari sivinin
ylzey gerilimini azaltan, bunun sonucunda da sivinin dagilma ve i1slatma ozelligini
arttiran maddelerdir. YUzey aktif maddelerin hidrofilik kisimlar1 suda ¢ozinirken,
hidrofobik kisimlar1 dayag ya dalipid igerisinde ¢ozunebilir ve su/yag ara yuzeyinde
yogunlasarak emulsiyonlastirict ya da kdpik olusturucu olarak islev gorir.

Y Uzey aktif maddeler gida, ilag, deterjan ve kozmetik gibi endistrinin ¢esitli
alanlarinda yaygin olarak kullamimaktadir. Ancak bu molekillerden bazilarinin
(dallanmus alkil benzen siilfonatlar vb.) biyolojik parcalanabilirlikleri az oldugundan,
kullammmlar: saglik ve gevre agisindan olumsuz sonuclar dogurmaktadir. Daha az
kirlilik olusumuna neden olacak yeni ylzey aktif maddelerin sentezlenmesine ve
gelistirilmesine galisilmaktadir ki bu yeni yizey aktif maddelerin bir bolimuni de
seker esterleri olusturmaktadir. Sekerlerin yag asit esterleri toksik degildir, cildi
tahris etmez, sindirilebilir, absorbe edilebilir, kokusuz ve tatsizdirlar, yenilenebilir ve
ucuz kaynaklardan elde edilirler, oksijenli ve oksijensiz kosullarda biyolojik olarak
tamamen parcalanabilirler (Soultani ve ark., 2001; Sabeder ve ark., 2005). Bu
nedenlerle sekerlerin yag asit esterleri gida, kozmetik, tarim Grinleri, deterjan ve ilag
endustrisinde genis kullamm alanina sahiptirler. Ozellikle gida Uretiminde emiilgator,
stabilizator, kivam arttirict ve jellestirici 6zellikleri sebebiyle katki maddesi olarak
kullarlirlar. Dondurma, gorba, mayonez gibi gida Uriinlerinde yag asitlerinin siikroz
esterleri, poligliserol esterleri E 473 kodu ile belirtiimekte ve kullamlmaktadirlar.
Kozmetik endistrisinde 6zellikle dis macunu, losyon, dudak boyasi ve sampuanlarda
olmak Uzere yaygin bir kullanmma sahiptirler. Seker esterlerinden biri olan fruktoz
monoesterleri, dis clrimelerine neden olan Streptococcus mutans bakterilerinin
gelisimini 6nlemek amaciyla antibakteriyel ajan olarak kullamlmaktadir (Soultani ve
ark., 2003; Sabeder ve ark., 2005). Seker esterlerinin, gidalarin depolanmasinda
antimikrobiyal 6zelligi, dokulardaki timord inhibe etmesiyle anti-kanser gjan olma
Ozelligi ve bocek oldurict 0Ozelligi sebebiyle de ¢ok yonlt kullamm alanlart
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bulunmaktadir (Okabe ve ark., 1999; Reyes-Duarte ve ark., 2004; Devulapalle ve
ark., 2004; Ferrer ve ark., 2005).

1.1. Seker Esterlerinin Sentezi

Seker esterleri kimyasal ya da enzimatik yollarla sentezlenebilmektedir. Seker
esterlerinin kimyasal sentezi ileilgili calismalara 1950'li yillarda baglanmstir. Seker
yag asidi esterlerinin (mono ve diesterlerinin) sentezi ilk baslarda hem sekerin hem
de serbest yag asitlerinin ¢ozinurlestirilebildigi dimetil silfoksit (DMSO), dimetil
formamid (DMF), dimetil pirolidon (DMP) gibi toksk c¢ozicllerde
gerceklestirilmekteydi. Hass-snell prosesi olarak bilinen bu proses, ilk olarak Dai
Nippon isimli bir Japon firmasi tarafindan (1952) seker yag asidi esterlerinin gida
katki maddesi olarak Uretimi icin ticarilestirilmistir. Ancak bu metodla Uretilen seker
yag asidi esterlerinin toksk ve kokulu kalintilar icermesi nedeniyle Almanya ve
Amerikagibi bircok gelismis tlkede kullamimalarinaizin verilmemektedir.

Seker yag asidi esterlerinin sentezi icin ilk ticari proses 1967’ de Osipow ve
Rosenblatt tarafindan DMF de ¢6ziinmUs yag asidi metil esterlerinden yola ¢ikilarak
gerceklestirilmistir. Daha sonra guvenilir bir proses olarak bilinen Nebraska-Snell
prosesi gelistirilmistir. Bu proses propilen glikolde, potasyum karbonat katalizori
varliginda siikroz ve yag asidi metil esterlerinin reaksiyonunu igerir. Feuge ve ark.
(1970) 170-187°C’ de ¢ozlicUsliz ortamda, ¢cozinurlestirici ve katalizor olarak lityum,
potasyum ve sodyum tuzlarinin varliginda erimis siikroz (E.N. 185°C) ile yag asidi
metil esterlerini kullanarak, bir interesterifikasyon prosesi gelistirmislerdir. Bu
yontemin dezavantaji, erimis sikrozun bu kadar yiksek sicaklikta hizla bozularak
siyah katramimsi bir maddeye donismesidir (Y an ve ark., 2001).

Gulntimtizde siikroz ve sorbitanin gesitli esterleri ticari olarak Uretilmektedir.
Ancak kimyasal metodlarla Uretilen emilgatorler, gida uygulamalarinda
kullanlamayabilirler. Cunki sekerlerin  ¢ozunurlestirilebilmeleri icin  kullanmilan
DMSO, DMF ve THF gibi toksk organik c¢ozlcilerin reaksiyon ortamindan

tamamen uzaklastirilmas: oldukga gugtar.
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Sekerlerin yag asitleriyle esterifikasyonu kimyasal yolla gerceklestirildiginde
g6zlenen en blyik sorun, sekerlerin icermis oldugu ¢ok sayida hidroksil grubunun
varligi nedeniyle reaksiyonun disuk secimlilikle gergeklesmesi, ¢cok sayida drdnin
yani mono, di, tri ve daha yuksek esterlerin meydana gelmesidir. Bu sekilde elde
edilen ve ¢cok sayida esteri igeren resksiyon karisimi saflastirilabilse de bu
saflastirma islemi seker esterlerinin sanayideki kullammlar: agisindan oldukca pahali
bir prosestir.

Seker esterlerinin sentezi igin kullanilan kimyasal proseslerin, toksik organik
¢cOzucl gerektirmesi, dusik secimliligi, yiksek enerji tiketimi, yiksek sicaklikta
sekerin  bozunmasi gibi dezavantgjlar1  biyolojik katalizérlerin - kullanimiyla
asilabilmektedir (Arcos ve ark., 1998; Coulon ve ark., 1999; Yan ve ark., 2001;
Reyes-Duarte ve ark., 2004).

1.1.1. Seker Esterlerinin Enzimatik Sentezi

Seker yag asidi mono esterlerinin dretimi icin enzim kullanimu ile ilgili
calisgmalar 1986’ dan beri gerceklestirilmektedir (Therisod ve ark., 1986). Enzimatik
prosesler seker yag asidi esterlerinin Uretimi icin alternatif olusturmakta ve organik
¢Ozlct ortaminda hidrolazlarin kullamlmastyla gergeklestirilmektedir, zira dustk su
aktivitesi ortaminda hidrolazlar, hidroliz yapmak yerine ester bagi olusturma
aktivitess gostermektedirler. Bu ozellikleri nedeniyle son vyillarda lipaz
(triagilgliserol agilhidrolaz EC 3.1.1.3) ve proteazlarin seker esteri sentezi
reaksiyonlarinda biyolojik katalizor olarak kullamlimalari ile ilgili gesitli calismalar
yapilmaktadir (Ward ve ark., 1997; Cao ve ark., 1999; Coulon ve ark., 1999; Tsuzuki
ve ark., 1999).

Enzimatik reaksiyonlarin baglica avantaji yiksek secimliligin olmasi ve mono
ester sentezinin yiksek oranda gercgeklestiriimesine olanak vermesidir. Ayrica
enzimatik yolla sentez daha ilimli kosullarda gergeklesir, substrat ve Urindn
denaturasyonu sz konusu degildir, yan trin olusumu gozlenmez (Coulon ve ark.,
1999; Tsuzuki ve ark., 1999; Soultani ve ark., 2001; Sekeroglu ve ark., 2002;
Kennedy ve ark., 2006).
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Seker esterlerinin - enzimatik sentezinde baslica problem reaksiyon
ortamindaki farkli polariteye sahip substratlarin hepsinin ¢ozinirlestirilememesi yani
reaksiyona giren substratlarin, reaksiyona uygun cozictlerde c¢ozindrliklerinin
farkli olmasidir. Bazi arastirmacilar bu problemi ya polar organik ¢oziicllerde aktive
edilmis yag asitlerini kullanarak ya da apolar organik ¢oziicllerde aktive edilmis
sekerleri kullanarak asmiglardir. Alternatif olarak seker turevlerinin (alkil, asetal)
kullaniminin ¢ozinurlik problemini ortadan kaldiracag: bildirilmis (Bjorkling ve
ark., 1991; Fregapane ve ark., 1991) ancak bu islemlerde pahali substratlara
gereksinim duyuldugu ve olusan Urinun, dogrudan glukozla elde edilen estere
kiyasla farkl1 6zellikler gosterebildigi literatirlerde bildirilmistir (Cao ve ark., 1999;
Ganske ve Bornscheuer, 2005). Boronik asit turevieriyle kompleks olusturmak
suretiyle sekerlerin ¢OzUnurligl arttirilmis ancak boronik asit tirevi olan fenil
boronik asidin lipaz aktivitesini inhibe edici 6zellik gosterdigi saptanmustir
(Schlotterbeck et al. 1993). Piridin, pirolidon ve DMF gibi bazi organik ¢oztcilerin
kullanmmiyla polar olan sekerler ile apolar olan yag asitlerinin ¢dzinurlestirilebildigi
literatlrde bildirilmistir (Janssen ve ark., 1991). Ancak bu ¢oziculerin, enzimin
inaktif olmasina sebep olmalar: ve Urinde toksk kalintilar birakmalari nedeniyle
Ozellikle gida uygulamalarinda kullanimlarinin uygun olmadig: belirtilmistir (Flores
ve ark., 2002; Ganske ve Bornscheuer, 2005; Sabeder ve ark., 2005). Bu nedenle,
asetonitril, aseton, t-butanol ve 2-metil-2-butanol gibi daha az zararli organik
cozuculer kullamlabilecegi literatiirlerde bildirilmistir (Cao ve ark., 1996; Degn ve
ark., 1999; Degn ve Zimmermann, 2001; Flores ve ark., 2002).

Superkritik karbondioksitin (SCCO;) organik cozlicllere alternatif olarak
kullarilabilecegi literatirlerde bildirilmistir (Tsitsimpikou ve ark., 1998, Heo ve ark.,
2000, Stametis ve ark., 2001, Sabeder ve ark., 2005; Kumar ve ark., 2005). Ancak
SCCO, temel olarak nonpolar bilesenler icin uygundur. Polar substratlar, 6rnegin
sekerler bu ortamda oldukca diusiik ¢oztnurltge sahiptir, bunlarin SCCO, ortaminda
¢OzUnurliglnia  arttrmak icin iki metod Onerilir:  Birincisi organoboratlarin
substratlarla kompleks olusturmasi, digeri ise substratlarin pordz silika gibi kati
desteklere tutturulmasidir. Ancak bu metodlar da pahali substratlar ve Urdnin
saflastirilabilmesi icin  ekstra islem basamaklari gerektirmektedir. Kullanilan
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organoboratlarin lipaz enzimi Uzerinde inhibe edici 6zelligi oldugu literattrlerde
bildirilmistir (Schlotterbeck et al. 1993).

Biyokataliz islemlerinde, gevre icin zararli olan, ugucu organik c¢ozlcilere
aternatif olarak iyonik swvilarin kullammu ile ilgili bilimsel galigmalar 1990’ 1
yillarin sonlarina dogru baglamistir (Kim ve ark., 2001; Sheldon ve ark., 2002).
Iyonik sivilarin Gneminin giderek artmasina sebep olan ozellikler; gok dusik buhar
basinci, distk ucuculuk, kokusuz olmalar: ve yanici olmamalari, termal, kimyasal ve
elektrokimyasal kararliliklar1 ve geri kazanlabilirlikleridir (Sheldon ve ark., 2002;
Murugesan ve Linhardt, 2005; Ganske ve Bornscheuer, 2005). Y ogunluk, viskozite,
erime noktasi, polariteleri, kirilma indisleri gibi 6zellikleri, katyon ve anyonlarinda
yapilabilecek degisikliklerle ayarlanabilmektedir. Iyonik sivilarin katyon kismi
genellikle organik olurken, anyon kismi ise genellikle inorganiktir. Bu nedenle bu
tuzlar siki istiflenemezler. Bunun sonucu olarak iyonik sivilar kolayca kristalize
olmaz, genis sicaklik araliklarinda sivi halini korur. Cogu iyonik sivi ¢ok dustk
erime noktasina sahiptir ve oda sicakliginda sivi halde bulunur (Murugesan and
Linhardt, 2005). Iyonik sivilarin yapilarinda yer alan baslica katyonlar; amonyum,
stlfonyum, fosfonyum, lityum, imidazolyum, piridinyum, pikolinyum, pirolidinyum,
tiazolyum, triazolyum, pirazolyum iyonlaridir. Iyonik sivilarda kullamlan baslica
anyonlar; tetrafloroborat, hekzaflorofosfat, hekzafloro antimonat, nitrat, toslat,
triflat, bromit, klorit, trifloroasetat, perklorat, germanyum klorit, aliminyum klorit,
aluminyum tetraklorit, asetat, benzoat iyonlaridir.

Kimyasal proseslerde iyonik sivilar; polar, apolar organik, inorganik ve
polimerik bilesenlerin ¢dziinmesini sagladig: igin, sekerlerin ¢dziinmesinde ¢6zlcu
olarak kullamImaktadir. (Sheldon ve ark., 2002; Rantwijk ve ark., 2003; Murugesan
ve Linhardt, 2005; Lee ve ark., 2007). Y apilar: geregi su ile karismamalari, iki fazli
sissemlerde  gerceklesen  reaksiyonlar igin  oldukga yararli  olmalarin
saglayabilmektedir (Sheldon ve ark., 2002).

COzicu olarak iyonik sivilarin kullanim seker ve yag asidini aym anda
¢cOzebilme avantajini saglamakla birlikte bu bilesiklerin yiksek maliyet gerektirmesi

bir dezavantajdir. Ancak, klasik yontemlerle kiyaslandiginda literattirlerde iyonik
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sivilarin kullammuyla daha yiksek verimle rin elde edildigi bildirilmistir (Lee ve
ark., 2007; Rios ve ark., 2008).

1.2. Fruktoz

Fruktoz meyve sekeri olarak bilinir. En tatli monosakkarittir. Meyvelerde ve
balda bulunur. Suda ¢ok kolay ¢ozunur. Polarize 1s1g1 sola gevirir (-90°). Bu 6zelligi
nedeniyle leviloz olarak da adlandiriimaktadir. Organizmada, karaciger ve
bagirsaklarda glukoza cevrilerek kullanilir. Indirgendir. Glukozla aym osazonu
olusturur. Sekil 1.1’ de fruktozun furanoz halkasi formu gosterilmistir.

HO—CH;
\d/c -
4
\ \
\ O¥  “cHyoH
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OH

Sekil 1.1. Fruktoz (B-D-fruktofuranoz)

Bir keto heksoz olan fruktoz suda ¢oziiniince hemiketal olusturur. Hemiketallerde bir
keton grubu ile bir alkol grubu arasinda olusur ve olusum mekanizmasi agisindan
aynen hemiasetallere benzer. Fruktozun sudaki ¢ozeltisinde coklukla B-fruktofuranoz
ve daha az oranda a-fruktofuranoz meydana gelir. Sekil 1.2'de fruktozun sulu
¢cOzeltideki olasi furanoz ve piranoz yapilari gosterilmistir (Nelson, D. L. and Cox,
M. M., 2000).
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Sekil 1.2. Fruktozun sudaki ¢ozeltisindeki furanoz ve piranoz yapilari

1.3. Yag Asitleri

Yag asitleri genel olarak cift karbon sayili, doymus veya doymamus (cis
konfiglrasyonda), dallanmamis ve diz zincirli (asiklik) mono karboksilik asitlerdir.
Doymams yag asitleri kolaylikla okside olabilirler. Ozellikle cift bagin sayisimn
artmast oksidasyonu kolaylastirmaktadir. Metaller, 1s, 151k vb. oksidasyonu
hizlandirmaktadir. Yag asitleri dogal sivi ve kati1 yaglar icinde esterler halinde
bulunurlar. Bir yagin karakteri temel yag asitleri igerigine baglidir (Nelson, D. L. and
Cox, M. M., 2000).

1.3.1. Doymus Yag Asitleri

Karbon atomlar: arasinda cift bag icermeyen uzun zincirli yag asitleridir. Ug
ve dort karbon sayili yag asitleri propiyonik asit ve butirik asite ugucu yag asitleri
denir. Palmitik ve stearik asitler hayvansal lipidlerde en gok bulunan yag asitleridir.

Calismamizda ester sentezinde agil verici olarak stearik asit secilmistir.
Stearik asit, CH3(CH;)16COOH formullyle gosterilen doymus bir yag asididir.
Stearik asit ve bilesikleri, 6zellikle tuzlar: ticari olarak blyik dneme sahiptir. Uzun
zincirli alkol esterleri, mum olarak bilinmektedir. Seker esterleri iyonik olmayan
yuzey aktif maddelerin Uretiminde kullamlmaktadir. Alkali metal tuzlari suda
¢cOzunebilir. Bunlar oleatlar ve palmitatlar gibi, tuvalet ve camasir sabunlarinin esas
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maddeleridir. Cinko stearatlar kozmetikte, diger metal tuzlar1 boyalarda, eczacilikta
ve mantar Oldirict imalatinda kullamilir. Stearik asit amidleri, su gegirmez
kumaslarin imalatinda kullanilir ((Nelson, D. L. and Cox, M. M., 2000).

1.3.2. Doymamis Y ag Asitleri

Karbon atomlar: arasinda bir veya daha fazla ¢ift bag iceren uzun zincirli yag
asitleridir. Doymamis yag aditleri, organizma tarafindan bazi 6nemli biyolojik
maddelerin yapim icin kullanilir. Arasidonik asitten sentezlenen prostaglandinler,
duz kaslar Uzerine olan etkileri, yag dokular1 metabolizmasi, adrenalin ve glikojen
Uzerine olan etkileri nedeniyle 6nemli maddelerdir.

Yag asitlerinin karboksil gruplari alkollerle geri  donistimli  olarak
esterlesebilir. Esterlesme kendiliginden yavas, fakat 1s1 veya asit varliginda hizl
gerceklesir (Nelson, D. L. and Cox, M. M., 2000).

1.4. Lipazlar

Lipazlara biyoteknoloji calismalarinda ¢ok amagli  kullamlabilirlikleri,
gpesifikligin - olmadigr  kimyasal proseslere spesifiklik kazandirmalari, yan
reaksiyonlar:1 onlemeleri ve reaksiyon Urtnlerinin ayrilmasiyla ilgili problemleri
kolaylastirmalar: gibi birgok Ozellikleri nedeniyle her gegcen giin artan bir ilgi ve
talep vardir. Lipazlarin enzim pazarindaki payimin biyumesinde, bu enzimlerin
enantio segicilik, bolgesel seciciligi ve genis substrat 6zgulltgt gibi 6zellikleri etkili
olmustur. Lipaz enzimleri yerytzii flora ve faunasinda genis bir yere sahip
olmalarina karsin daha ¢ok bakteri, mantar ve mayalardan olusan mikrobiyal florada
yer amaktadirlar. Lipazlar, domuz ve insan gibi memelilerde, kene otu tohumu
(Ricinus communis) ve kolza tohumu (Brassica napus) gibi yiksek yapili bitkilerde
de bulunmaktadir. Enzim Uretiminde daha ¢ok mikrobiyal kaynak tercih edilmekle
birlikte, Candida sp. , Pseudomonas sp. ve Rhizopus sp. 6n planda yer alan enzim
kaynaklaridir. Lipazlarla yapilan endustriyel uygulamalarda genellikle saflastirilmig
ticari enzimler tercih edilmektedir (Pandey ve ark., 1999). 1960’ larin sonuna dogru
lipaz, tipta sindirim yardimcisi olarak kullamliyordu. Gelisen teknoloji ile beraber
lipazlarin kullamm alanm da artmstir (Cizelge 1.2).
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Lipazlar, yag asit esterlerinin  hem hidrolizini hem de sentezini
katalizleyebilirler. Esterazlarin aksine, lipazlar sadece su-yag araytizeylerine adsorbe
olduklarinda aktive edilirler. Katalizleme, su ile ¢bziinmez substratin olusturdugu ara
ylzeyde gercgeklesir. Su ve yagin olusturdugu bu araylizey enzim aktivites icin
gereklidir. Lipazin immobilizasyonu sirasinda lipaz ile birlikte immobilize edilmis
olan su, bu araylizeyin olusmasin saglar.

Lipazlar, su-yag araylizeyinde suya karismayan trigliseridlerin hidrolizini
katalize eder. Belirli kosullar altinda reaksiyon karisimindaki su miktari, lipaz
tarafindan katalize edilen reaksiyonun yonint belirler. Suyun cok az miktarda
oldugu ya da hi¢ olmadigi zamanlarda yalmzca esterifikasyon ve transesterifikasyon
reaksiyonlari meydana gelirken su igeriginin yiksek oldugu kosullarda hidroliz
reaksiyonlari olusur (Rubin ve Dennis, 1997).

Lipaz tarafindan katalizlenen bir ester-hidroliz sentez reaksiyonu asagidaki

gibi verilebilir:
Enz ROH
? N " ﬁ) HZO\_/E”Z ?I)
R- C- OR ~———— R-C-Enz —~— R- C- OH
Enz ROH H,O Enz

Sekil 1.3. Lipaz tarafindan katalizlenen bir ester-hidroliz sentez reaksiyonu

Basta hidroliz olmak Uzere esterifikasyon, transesterifikasyon (iki agilgliserol
arasinda agil gruplarinin degisimi), alkoliz (bir agil grubunun, bir agil gliserol ve bir
alkol arasinda yer degistirmesi) ve asidoliz (bir agil grubunun, bir agil gliserol ve bir
karboksilik asit arasinda yer degistirmesi) gibi bircok reaksiyonu katalizleme
Ozelligine sahip lipazlar, 1limli reaksiyon kosullar1 altinda calisirlar. Organik
¢Ozlculerde kullanilabilirler ve spesifik reaksiyonlara segicilik gosterirler.

Lipaz katalizli biyoteknolojik uygulamalara asagida bazi 6rnekler verilmistir:
1. Sentez Reaksiyonlari
a) Balmumu sentezi

b) Poliol-yag asidi esterlerinin sentezi
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c) Mikroemtilsiyon igerisindeki lipaz katalizli esterifikasyon reaksiyonlari
d) Seker esterlerinin sentezi

e) Acillenmis glukoz sentezi gibi.

2. Interesterifikasyon ve Transesterifikasyon

a) Tereyaginin interesterifikasyonu

b) Trigliseritlerin interesterifikasyonu

c¢) Siit yaginin oleik asitle interesterifikasyonu

d) Hurma yagimn transesterifikasyonu

e) Kilogram 6lgekli ester sentezi gibi.

3. Hidroliz

a) Zeytin yaginin hidrolizi

b) Balik yag1 ile zenginlestirilmis doymamis yag asidi sentezi gibi.

Lipaz katalizli transesterifikasyon reaksiyonlarina bazi 6rnekler asagida verilmistir:

Yag asiti esterleri, yag alkolleri ve bilinen diger yag asidi ester turevlerinin
hazirlanmasinda kullanilan ham maddelerdir. Ayrica gida endistrisinde katki
maddesi olarak ve kozmetik endustrisinde koku veren maddelerin sentezlenmesinde
kullamlmaktadir. EndUstride yag asidi esterleri genel olarak yaglarin metanol
icerisinde 100-200°C’ de 1sitilmasiyla elde edilir.

Kismen agillenmis sakkarit esterlerinin ylzey aktif, antitimor aktivitesi
gbsteren ve bitki biytmesini inhibe eden aktiviteleri verilebilir.

Propilen glikol monoesterleri iyi Ozellikte emilsifiye edici ganlardir. Bu
bilesikler gidalarda Ozellikle keklerde, kek karigimlarinda ve ekmeklerde
kullanilirlar. Bunlar monogliseritlerle beraber kek hacminin arttirilmasinda ve
homojen bir yap: elde edilmesi amaciyla kullanilir.

Lipazlarin buytk bir gogunlugu aktif bolgelerini orten bir helikal segmente
(kapak/lid) sahiptir. Lipid kiimelerinin varliginda bu kapak agilir ve yiizeyleraras
aktivasyon gerceklesir. Sulu ortamda lipazlar igin baskin konformasyon kapali
formdur. Aktif bolge, kapak yapisini olusturan bir ya da daha fazla “loop” tarafindan
¢Ozliciden korunmustur. Kapagin dis pargast hidrofiliktir. Bu konformasyon
elektrogatik etkilesimler araciligiyla kararli kilinmustir. Bir su-yag emilsiyonunda

10
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kapagin acilmasi, substratlarin aktif bolgeye girisine izin verir (agik konformasyon).
Kapagin agilmasiyla, nikleofilik serin artig1 buylk hidrofobik ylzeyler ile etkilesir
ve lipaz enziminin aktif forma gecmesi saglanir (Jaeger ve Reetz, 1999).

C.antartica B enziminin aktif bdlgesinde bulunan ve esterifikasyona katilan
aminoasitler sirasiyla Ser-152, Asp-176, His-263' dir. Lipaz enziminin esterifikasyon
mekanizmasi asagidaki gibi gosterilebilir;

M\iﬁmou 2
; o é c{c=o
H_ SE
SER —_ o ASP — - ASP
%/EH{‘?, g ﬁu,—y
HIS HIS
Xy |
0 L :T-¢ T T~—Cc—0R
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) on.
— O; ASP o S a ASP
oks o
HIS HIS

Sekil 1.4. Lipaz esterifikasyon mekanizmasi (Jaeger ve ark., 1999)

1.4.1. Lipazlarin Uygulama Alanlari

Cok yonli mikrobiyal lipazlar hizla gelismekte olan modern biyoteknolojide
vazgegilmez bir role sahip olmuslardir. Biyolojik 6nemlerinin yamnda lipazlar,
yaglarin islenmesi, deterjan ve yag temizleyicilerin tretimi, gidalarin islenmesi, ilag
ve kimyasal madde sentezleri, kagit Uretimi ve kozmetik Urtnlerinin sentezi gibi pek
cok alanda karsimiza gikmaktadir. Lipazlar aym zamanda yag atiklari ve politretanin
parcalanmasini hizlandirmak icin kullamilabilmektedir. Kullanimi yaygin baz:i ticari
lipazlar Cizelge 1.1'de verilmistir.

11
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Cizelge 1.1. Kullamm yaygin baz: ticari lipazlar

Tip Kaynak Uygulama Alan Uretici Firma

C.rugosa Organik sentez Amano, Biocatalysists, Boehringer

Mannheim, Fluka, Sigma, Genzyme

Fungal C.antarctica Organik sentez Boehringer Mannheim, Novo Nordisk

T.lanuginosus | Deterjan katkisi Boehringer Mannheim, Novo Nordisk

R.miehei Gidaislenmes Novo Nordisk, Biocatalysists, Amano
B.cepacia Organik sentez Amano, Fluka, Boehringer Mannheim
Bakteriyel | P.alcaligenes | Deterjan katkisi Genencor
P.mendocina | Deterjan katkisi Genencor
Ch. Viscosum | Organik sentez Asahi, Biocatalysists

Hidrolitik lipazlarin en ©nemli ticari uygulamalarinin basinda camasir
deterjanlarindaki kullanimlari1 gelmektedir. Toplam lipaz satisimin % 32’ sini deterjan
enzimleri olusturmaktadir. Tahmini olarak her yil yaklasik 1000 ton lipaz katkili 13
milyar ton deterjan Uretilmektedir (Jaeger ve Reetz, 1999).

Gunumizde endustriyel enzimler, Ozellikle de lipazlar meyve sularindan
pisirilmis hazir gidalara ve siit ve st Grdnlerinin zenginlestirilmesi gibi alanlarda ve
cok gesitli Urtnlerin retiminde kullamimaktadir. Kat1 ve sivi yaglar gidalarin dnemli
bilesenleridir. Trigliseritlerin fiziksel Ozellikleri, besin degeri ve lezzet; gliserol
omurgasindaki yag asitinin konumundan, zincir uzunlugundan ve doymamislik
derecesinden etkilenir. Lipazlar, gliseritlerdeki yag asiti zincirinin konumunun
degistirilmesiyle, lipitlerin 6zelliklerinin degismesine olanak saglar. Goreceli olarak
ucuz olan bu yéntem, yagin daha degerli bir yaga dontsimiine olanak tanir.

12
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Cizelge 1.2. Mikrobiyal lipazlarin endustriyel uygulamalar:

Endiistri Gorevi Uriin ya da Uygulama
Deterjan Y aglarin Hidrolizi Kumaslardan yag lekelerinin uzaklastiriimas
Sur Urinleri Sit yaginn hidrolizi Peynir ve tereyagindaki tatlandirici ajanlarin
gdlistirilmes
Hizl1 olgunlastirma Peynir
Y aglarin modifikasyonu Tereyag
Kozmetik Sentez Emdlsifiye ediciler, nemlendiriciler
Kagit Hidraliz Gelistirilmis kalitede kagit
Deri Hidroliz Deri Urtnleri
Temizlik Hidroliz Y aglarin uzaklastirilmasi
Ilag Transesterifikasyonu Sindirimi kolaylastirici dizenleyiciler
Hidroliz Ozd lipidler
Yag Transesterifikasyon Kakao yag1, margarin, yag asitleri, gliserol
Hidroliz Mono ve diagil gliseroller
Icecek Aroma gelistirilmesi Icecekler
Ekmek Tat gdistirilmes Raf 6mrindn uzatiimasi

Stereo segici Ozelliklerinden dolay: lipazlar, birbiriyle karigmayan tek fazli
sistemlerde cesitli rasemik organik asit karisimlarim ¢dozmek icin kullanmlmaktadir.
Rasemik alkoller aym zamanda, lipazlarin kataliz ettigi transesterifikasyon
reaksiyonlari ile olusturulan saf enantiyomerler icinde de ¢ozilebilirler (Pandey ve
ark., 1999).

Bu calismada seker esterlerinin, sekerler ve yag asitleri gibi dogal
yenilenebilir kaynaklarin kullanimiyla sentezlenmesi suretiyle, pahali agil donérlerin
ya da modifiye edilmis sekerlerin kullaniminin 6niine gegilerek Uretim maliyetlerinin
disUrilmesi hedeflenmistir. Calismanin amaci, fruktoz-stearatin t-butanol:DMSO
¢Ozuct karisimi ve iyonik swvilar icinde C.antarctica ve M.miehei immobilize

lipazlar katalizorltgunde sentezlenmesidir.

13
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2. ONCEKI CALISMALAR

Schlotterbeck ve ark. (1993), immobilize Mucor miehei (Lipozyme IM 60)
lipazim kullanarak hekzan icerisinde fruktozun stearik asit esterinin sentezini,
¢cozundrlestirici  ajan  olarak  kullandiklar1  fenilboronik  asit  varhginda
gerceklestirmislerdir. 60°C’de, fenilboronik asit / fruktoz molar orant 1,5/1; stearik
asit / fruktoz molar oramt 1/3 oldugu kosullarda, 12 saat reaksiyon siiresi sonunda
Urin  dondstimund % 40 olarak gozlemlemislerdir. DonUsumi kantitatif olarak
metanol/su (85/15, v/v) ¢oziict sisteminde, ornekleri gortnir hale getirmek Gzere a-
naftol/stlfurik asit kullanarak TLC ile belirlemislerdir. Olusan fruktoz monostearatin
yapisini tayin etmek icin *H ve **C NMR kullanmuslardir.

Oguntimein ve ark. (1993), SP 382 (Candida sp.) ve Lipozyme TM 20
(M.miehel) immobilize enzimlerini kullanarak, fruktoz ve glukozun stearik asit
esterlerinin sentezini  t-butanol icerisinde gerceklestirmislerdir. Seker ve yag asidi
molar oram 1:1 oldugunda, 40°C’de ve 24 saat sure sonunda Uriin dontusimanu %
10-24 arasinda belirlemislerdir. Bdtil veya fenilboronik asit varliginda glukoz esteri
sentezini hekzan, heptan, benzen ve toluen igerisinde gerceklestirmislerdir. M.miehel
(20 mg lipaz/mL t-butanol) ile fruktoz dontsimini % 8,9, glukoz donustimuni %
5,3; Candida sp. (20 mg lipaz/mL t-butanol) ile fruktoz dontsimini % 8,6 ve
glukoz doniisimiinii % 4,3 olarak belirlemislerdir. Orneklerin kantitatif analizini
HPLC ile metanol/asetik asit (99,7/0,3 v/v) hareketli fazi kullanarak 20°C’de,
1,0mL/dk akis hizinda gerceklestirmis ve hesaplamada  pik alanlarindan
yararlanmiglardir. Fruktoz esterini HPLC ile saflastirmis ve yapi tayinini NMR ile
yapmuslardir.

Tsitsimpikou ve ark. (1998), glukoz, fruktoz, mannoz ve arabinoz gibi
monosakkaritlerin laurik asit ile yer secimli agilasyonunu hekzan igerisinde ticari
C.rugosa ve C.antarctica immobilize lipazlarimt kullanarak 24 saat reaksiyon
siresinde ve 40°C'de gerceklestirmiglerdir. Sekerlerin hekzan icerisindeki distk
¢OzUNUrliginin  Gstesinden gelmek icin sekerleri silika jel Uzerine absorbe
etmislerdir. Her iki enzim icin de sentez isleminde heksozlarin pentozlara oranla
daha tercih edilebilir sonuclar verdigini rapor etmislerdir. Enzim aktiviteleri Uzerine
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sicaklik, su miktari ve seker/yag asidi molar orammnin etkisini arastirmislardir. Her iki
enzimin dusik su aktivitesinde aktif olduklarim ve su aktivitesinin C.rugosa igin
0,53; C.antarctica icin ise 0,75 oldugunu bildirmislerdir. C.rugosa icin seker/yag
asidi molar oranim 1/2,5; C.antarctica icin ise 1/6 olarak belirlemislerdir. Her iki
enzim icin de sicaklik 30°C'den 50°C’ye cikarildiginda Urin olusumunda artis
oldugunu gozlemlemislerdir. Seker olarak fruktoz kullanildiginda C.antarctica ile en
yiksek verim % 89, C.rugosa ile ise % 48 olarak elde ettiklerini rapor etmislerdir.
Uriiniin kantitatif analizini HPLC ile C18 kolonu ve refraktif indeks dedektori
kullanarak, asetonitril/metanol/su (50/15/35, v/viv) ¢ozici karisimi ile ImL/dk akis
hizinda gerceklestirmislerdir.

Tsuzuki ve ark. (1999), Pseudomonas sp. lipazim tetrahidrofuran ortaminda
sentetik bir deterjan olan didodesil glukosilglutamat ile modifiye etmis ve elde
ettikleri modifiye lipaz1 kullanarak susuz ortamda sekerlerin yag asit esterlerini elde
etmislerdir. Organik ¢Oziicl olarak n-hekzan kullanmislardir. Calismada glukoz ve
palmitik asit (1:1 mol) kullanarak, 16 saat inkiibasyon sonunda glukozun % 90’ dan
fazlasimin  donusime  ugradigim  gozlemlemis  ve  6-O-pamitoilglukoz
sentezlemislerdir. Diger mono (mannoz, arabinoz, galaktoz, ksiloz) ve disakkaritlerin
de (siikroz, maltoz, laktoz, trehaloz) n-hekzan ortaminda, modifiye lipaz
katalizorligiinde palmitik asit esterlerini yiksek verimle elde etmislerdir. Organik
¢Ozlici ortaminda (n-hekzan, n-oktan, iso-oktan, n-dodekan) modifiye lipazin
katalitik etkisini, serbest lipaz ile kiyaslamis ve serbest lipazin organik ¢oziicl
ortaminda % 2'lik bir drin olustururken, modifiye lipazin % 90'larda Uriin
olusturdugunu rapor etmislerdir. Glukoz esterinin analizini asetonitril/etanol/su
(95/95/10, viviv) hareketli fazim kullandiklart HPLC cihazi ile yapmis ve Ortnin
10,8. dk’da geldigini rapor etmislerdir. Uriiniin saflastirilmast icin TSK-jel ODS
kolonu kullanmglardir. Ayirma islemini asetonitril/etanol/su (10/10/0,5 v/viv)
coziiclti karisimi ile gerceklestirmis ve sentezlenen Uriiniin yapisini *C-NMR ile
tayin etmiglerdir.

Degn ve ark. (1999), C.antarctica (Novozym 435) ve M.miehei (Lipozym
IM) immobilize lipazlarim kullanarak, t-butanol ortaminda % 90 verimle 6-O-agilat-

a-D-glukopiranozun sentezini gergeklestirmiglerdir. Acil dondr olarak asetik asit,
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bitanoik asit, kapronik (6:0), kaprilik (8:0), kaprik (10:0), laurik (12:0), palmitik asit
(16:0), miristik asit (14:0), gearik asit (18:0) kullanmuglardir. Asetik asit disinda,
C.antarctica lipazinin aktivitesini, agil don6rin zincir uzunlugundan bagimsiz ve 3,9
+ 0,4 pmol glukoz / dk g enzim olarak belirlemislerdir. Mucor miehei lipazinin
katalitik aktivitesinin ise agil dontrin zincir uzunlugunun artmasiyla arttigini
gbzlemlemis ve stearik asit kullamminda maksimum oldugunu (0,45 pmol glukoz /
dk g enzim) rapor etmislerdir. Substrat olarak maltoz kullandiklarinda C.antarctica
and M.miehe lipazlarimn katalitik aktivitelerinde azalma gozlemlemis, maltotrioz
kullanmldiginda ise hic aktivite gorilmedigini belirtmislerdir. Saflastirma islemi igin,
su ile ekstraksiyon yaparak reaksiyona girmeden kalan glukozu uzaklastirmis,
ardindan kalan yag asidi ve ester karigimim slikajel 60 kolonuna uygulamis,
kloroform/metanol (95/15, v/v) ¢dzicu karisimi ile yag asitlerini ayirmis ve metanol
ile glukoz esterini kolondan uzaklastirmiglardir. Elde edilen Grinlerin analizini TLC,
'H ve *C NMR kullanarak yapmmslardir.

Coulon ve ark. (1999), immobilize C.antarctica lipazin: kullanarak, 2-metil-
2-bitanol ortaminda, farkli agil dondrlerinin varliginda (oleik asit, oleik asit metil
esteri, kolza tohumu) distk basincli reaktérde fruktoz esterlerini sentezlemislerdir.
Basincin, acil donorlerin, seker/agil dondr molar orammin dontsime etkisini
incelemislerdir. Basincin ¢ok biytk etkisi oldugunu gozlemlemislerdir. 200 mbar
basincta, yar1 atmosferik basinca kiyasla fruktozun % 90'indan fazlasimin
acillendigini rapor etmislerdir. Acil dondr olarak oleik asit, oleik asit metil esteri ve
kolza tohumu kullandiklarinda Orin dénistimini sirasiyla % 83,7; 91,2; 86,4
seklinde bulduklarim bildirmiglerdir. Her iki substratinda es molar konsantrasyonda
kullamlmasiyla en iyi sonucu gozlemlemislerdir. Uriiniin kantitatif analizini HPLC
kullamimiyla metanol:su hareketli fazi varliginda gergeklestirmiglerdir.

Ferrer ve ark. (1999), laurik asit ve palmitik asit vinil esterlerini kullanarak
transesterifikasyonla organik ¢ozict karigiminda 6-O-lauroilsikroz ve  6-O-
palmitoilsiikroz esterlerinin enzimatik sentezini gerceklestirmislerdir. Esterifikasyon
isleminde  2-metil-2-bitanol:DMSO (4:1, v/v) ¢6zicl karisimimt ve Humicola
lanuginosa (diatome topragina adsorbe) immobilize lipazini kullanmiglardir. 24 saat
icerisinde, siikroz/vinil ester molar orant 1:10 oldugunda, 40°C’de 50 mg lipaz/mL
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varliginda siikrozun % 70'inin 6-O-lauroilsiikroza donustigini gézlemlemislerdir.
48 saat igerisinde 25 mg lipazzmL varhginda sikrozun % 80'min 6-O-
palmitoilsiikroza donustiigini bildirmislerdir. Uriin olusumunu HPLC ile incelemis,
saflagtirmay: slika jel 60 kolonu ile kloroform/metanol (20/1, v/v) ¢ozicu karisimi ile
gerceklestirmiglerdir.

Rahman ve ark. (2000), fruktozun palm yag asitleri ile esterifikasyonunu 2-
metil-2-propanol igerisinde Lipozyme IM immobilize lipaz: katalizorliginde, 24 saat
ve 55°C’ de gerceklestirmislerdir. Orneklerin kalitatif analizini HPLC cihazinda C18
kolonu kullanarak, metanol/asetik asit (99,7:0,3, v/v) hareketli fazi ve 0,7 dk/mL akis
hiz1 kullanarak belirlemislerdir. Silikajel 60 kolon dolgu maddesini kullanarak Grind,
resksiyona girmeden kalan yag asitlerinden ayirmislardir. Kloroform kullanarak
serbest yag asitlerini, kloroform/metanol/su (64/10/1, v/viv) ¢ozict karisim ile de
fruktoz esterini ayirdiklarint rapor etmislerdir. Elde ettikleri Grintn erime noktasi,
hidrofilik/lipofilik denge (HLB) degeri, goérinist, sabunlasma sayisi, farkl
polariteye sahip ¢oziculerdeki (su, aseton, kloroform, metanol) ¢cozindrlikleri gibi
bazi fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini incelemislerdir.

Watanabe ve ark. (2000), 23 adet karbohidratin laurik asit monoesterlerini
aseton ortaminda immobilize lipaz (Alcaligenes sp., Pseudomonas cepacia) ve
proteaz (Bacillus sp.) katalizorluginde sentezleyerek, Streptococcus mutans
bakterilerinin gelisimi Uzerine etkilerini incelemislerdir. Ester sentezini 60°C’ de 48
saat icerisinde gerceklestirmis ve fruktoz laurati % 51 verimle sentezlemislerdir.
Fruktoz laurat: silika jel kolonu kullanarak asetonitril:metanol (12/7, v/v) ¢dzicl
karisimi ile saflastirmiglardir. Sentezlenen karbohidrat esterleri arasinda galaktoz ve
fruktoz lauratin en yuksek inhibitor etki gosterdigini fakat diger heksoz lauratlarin
antibakteriyel aktivite gbstermedigini rapor etmislerdir.

Soultani ve ark. (2001), 2-metil-2-butanol ortaminda fruktozun farkli zincir
uzunlugundaki (C8-C18) yag asitleri ile esterifikasyonunu C.antarctica lipazi
katalizOrligiinde gergeklestirmiglerdir. Baslangi¢ fruktoz/yag asidi molar oraninin,
yag asidinin karbon zincir uzunlugunun reaksiyon performansina etkisini
incelemislerdir. Bunu belirlemek amaciyla; 1:1'den 1:5e kadar degisen molar
oranlarda fruktoz/yag asidi ve karbon zincirinin uzunlugunun etkisini incelemek
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amaciyla da C8den C18' e kadar olan yag asitleriyle calismiglardir. Hangi molar
orant kullamlirsa kullamlsin, C18'li yag asidi kullandldiginda en yiksek
konsantrasyonu 73 g/l, fruktoz ve yag asidi donusumini % 100 ve % 80, ilk
reaksiyon hizim1 40 g/l dk olarak elde etmislerdir. En iyi yag asidi donisumi ve
baslangi¢c reaksiyon hizini, en disik molar orammin verdigini gézlemlemislerdir.
Uriiniin kalitatif analizini TLC ile klorofornvmetanol/asetik asit/su (80/15/8/2,
vIviviv) karisimi  kullanarak — silikajel  tabakada gerceklestirmislerdir.  Uriin
konsantrasyonu HPLC ile metanol:su karisimi kullanarak 1mL/dk akis hizinda ve
55°C’ de olusan piklerin alanlarindan yararlanarak belirlemislerdir.

Sekeroglu ve ark. (2002), immobilize lipaz kullanarak (C.antarctica B,
Novozym 435) fruktozun laurik asit esterini aseton ortaninda sentezlemislerdir.
Reaksiyonun ester sentezi yonine kaymasi molekiler elek kullanarak
gerceklestirmislerdir. Fruktozun laurik asitle mono- di- ve daha yiksek esterlerini
sentezleyerek, elde edilen drdnlerin analizini yiksek basingli sivi kromatografi
(HPLC) ile yapmuglardir. Laurik asit : fruktoz molar oram 5:1 oldugunda, mono-, di-
ve daha yiksek esterlerin 96 saat reaksiyon siresi sonunda 37, 53 ve 98 mg elde
edildigini gozlemlemislerdir. Uriinlerin kalitatif analizini HPLC’ de C18 kolonu ve
asetonitril:su.tetrahidrofuran:asetik asit (70/25/5/0,1, v/iviviv) ¢ozicl karigimi
kullanarak gergeklestirmislerdir. Silika jel ile paketledikleri kolon yardimiyla
kloroform:metanol hareketli fazim1 kullanarak Urtnleri saflastirnus ve ardindan elde
ettikleri esterlerin sirfaktan ozelliklerini incelemislerdir. Fruktoz monolaurat ve
fruktoz dilauratin hidrofilik/lipofilik denge degerini 8,95 ve 5,3 olarak belirlemis,
kritik micel derisimlerini (CMC) ise, sirasiyla 7,20 x 10° ve 6,40 x 10° M olarak
hesaplamislardir. Esterlerin, gegirgenlik ve yizey gerilimi egrilerinden elde edilen
kritik migel derisimlerini hemen hemen benzer bulmuglardir. Surfaktanin
konsantrasyonu % 0,25'ten % 0,50 (w/v)'ye arttigi zaman, emilsiyon kararliliginin
da arrttigim gozlemlemiglerdir. Fruktoz dilauratin diger esterlere gore en iyi
emilsiyon kararliligi gosterdigini bildirmiglerdir.

Reyes-Duarte ve ark. (2004), sikroz palmitatin sentezini, 2-metil-2-
butanol:DMSO karisiminda C.antarctica B (Novozym 435) immobilize lipazinm
kullanarak gerceklestirmislerdir. Stikroz ve agil grubu vericisinin miktari, karisima
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eklenen DM SO yiizdesi gibi parametreleri incelemislerdir. En iyi deneysel kosullar
atinda (% 15 DMSO, 0,1 mol/L sukroz, 0,3 mol/L vinil palmitat) 120 saat
inktibasyon siresinde maksimum driin olarak 45 g/L siikroz palmitat elde etmislerdir.
0,6 mol/L metil veya etil palmitat, 0,2 mol/L sukroz ile % 20 DM SO ortaminda 120
saat inklibasyon sonunda en yiuksek verimi 7,3 g/L olarak belirlemiglerdir. Serbest
yag asidinin ve DMSO'nun ortamdaki yuzdesinin monoester/diester secimliligine
etkisi incelemiglerdir. Uriiniin kantitatif analizini HPLC'de C18 kolonu ve % 0,1
(v/v) oraminda asetik asit iceren metanol/su (95/5, v/v) ¢ozict karisimi kullanarak
gerceklestirmislerdir.

Ferrer ve ak. (2005), sekerlerin yag asidi vinil esterleriyle
transesterifikasyonunu  2-metil-2-butanol:DMSO (5:1, v/v) c¢ozicl karisimi
icerisinde, 40°C'de, 100 mg enzim/mL katalizorliglinde gerceklestirmiglerdir.
Reaksiyon Thermomyces lanuginosus (silikaya immobilize) ve C.antarctica B
(Lewatit’e adsorbe) lipazlarimin kullammuyla gergeklestirilmistir. C.antarctica B
lipazinin 6zellikle 6,6-diacilsukrozun sentezini, Thermomyces lanuginosus lipazinin
ise 6-O-agilsukrozun sentezlenmesini secimli olarak katalizledigini rapor etmislerdir.
Thermomyces lanuginosus ’un 20 tekrar kullammi sonucunda baslangi¢ aktivitesinin
% 80'den fazlasini korudugunu gozlemlemislerdir. Her iki lipazin da, 6-O-
palmitoilmaltoz ve 6-O-lauroilglukozun yersecimli  sentezinde benzer etki
gogerdigini bildirmislerdir. Cesitli mikroorganizmalarin (gram-pozitif, gram-negatif
bakteriler ve maya) gelisimine seker esterlerinin etkisini incelemis, 6-O-
lauroilmaltoz ve 6-O-lauroilsukroz ortaminda, konsantrasyonu 4 mg/mL olan
Lactobacillus plantarum ve 0.8 mg/mL olan Bacillus sp.’nin gelisiminin inhibe
oldugunu gozlemlemislerdir. Sukroz dilaurat ve 6-O-lauroilglukoz, antimikrobiyal
aktivite gostermemis, bunun sebebini ise onlarin sulu ortamdaki distk
¢Ozunurligiine  dayandirmuglardir.  Mayalarin  inhibisyonuna  baktiklarinda,
karbohidrat esterlerinin hicbirinin maya (Zygosaccharomyces rouxii ve Pichia
jadinii) gelisimini yeterli olclide inhibe edemedigini gozlemlemislerdir. Uriin
olusumunu HPLC’'de C18 kolonu kullanarak metanol/su (90/10, v/v) c¢ozlcu
karisiminda takip etmis, Urini kolon kromatografisi ile saflastirmis ve spektroskopik
tekniklerle (NMR, FT-IR) karakterize etmiglerdir.
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Sabeder ve ark. (2005), fruktozun palmitik asit esterinin lipaz katalizli
sentezini, dort farkli organik ¢dzlcu (t-butanol, etil metil keton, aseton ve 2-metil-2-
butanol) ortaminda, 3 farkli immobilize enzim (Novozym 435 C.antarctica B, SP
382 C.antartica B ve Lipozym IM R.miehei) kullanarak gerceklestirmislerdir. Enzim
konsantrasyonu, molekiler elek konsantrasyonu, sicaklik ve karistrma hizinin
reaksiyona etkisini incelemislerdir. Optimum kosullar1; fruktoz: palmitik asit molar
orant 0,5:0,5 ve substratlarin % 10 (w/w substrat)’u kadar C.antarctica B (Novozym
435) immobilize lipazi, % 12,1 (w/w) molekiler elek, 600 rpm karigtirma hizi ve
sicaklig1 60°C olarak belirlemislerdir. En yiiksek déniisiim C.antarctica B (Novozym
435) enzimi varliginda 72 saat sonunda 60°C'de etil metil keton varhiginda % 82
olarak elde etmislerdir. Ayni kosullarda aseton igerisinde donusimi % 69, t-butanol
icerisinde % 64 ve 2-metil-2-butanol icerisinde ise % 78 olarak belirlemislerdir.

Ganske ve Bornscheuer (2005), glukozun yag asidi vinil esterleri ile
transesterifikasyonunu, iyonik sivi (1-butil-3-metil imidazolyum tetrafloroborat
[BMIM][BF4] veya 1-butil-3-metil imidazolyum hekzaflorofosfat [BMIM ][PFg]) ve
organik bir ¢dzlcu olan t-butanol iceren iki fazli sistem icerisinde enzimatik olarak
gerceklestirmislerdir. En iyi sonugc veren enzimi, ticari olarak mevcut olan
C.antarctica (CAL-B) olarak belirlemis, fakat aym zamanda Thermomyces
lanuginosa (TLL) lipazininda, donisim icin iyi bir sonug verdigini belirtmislerdir.
Reaksiyon kosullarini; zincir uzunlugu, agil dondrin turd, sicaklik, reaksiyon siresi
ve eklenen kosolventin ylzdesine gore optimize etmislerdir. Glukoz/yag asidi vinil
ester molar oran 1:2 oldugunda, 60°C’ de, 72 saat reaksiyon siiresinde [ BMIM ][PFg
]:t-butanol (60/40, v/v) ¢bziict karisiminda dontsimi % 62 olarak belirlemislerdir.
Saf t-butanol ortaminda ise donustiimtin % 77 oldugunu, sadece iyonik sivi ortaminda
ise hichir doniisim gozlemlemediklerini rapor etmislerdir. Uriin analizini HPLC' de
C18 kolonu kullammuyla kloroform:metanol:asetonitril:su (70/20/8/2, viviviv)
¢Ozucu karisimr ile gerceklestirmislerdir.

Afach ve ark. (2005), D-dalozun c¢ssitli yag asitlerinin vinil esterleriyle
C.antarctica katalizli transesterifikasyonunu asetonitril igerisinde 48 saat ve 45°C’de
gerceklestirmislerdir. D-alloz 6-alkanoatlar: yiksek secimlilikle sentezlemislerdir. D-
alloz kaprilat1 % 90, D-aloz kaprat ve D-alloz laurat: sirasiyla % 73 ve % 56
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oraninda elde ettiklerini rapor etmislerdir. Uriinii silika jel kolonu kullanarak etil
asetat:metanol:su (20/2/1, viviv) ¢oziicl karisim ile saflastirmis, *H- ve *C-NMR ile
yapi tayini yapmislardir.

Yoo ve ark. (2007), cssitli sekerlerin (ksilitol, fruktoz, siikroz, sorbitol,
glukoz, metil-glikozid) oleik asit esterlerinin sentezini, 2-metil 2-bitanol ortaminda,
60°C’ de, 12 saat reaksiyon stiresinde, immobilize C.antarctica B lipazim kullanarak
gerceklestirmislerdir. En yiksek Uriin eldesini, seker olarak ksilitol kullandiklarinda
% 98 olarak gozlemlemislerdir. Optimum ksilitol:oleik asit molar oranim 3:1
bulmuslardir. En yiksek Orin eldesi icin reaksiyon ortamindaki su igeriginin %
0,15'in altinda tutulmasi gerektigini rapor etmislerdir. Calismada kullandiklar
enzimin yari omrind 9 tekrar kullanmmdan sonra gozlemlediklerini bildirmislerdir.
Yag asidi analizlerini C18 kolonu ve refraktif indeks dedektorini kullandiklar:
HPLC cihaz1 yardimiyla gerceklestirmis olup, analiz esnasinda aseton:metanol:su
(65/15/20, viviv) hareketli fazim kullanmiglardir.

Lee ve ark. (2007), glukoz, fruktoz ve siikrozun vinil laurat ve laurik asit
esterlerini C.antarctica immobilize lipazi katalizorliginde  iyonik sivilar
([Bmim][TfO] ve 1-etil-3-metil imidazolyum triflorometansilfonat [Emim][TfO])
icerisinde  gergeklestirmiglerdir.  Asirt  doygun iyonik sivilardaki  glukoz
konsantrasyonunun (60°C), glukozun bu iyonik sivilar igerisinde 25°C deki
¢OzundrlUklerinden yaklasik 10-20 kat daha fazla oldugunu bildirmislerdir.
[Bmim][TfO] da asir1 doygun ¢ozeltisi hazirlanan glukozun, vinil laurat ve laurik asit
ile esterifikasyonunda 50°C’de 24 saat sonunda % 96'ya varan bir donistim
gbzlemlediklerini rapor etmislerdir. Reaksiyon ortamindaki glukoz miktarint DNSA
metodu ile takip ederek, azalan glukoza bagli olarak Urin doénisimand
hesaplamiglardir. Olusan 6-O-lauroil-D-glukoz konsantrasyonunu C18 kolonu ve
refraktif indeks dedektérti ile kombine olmus HPLC cihazi ile metanol:su (90/10,
v/v) hareketli fazini kullanarak 1,0 mL/dk akis hizinda belirlemislerdir. Uriiniin
alikonma siresini 4,5 dk olarak belirlemisglerdir. Reaksiyon ortamundaki su
miktarinin Griin olusum Uzerine etkisini arastirmiglardir. iyonik sivilar igerisindeki su
miktarinin, dondsimi hizla distdrdtgund bildirmisler ve bu durumu ortamdaki

suyun, lipaz enziminin esterifikasyon aktivitesini azaltmasiyla agiklamislardir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

Arastirmada kullanilan tim reaktifler analitik saflikta olup Merck, Fluka veya
Sigma-Aldrich firmalarindan saglanmistir. Arastirmada kullanilan kimyasallar, arag

ve gerecler sunlardir:

Kimyasallar: Akrilik regine Uzerine immobilize C.antarctica B lipazi
(Novozym 435, ester sentez aktivitesi propil laurat cinsinden 10,000 PLU/g), buyuk
gbzenekli iyon-degistirici reineler Uzerine immobilize M.miehel (Lipozyme, 1U
tristearinin baslangic donistim hizi olarak, aktivites 86,8 U/g), fruktoz, t-butanol,
molekiler elek (3 A°), stearik asit, metanol, kloroform, silfirik asit, a-naftol, fenol
ftalein, sodyum hidroksit, DMSO, [Bmim][TfO], [Bmim][PFg], dinitrosaisilik asit
(DNSA), fenol, sodyum siilfit, sodyum hidroksit, sodyum-potasyum tartarat, piridin,
bakir (I1) asetat, etanol, a-naftol.

Arag ve gerecler: Magnetik karistirici, termostatli galkalayicili su banyosu,
analitik terazi, biret, otomatik pipet (Eppendorf), inklbator (ES 500), santrifdj,
HPLC (Shimadzu), TLC Silika jel 60, FT-IR Spektrometresi (Perkin EImer).

3.2. Metod

3.2.1. Iyonik Sivilarda Fruktoz-stearat Sentezi

Iyonik sivi ortaminda esterifikasyon icin literatiirde Lee ve ark. (2007)
tarafindan Onerilen yontem esas alinmigtir. [Bmim][TfO] ve [Bmim][PFg]
¢Ozlculerinin ImL’si icerisine ayr1 ayr1 50 mg fruktoz eklenir. Karigim 60°C’ de 12
saat boyunca termostatli calkalayicili su banyosunda karistirilir. Cézinmeden kalan
fruktozu ayirabilmek amaciyla karisim 5 dk boyunca 10.000 rpm’de santriftij edilir.
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Fruktoz igerigi belirlenmek tzere slipernatant ayrilir. DNSA metodu (Miller, 1959)

ile bir fruktoz standardi kullamlarak ¢6ziinen fruktoz miktar: belirlenir.

3.2.2. T-butanol:DM SO Coziict Karisiminda Fruktoz-stearat Sentezi

T-butanol ortaminda fruktozun stearik asitle lipaz katalizli esterifikasyonu igin
literatirde Oguntimein ve ark. (1993) tarafindan Onerilen yontem esas alinmustur.
Fruktozun t-butanol icerisindeki dusik c¢cOzinlrligl sebebiyle reaksiyon ortamina
yarcimecr ¢ozicl olarak disik miktarda DMSO eklenmistir. Cesitli  oranlar
denenerek hem fruktozun hem de stearik asitin ¢ozundrlestirilebildigi ve karisimin
tek fazli goérinime sahip oldugu t-butanol:DMSO oram 5/0,5 (v/v) olarak
belirlenmistir.

0,3 mmol fruktoz (54 mg) 500 uL DMSO igerisinde ¢ozindikten sonra
Uzerine 5 mL t-butanol takiben 0,3 mmol (85,344 mg) stearik asit eklenerek her
ikisinin de ¢oziinmesi saglanmistir. Reaksiyon sliresince olusan suyu uzaklastirmak
icin molekiler elek kullamlmustir.

3.2.3. Fruktoz Stearat Olusumunun Belirlenmesi

Fruktoz-gearat olusumu kantitatif olarak volumetrik titrasyon ve HPLC ile
belirlenmistir. Ester igerigi reaksiyon ortaminda kalan serbest stearik asit

miktarindan gidilerek % donistm olarak verilmistir.

3.2.3.1. Volumetrik Titrasyon

Orneklerin ester icerigi kantitatif olarak literatirde Sabeder ve ark. (2005)
tarafindan onerilen titrimetrik yontem kullanilarak belirlenmistir. Reaksiyon karisimi
icerisindeki enzim ve molekiler elek gibi kati partikiller reaksiyon ortamindan
uzaklastirildiktan sonra ortamda reaksiyona girmeden kalan stearik asit miktar1 0,05
M NaOH cozeltisi ile titre edilerek belirlenmistir. Aym yontemle kor deneme
yapilmak suretiyle, reaksiyon sonunda olusan fruktoz-stearat miktari, reaksiyon
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ortamindaki azalan stearik asit miktar1 Uzerinden hesaplanmis ve % donisim olarak
tammlanmustr.

Feaksiyona giren stearik asit miktar - Heaksiyon sonunda kalan stearik asit miktanxmn
Reaksiyona giren stearik asit miktan

% Déndsum =

3.2.3.2. HPLC Analizleri

HPLC analizleri Shimadzu marka cihaz ile yapilmistir. Sitem LC-20AD dual
pompa, CTO-20A kolon firim ve RID-10A refraktif indeks dedektér ile konfiglre
edilmistir. Analizler Nukleosil C18, 5 um kolonunda (250 x 4.6 mm), 0,5 mL/dk akis
hizinda 40°C’de yapilmistir. Hareketli faz olarak kloroformymetanol/su (1/2/0,8
v/Iviv) ¢oOzict karisim kullamlmstir. Elde edilen sonuclar sivi kromatografi
¢ozumleyici (LC solution) yazilim programi ile degerlendirilmistir. Standart olarak
stearik asit kullamlmustir.

3.2.2'de belirtilen metoda gore sentez islemi yapilir. Enzim ve molekiler elek
gibi kat1 partikiller reaksiyon ortamindan ayrildiktan sonra, ¢Ozlici ortamdan
buharlastirilarak uzaklastirilir. Reaksiyona girmeden kalan fruktoz ortamdan su ile
ekstrakte edilir. Su faz1 stizilirek kati maddeden ayrilir. Fruktoz-stearat ve stearik
asit karigimini iceren kati, HPLC'de kullanilan hareketli faz icerisinde ¢ozilerek,
HPLC de Urinun analizi kantitatif olarak yapilir. Diger taraftan standart olarak
kullanilmak Uzere farkli konsantrasyonlarda stearik asit ¢ozeltileri hazirlamir. Stearik
asitin  HPLC'de vermis oldugu piklerin  aanlarindan  yararlanilarak,
konsantrasyonlara kars1 alanlarin grafige gecirilmesiyle bir standart grafik elde edilir.
Reaksiyon sonunda olusan Urin miktari, reaksiyon ortamindaki azalan stearik asit
miktar1 Uzerinden hesaplanarak % donusum olarak verilir.
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3.3. Reaksiyon K osullarinin Optimizasyonu
3.3.1. Sicakhk

Sicaklik degisiminin fruktoz-stearat olusumu Uzerine etkisini incelemek
amaciyla sentez islemi 3.2.2'de belirtilen kosullarda 5 farkl: sicaklikta (45, 50, 55,
60, 65°C) gergeklestirilir.

3.3.2. Reaksiyon Sires

Fruktoz-gearat olusumu Uzerine reaksiyon siresinin etkisini incelemek
amaciyla sentez islemi farkli zaman araliklarinda (24, 48, 72 sa) gergeklestirilir.

3.3.3. Enzim Miktar

Belirlenen optimum kosullarda, reaksiyon karisiminin mililitresi  basina
sirastyla 10, 20, 30, 40, 50, 60, 80 ve 100 mg lipaz enzimi ilaveleriyle sentez islemi
yapilarak, enzim derisimindeki degisimin fruktoz-stearat olusumu Uzerine etkisi
incelenir.
3.3.4. Molekiiler Elek Miktary

Reaksiyon sliresince olusan suyu uzaklastirmak amaciyla, belirlenen optimum
kosullarda, reaksiyon karisimiin mililitresi basina sirasiyla 10, 15, 20 ve 25 mg
olmak Uzere artan miktarlarda molekiler elek eklenerek sentez islemi gergeklestirilir.
3.3.5. Reaksiyon Ortamina Eklenen Su Miktari

Baslangic su miktarimin fruktoz-stearat olusumu Gzerine etkisini incelemek

amaciyla sentez 6ncesi t-butanol:DM SO karisimina % 1, 2, 4, 6, 8, 10 (%) oraninda
olacak sekilde saf su eklenerek, belirlenen optimum kosullarda sentez gercgeklestirilir.
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3.3.6. Metal fyonlar

Belirlenen optimum kosullarda, reaksiyon ortamina derisimi 1mM olacak
sekilde metal tuzlari (CaCl,, MgCl,, MnCl,, CuCl, ve HgCl,) eklenerek, metal

iyonlarinin fruktoz-stearat olusumu Uzerine etkisi incelenir.

3.3.7. Fruktoz / Stearik Asit Mol Oram

Her bir denemede reaksiyon karisiminin mililitresi basina fruktoz/stearik asit
mol orant 0,06/0,06; 0,18/0,06; 0,3/0,06; 0,3/0,1; 0,3/0,2; 0,3/0,6 olacak sekilde
arttirilmak suretiyle, belirlenen optimum kosullarda reaksiyon gerceklestirilerek,
substrat miktarlarindaki degisimin fruktoz-stearat olusumu tzerine etkisi incelenir.

3.4. Ince Tabaka Kromatografi (TLC) Analiz

Optimum kosullarda sentez islemi yapildiktan sonra reaksiyon ortamindan
¢Ozucl ucurulur ve kalan kati madde toluen:etilasetat:metanol:su (10:5:4,5:0,4
V:v:viv) ¢Ozucu karisiminda ¢ozdlir. Hazirlanan karisimdan alinan numune TLC
silika jel 60 plaka Uzerine uygulamir. Standart olarak ayni ¢ozlcl karisiminda
¢Ozeltisi hazirlanan fruktoz kullanilir. Her iki 6rnek ayri ayr1 plakaya uygulandiktan
sonra toluen:etilasetat: metanol:su (10:5:4,5:0,4 v:v:v) yuriticlt sisteminde yuritalr.
Y Urttme islemi tamamlandiktan sonra goruntileme reaktifine [ % 5 HSO4 (V/Iv) ve
% 0,5 (w/v) a-naftol iceren etil alkol ] daldirilir. Etiivde 150°C de 10 dk. yakilarak
fruktoz-stearat olusumu gozlenir.

3.5. Fruktoz-stearatin Saflastirilmas
Belirlenen optimum kosullarda sentez islemi gerceklestirildikten sonra
reaksiyon ortamindaki enzim ve molekiler elek santriflj ile karisitmdan ayrilir. T-

butanol:DM SO ugurulur ve kalan kat1 igerisinden reaksiyona girmeden kalan fruktoz
su ile ekstrakte edilir. Su faz1 ayrilir ve ortamda kalan fruktoz-stearat ile stearik asit
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metanol:kloroform:su (2:1:0,8 v/v/v) ¢ozict karisimi igerisinde ¢ozullir. Fruktoz-
stearatin saflastirilmas: oktadesil silan ile modifiye edilmis silika kullanilarak
paketlenmis (C18) flash kolon (gbzenek capi 60 A°, partikil boyutu 45 pm)
kullammmuyla gerceklestirilmistir. Akis hizi bir peristaltik pompa yardimiyla 1,4
mL/dk olarak ayarlanmistir. Kolon, metanol:kloroform:su (2:1:0,8 v/v/v) ¢ozicl
karisimi ile dengeye getirilmistir. Fruktoz-stearatin kolondan elue edilebilmesi igin,
kullanilan ¢6ziict karisiminin gesitli oranlart denenmistir. Toplanan fraksiyonlarin
her birine karbohidrat belirleme testlerinden biri olan molisch testi uygulanmustir.
Testin prensibi, derisik H,SO, ile 1sitilan karbohidratlar dehidrate olarak furfural
veya furfural trevlerini olustururlar ve bunlar fenollerle kondensasyon reaksiyonu
vererek renkli bilesikler meydana getirirler. Toplanan fraksiyonlara derisik H,SO4 ve
etil alkolde cozeltisi hazirlanmis % 10'luk o-naftol eklenerek molisch testi
uygulanmistir. Metanol:kloroform:su oram 1:1:0,25 (v/v/v) olarak kullamldiginda
toplanan fraksiyonlardan pozitif sonu¢ alinmustir ve bu sonuca bagli olarak bu
fraksiyonlarda fruktoz-stearat oldugu disunilmastur. Ayni fraksiyonlarda reaksiyona
girmeden kalan stearik asitin var olup olmadigini anlayabilmek amaciyla bu
fraksiyonlara serbest yag asidi testi uygulanmstir. Testin prensibi, pH’1 piridin ile
6,0-6,2'ye ayarlanmis % 5'lik bakir (11) asetat ¢ozeltisi ile serbest yag asitleri renkli
kompleksler meydana getirirler. Fruktoz-stearat icerdigi dusunulen fraksiyonlara
serbest yag asidi testi uygulandiginda negatif sonu¢ alinmistir. Bu sonug, fruktoz-
stearat ile stearik asitin ayrilmis oldugunu kalitatif olarak gostermistir. Ancak sonucu
destekleyebilmek ve fruktoz-stearata ait ester baginin varligint gorebilmek amaciyla
bu fraksiyonlarda FT-IR analizi yapilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bulgular
4.1.1. Standart Stearik Asit Grafiginin Cizilmesi

Fruktoz-gearatin standarch ticari olarak mevcut olmadig: icin, sentezlenen
fruktoz-gearat1 takip edebilmek amaciyla substratlardan biri olan stearik asitin
reaksiyonda tuketilen miktarindan yola c¢ikilarak hesaplama yapilmistir. HPLC
cihazinda hareketli faz olarak kullanilan metanol:kloroform:su (2/1/0,8 v/v/v) ¢dzicu
karisimu igerisinde farkli derisimlerde stearik asit c¢ozeltileri hazirlanarak HPLC
cihazina enjekte edilmistir. Stearik asite ait bir kromatogram Sekil 4.1’ de verilmistir.

oy
L B TR
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1] ‘ |
|

et s T ey T T T s T e e

Sekil 4.1. Stearik asite ait bir kromatogram

Hareketli faza ait alikonma sirelerini belirleyebilmek amaciyla, 6rnek enjekte
edilmeden Once yalnizca hareketli faz kolonda yuritilmis ve hareketli faza ait
alikonma zamanlar1 5. ve 7,5. dk.’larda gbzlenmistir. Sekil 4.1'de gorilen 5. ve 7,5.
dk. larda gelen pikler hareketli fazdan kaynaklanan piklerdir. Stearik asitin kolondaki
alikonma siresi ise 17-17,5. dk. olarak saptanmistir. Elde edilen stearik asit
piklerinin altinda kalan alanlardan yararlanarak kullanilan stearik asit miktarina karsi
alan grafigi cizilmistir (Sekil 4.2).

28



4. BULGULAR ve TARTISMA Pinar BASIM

Standart Stearik Asit Grafigi
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Alan (*10°
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Stearik asit (mmol )

Sekil 4.2. Stearik asit miktarina bagli olarak pik alanlarindaki degisim

Sekil 4.2'de goruldigi gibi stearik asit miktar: arttikca pik alanlari1 dogrusal olarak
bir artis gostermektedir. Fruktoz-stearat olusumu, stearik asit miktarindaki azalma
takip edilerek hesaplanmistir. Sentez islemi gerceklestirildikten sonra reaksiyon
¢Ozlictsu olan t-butanol:DM SO ugurulmus, kalan kat1 madde igerisindeki reaksiyona
girmeden kalan fruktoz su ile ekstrakte edilmis ve geriye kalan fruktoz searat ve
reaksiyona girmeden kalan stearik asit hareketli faz icerisinde ¢Ozilerek kolona
enjekte edilmistir (Sekil 4.3)
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Sekil 4.3. Sentez islemi sonrasi HPLC’ de analizi yapilan 6rnege ait bir kromatogram
ornegi

Sekil 4.3 de goruldigt gibi kolondaki alikonma siiresi 10. dk. olan yeni bir pik
meydana gelmistir. Sentez islemi farkli reaksiyon parametrelerinde gergeklestirilmis
ve her biri icin ayr1 ayr1 kromatogramlar elde edilmistir. Calisilan parametrelerin

lipaz aktivitesini arttirdigi Olgide sentez isleminde kullamlan ve fruktoz-stearat
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haline dontisen stearik asit miktar: artmus buna bagli olarak sentez sonrasi reaksiyona
girmeden kalan stearik asit miktar1 giderek azalmistir. Bu azalma, elde edilen
kromatogramlardaki 17-17,5. dk.da gelen stearik asit pikinin alanindaki azalma ile
takip edilmistir. Stearik asit miktarindaki azalmaya bagli olarak 10. dk.da giderek
artan bir pik gbzlenmesi, bu pikin fruktoz-gearata ait oldugu hakkinda bir fikir

vermistir.

4.2. Reaksiyon K osullarimin Optimizasyonu

4.2.1. Sicakhk

Materyal ve metod boluminde 3.2.2°de belirtilen sekilde fruktoz stearat
sentezi yapilmistir. Sentez islemlerinde sicakligin fruktoz-stearat olusumu Uzerine
etkisini inceleyebilmek amaciyla 5 farkli sicaklikta ( 45, 50, 55, 60, 65 °C )
reaksiyon gerceklestirilmis olup, dontsimiin sicakliga bagli olarak degisimi Sekil
4.4 de verilmistir.

—a— C.antarctica

—&— Mucor miehei

Donlgtim (%)

40 50 60 70

Sicaklik (°C)

Sekil 4.4. t-butanol:DMSO ( 5:0,5 v/v ) icerisinde 24 sa sire sonunda reaksiyon
sicakliginin fruktoz-stearat olusumu Uzerine etkisi. Reaksiyon karigimimin mL’si
basina igerigi; 0,06 mmol fruktoz, 0,06 mmol stearik asit, 20 mg molekiler elek, 10
mg lipaz

Sentez islemi, kaynaklar: farkl: olan iki lipaz enzimi ( C.antarctica ve M.miehei ) ile

ayr1 ayr1 yapilmustir. Sekil 4.4'den goruldigi gibi en yiksek stearik asit donusima,
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C.antarctica ve M.miehel enzimleriyle gerceklestirilen her iki sentez islemindede
55°C'de gOzlenmistir. C.antarctica ve M.miehe immobilize lipazlar1 ile
gerceklestirilen sentez islemlerinde stearik asit dontsimua sirasiyla % 8,3 ve % 3,6
olarak belirlenmistir.

4.2.2. Reaksiyon Sires

Reaksiyon siresinin fruktoz-stearat olusumu Gzerine etkisinin incelenmesi
amaciyla sentez islemi 24, 48 ve 72 saat olmak Uzere Ug farkli zaman araliginda
gerceklestirilmistir. Zamana bagli olarak stearik asit donistimindeki degisim Seil
4.5 de verilmistir.

—e— C.antarctica

—e— Mucor miehei

Donusum (%)
o S

0\ T T T T T 1
12 24 36 48 60 72 84

zaman (sa)

Sekil 4.5. t-butanol:DMSO ( 5:0,5 v/v ) icerisinde, 55°C’'de reaksiyon slresinin
fruktoz-gearat olusumu Uzerine etkisi. Reaksiyon karigiminin mL’si basina igerigi;
0,06 mmol fruktoz, 0,06 mmol stearik asit, 20 mg molekuler elek, 10 mg lipaz

Sekil 4.5 de goruldugu gibi stearik asit donustiminun C.antarctica immobilize lipaz
ile gergeklestirilen reaksiyonda 48 saat icerisinde artmis oldugu gozlenmektedir.
M.miehei ile yapilan sentez incelendiginde anlamli bir artis olmagdigi goérdlmustar.
C.antarctica ve M.miehei enzimleri ile stearik asit dontisimu sirasiyla % 9,8 ve 3,9
olarak belirlenmistir.
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4.2.3. Enzim Derisimi

48 sa reaksiyon siresinde, 55°C’ de reaksiyon ortamina karisimuin ml’si basina
farkli miktarlarda ( 10, 20, 30, 40, 50, 60, 80, 100 mg ) immobilize C.antarctica ve
M.miehei immobilize lipazlar1 eklenerek sentez islemleri gerceklestirilmistir. Enzim

miktarindaki degisimin stearik asit donistmti Gzerine etkisi Sekil 4.6’ da verilmistir.

50 - —e— C.antarctica
—=&— M.miehei

0 50 100 150

toplam enzim miktari (mg)

Sekil 4.6. Sentez ortamina reaksiyon karisimimin mL’si basina degisik miktarlarda
eklenen lipaz enzimlerinin fruktoz-stearat olusumu Uzerine etkisi. Reaksiyon
karisimimin mL’si basina igerigi; 0,06 mmol fruktoz, 0,06 mmol stearik asit, 20 mg
molekiler elek

Sekil 4.6'dan goruldigu gibi reaksiyon karigiminin mL’si bagina 50 mg C.antarctica
enzimi ilave edildiginde stearik asit dontsimi % 9,8'den % 37'ye artmis ancak
enzim miktar1 100 mg'a cikarildiginda donisimin % 16,2 ye kadar azaldigi
gbzlenmistir. M.miehei ile yapilan ¢aligmada enzim miktar: arttirilciginda stearik asit
donisuminde anlamli bir artis gozlenmedigi igin c¢alismamn kalan kisimlarina

C.antarctica enzimi ile devam edilmistir.

4.2.4. Molekiler Elek Miktari

Esterifikasyon slresince agiga ¢ikan suyun reaksiyon ortamindan
uzaklastirilmas: amaciyla reaksiyon ortamina resksiyon Kkarisimimin her  bir
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mililitresinde 10, 15, 20, 25 mg olacak sekilde molekller elek eklenerek yapilan

deneme sonuglari Sekil 4.7 de verilmistir.

37,8 -
37,6 -
37,4
37,2 A

37
36,8

Donugum (%)

0 5 10 15 20 25 30

toplam molekuler elek miktari ( mg )

Sekil 4.7. Sentez ortamina reaksiyon karisimmnin mL’si basina artan miktarlarda
eklenen molekller elegin fruktoz-stearat olusumu Uzerine etkisi. Reaksiyon
karisimimin ml’si basina icerigi; 0,06 mmol fruktoz, 0,06 mmol stearik asit, 50 mg
C.antarctica lipazi

Sekil 4.7de gorlldigt gibi  fruktoz-stearat olusumu reaksiyon ortanndaki
molekuler elek miktarindan etkilenmektedir. Belirlenen optimum sicaklik ve
reaksiyon siresinde, 0,06 mmol fruktoz, 0,06 mmol stearik asit, 50 mg C.antarctica
lipaz1 varliginda, optimum molekiler elek miktar1 reaksiyon karigiminin mL’si
basina 15 mg olarak belirlenmistir. Stearik asit donisumi ise C.antarctica
immobilize lipazinin kullanmldig: reaksiyonda % 37,6 olarak belirlenmistir.

4.2.5. Reaksiyon Ortamina Eklenen Su Miktari

Reaksiyon ortamindaki baglangic su miktarimin fruktoz-stearat  olusumu
Uzerine etkisinin incelenmesi amaciyla (reaksiyon kosullart karigimin her bir
mililitresinde 0,06 mmol fruktoz, 0,06 mmol stearik asit, 15 mg molekiler elek, 50
mg C.antarctica immobilize lipazi, 48 sa ve 55°C oldugunda) reaksiyon karisimina
%1 den % 10'a (v/v) kadar degisen oranlarda su eklenerek stearik asit donlstimunin
su miktarina bagli olarak degisimi incelenmis ve bulgular Sekil 4.8’ de verilmistir.
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Donuaglim (%)
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Sekil 4.8. t-butanol/DMSO ( 5/0,5 v/v ) icerisinde 55°C’'de 48 sa siire sonunda
reaksiyon ortamindaki baslangi¢ su miktarimin fruktoz-stearat olusumu tzerine etkisi.
Reaksiyon karigimimin mL’si basina igerigi; 0,06 mmol fruktoz, 0,06 mmol stearik
asit, 15 mg molekiler elek, 50 mg lipaz

Sekil 4.8 den goruldugl gibi reaksiyon ortamina %1’ den %10 a degisen oranlarda
su eklenerek sentez islemi yapildiginda stearik asit donistimtntn giderek azaldigi
ve reaksiyon ortamindaki su miktar1t % 4 oldugunda fruktoz-stearat olusmadigi
gozlenmistir.

4.2.6. M etal Tyonlary

Reaksiyon ortamina eklenen metal iyonlarimin fruktoz-stearat olusumu Uzerine
etkisini incelemek amaciyla, DMSO icerisinde ¢Ozeltileri hazirlanan ve reaksiyon
ortamindaki derisimi ImM olacak sekilde karisima eklenen metal tuzlarinin,

donisum Uzerine etkileri Cizelge 4.1’ de verilmistir.
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Cizelge 4.1. Metal iyonlarimin fruktoz-stearat olusumu Uzerine etkisi

Metal iyonu ( 1mM ) Donisim (%)
- (Kontrol) 100
Ca"” 1105
Mg*™ 106,3
Mn*? 100
Cu® 84,2
Hg™ 66,8

Cizelge 4.1'den goruldugl gibi stearik asit donisumi reaksiyon ortamina ilave
edilen metal iyonlarindan etkilenmektedir. Reaksiyon ortamina hi¢ metal iyonu
eklenmeden optimum kosullarda sentez yapildiginda en yiksek stearik asit
donusimi % 38 olarak belirlenmistir. Optimum kosullarda reaksiyon ortamina
derisimi 1mM olacak sekilde Ca™, Mg™, Mn*? Cu*? Hg* iyonlar1 eklendiginde
stearik asit donistimi sirasiyla % 42, 40, 38, 32 ve 25 olarak belirlenmistir. Cizelge
4.1 incelendiginde metal iyonu yoklugunda yapilan sentez sonucu elde edilen
dontsim % 100 olarak kabul edilmis olup, diger dontsumler de ayni sekilde %
olarak ifade edilmistir. Sonuclar incelendiginde Ca?, Mg*? iyonlarinin donistimii
arttirdigi, Mn*™? iyonunun doniistime bir etkisi olmadigi, Cu*? ve Hg*? iyonlarinin

stearik asit dontsumini azalttigi gozlenmistir.
4.2.7. Fruktoz/Stearik Asit Mol Oram

Enzimatik fruktoz stearat sentezi reaksiyon ortamindaki fruktoz/stearik asit
mol oranlar1 degistirilerek yapilmistir. Sentez islemleri fruktoz/stearik asit mol oran
reaksiyon karisimmin ml’si basina sirasiyla 0,06/0,06; 0,18/0,06; 0,3/0,06; 0,3/0,1;
0,3/0,2; 0,3/0,6 olmak Uizere optimum kosullarda gergeklestirilmistir. Immobilize
C.antarctica lipazimin her iki substratininda miktarlarindaki artis veya azalisin,
fruktoz-gtearat olusumu Uzerine etkisi Cizelge 4.2 ve Sekil 4.9'da verilmistir.
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Cizelge 4.2. t-butanol:DMSO igerisinde belirlenen optimum kosullarda
fruktoz/stearik asit mol oranminin stearik asit dontsumu Gzerine etkisi

Fruktoz/ Stearik asit Doénisim | Fruktoz-stearata Donisen
Oran (mmol/mmoal) (%) Stearik Asit Miktari
(mmol)
0,06/0,06 42 0,025
0,18/0,06 47 0,028
0,3/0,06 51 0,031
0,3/0,1 48 0,048
0,3/0,2 40 0,080
0,3/0,6 34 0,204

@
3

o

o

o
S

3]

o
L

e

5
8

\\’\.

Dontstim (%)
N
8 8
Donlsim (%)
Now

o o

|

.
15}
=
o
L

o

o

T T T T T T 1
0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7

o

0 0,05 01 015 02 025 03 035
toplam fruktoz miktari (mg) toplam stearik asit miktar1 (mg)

Sekil 4.9. Optimum reaksiyon kosullarinda sabit stearik asit miktarinda artan fruktoz
ve sabit fruktoz miktarinda artan stearik asit miktarlarinin fruktoz-searat olusumu
Uzerine etkisi

Cizelge 4.2 ve Sekil 4.9'da goruldigl gibi, sabit stearik asit miktarinda reaksiyon
ortamindaki fruktoz miktar1 arttirildigi zaman stearik asit dontisiminin % 42’ den %
51'e ciktigi gozlenmistir. Maksimum fruktoz miktar: belirlendikten sonra, bu
miktardaki fruktoz sabit tutularak bu kez stearik asit miktar: arttirilmistir, donisim
hesaplandiginda kullanilan stearik asitin % 34'Unun frutoz-stearata donUstlgu

gozlenmistir.
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4.3. TLC Analiz

Belirlenen optimum kosullarda sentez islemi yapilmis olup, reaksiyon
karisimindan alinan numune TLC plakaya uygulanmistir. Standart olarak fruktoz
kullanilmgtir. Y Uritme islemi tamamlanip, Ornekleri gorunir hale getirmek igin
gereken reaktifler kullanildiktan sonra elde edilen kromatogram Sekil 4.10'da
verilmistir.

Sekil 4.10. Fruktoz (F) ve sentez sonrasi reaksiyon karisimindan alinan érnege (O)
ait TLC kromatogram

Sekil 4.10'da goruldigu gibi standart olarak kullamlan fruktozun uygulandigi
bolgede tek bir bant olusmustur. Reaksiyon karisimindan alinan numunede ise iki
bant meydana gelmistir. Ornegin uygulandig: bolgede st kisimda meydana gelen
ikinci bandin fruktoz-stearattan ileri geldigi dustntlmektedir.
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4.4. Fruktoz-stearatin Saflastirilmas ve FT-IR Analizi

Fruktoz-gearatin saflastirilmas: oktadesil silan ile modifiye edilmis silika
kullanilarak paketlenmis (C18) flash kolon (gdzenek capr 60 A°, partikil boyutu 45
um) kullammuyla gergeklestirilmistir. Fruktoz-stearatin kolondan elue edilebilmesi
icin, yuratucu faz olarak kullanmlan metanol:kloroform:su (v/v/v) ¢dziict karigiminin
cesitli oranlar1 denenmis ve fruktoz-stearatin ayriminin gergeklestigi oran 1:1:0,25
(metanol:kloroform:su, v/v/v) olarak belirlenmistir. Sentezlenen fruktoz-stearatin
olusumunun dogrulanmasi igin kolon kromatografisi ile saflastirilan  maddenin IR
spektrumu ¢ekilmistir. Fruktoz-stearatin IR spektrumu Sekil 4.11' de verilmistir.
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Sekil 4.11. Sentezlenen fruktoz-stearatin IR spektrumu
Sekil 4.11’de gorildigii gibi 1733,49 cm™ de goriilen ve karbonil grubunun (C=0)

varligina isaret eden pik, ester olusumunu dogrulamustir. Ester varligim dogrulayan
diger bantlar; 3422,17 cm* (OH bag; icin); 2850,19-2918,00 cm™ (-CH, ve —CH3'ler

38



4. BULGULAR ve TARTISMA Pinar BASIM

icindeki C-H bagi icin); 1467,32 cm™ (-CH, ve —CHs icin); 1275,06 cm™* (C-O-C
gerilmesi icin), 1073 cm™ (C-O ester bag icin) ve 726,83 cm™ [ (CH), bagi icin ]
seklinde belirlenmistir.

4.5. Tartisma

Bu calismada birgcok kullamm alani bulunan seker esterlerinin serbest yag
asidi ve modifiye olmamis sekerlerin  kullammyla enzimatik sentezi
gerceklestirilmistir. Calismada fruktozun stearik asit esteri, disik su aktivitesi
ortaminda hidroliz yerine esterifikasyon ve transesterifikasyon reaksiyonlarini
meydana getirme egilimi gosteren lipaz enzimleri ( C.antarctica ve M.miehel
lipazlar1) kullanilarak gergeklestirilmistir.

Reaksiyon ¢ozlicusll olarak baslangicta iki farkli iyonik sivi kullamlmstir.
Ancak deneysel calismalar sonucunda bu iyonik swvilar icerisinde fruktozun
¢OzUnUrlGgunin dusidk oldugu gozlemlenmis ve eklenen fruktozun ¢ozinen miktar:
DNSA metodu kullanilarak belirlenmeye calisilmistir. Bu yontem uygulandiginda
kaynatma islemi sirasinda iyonik sivilar siyahimst bir renge dontsmustdr. Y apilan
yiksek orandaki seyreltme islemlerine ragmen okunan o6rneklerin absorbanslari
oldukca yUksek cikmustir ve fruktoz ile ¢izilmis olan standart grafikten iyonik sivilar
icerisinde ¢ozuinmiis olan fruktoz miktar: belirlenememistir. Iyonik sivilar icerisinde
¢Ozinmis olan fruktoz miktar1 spektrofotometrik yontemle belirlenemeyince
HPLC de deneme yapilmistir. Calismada kullamlan iyonik sivilarin  yuksek
viskoziteye sahip olmasi ve suyla yada diger organik ¢ozicllerle karisabilirliklerinin
oldukcga az olmasi sebebiyle, karisim HPLC cihazina enjekte edildiginde kolonun
tikandigr gozlenmistir. Her iki iyonik sivimin da HPLC'de kullanimlarinin uygun
olmachg1 saptanmustir. Iyonik sivilar icerisinde ¢Oziinen fruktoz —miktar:
belirlenemedigi icin sentez isleminin diger basamaklarina bu ¢dzuculer icerisinde
devam edilememistir. Sentez islemine toksik olmayan bir organik ¢ozici olan t-
butanol kullanilarak devam edilmistir. t-butanol yapisi itibariyle yiksek sterik etkiye
sahip oldugundan lipaz enzimi icin bir substrat olarak davranamaz ve lipaz enzimi bu
nedenle ¢ozlcl icerisinde oldukgca kararlidir (Oguntimein ve ark., 1993;
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Woudenberg-van Oosterom ve ark., 1996; Degn ve ark., 1999). Calismada karsilan
en blydk sorun, fruktozun t-butanol ortamindaki distik ¢ozUndrlGgl olmustur. Bu
nedenle fruktozun tamamen ¢oziinmesini saglayan DM SO, yardimci ¢6zict olarak
dustk miktarda reaksiyon ortamina eklenmistir. Ancak t-butanol ve DM SO yapilart
geregi birbirleriyle her oranda karismayan ve iki faz olusturan c¢oztcilerdir.
Calismada farkli oranlarda denemeler yapilarak t-butanol:DMSO c¢ozUculerinin
karisabildigi ve tek fazli gorinime sahip oldugu oran 5/0,5 (v/v) olarak optimize
edilmistir. Ferrer ve ark. (1999) laurik asit ve palmitik asit vinil esterlerini kullanarak
transesterifikasyonla 6-O-lauroilsiikroz ve 6-O-palmitoilsiikroz esterlerinin enzimatik
sentezini  2-metil-2-butanol:DMSO  (4:1, v/v) ¢ozicli karisim  igerisinde
gerceklestirmiglerdir. Degn ve Zimmermann (2001) farkli karbohidratlarin miristik
asit esterlerinin lipaz katalizli sentezini % 2 oramnda DM SO igeren t-butanol:piridin
(55:45, viv) ¢oziucu karisimi icerisinde gerceklestirmislerdir. Reyes-duarte ve ark.
(2004) slikroz pamitatin C.antarctica B (Novozym 435) immobilize lipazi
katalizOrliglinde sentezini 2-metil-2-butanol:DM SO (85:15, v/v) ¢Ozuict karisiminda
gerceklestirmislerdir.

Fruktoz-gearat sentezi ile ilgili cok az literatire rastlanmistir (Schlotterbeck
ve ark., 1993., Oguntimein ve ark., 1993). Bu literatirlerde sekerlerin organik ¢ozict
ortaminda ¢ozUndrlGguni arttirabilmek amaciyla organoboronik asit kullanimistir.
Organoboronik asitlerin karbohidratlarla geri donusimli kondensasyon Grini olan
karbohidrat-boronat kompleksinin organik ¢ozlcller icerisinde ¢ozinebilen bir
kompleks oldugu ve karbohidratlarin organik ¢ozuculerdeki zayif ¢ozinurltkleri
problemini ortadan kaldirdig: literattirde bildirilmistir (Kennedy ve ark. 2006)
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Sekil 4.12. Fenilboronik asit varliginda fruktoz-stearat sentezi

Schlotterbeck ve ark. (1993), fruktozun stearik asit esterini hekzan igerisinde
ticari immobilize lipaz olan M.miehel (Lipozyme IM 60) enzimi katalizOrlugiinde
gerceklestirmiglerdir. Fruktozun hekzan igerisindeki ¢Ozunurligint  arttirmak
amaciyla reaksiyon ortamina fenilboronik asit eklemislerdir. Fenilboronik asitin
ortamda fazla miktarda bulunmasi halinde lipaz enzimini inhibe ettigini
bildirmislerdir. Fenilboronik asit/fruktoz molar oranim optimize etmis ve 1,5/1
olarak belirlemiglerdir. Sentez isleminde fruktoz/stearik asit molar oram 3/1
oldugunda maksimum donisimt % 40 olarak gbzlemlediklerini rapor etmislerdir.

Oguntimein ve ark. (1993), fruktoz ve glukozun stearik asit esterlerini t-
butanol igerisinde Candida sp. (SP 382) ve M.miehel (Lipozyme TM 20) immobilize
lipazlarim kullanarak sentezlemislerdir. M.miehel (20 mg lipaz/mL t-butanol) ile
fruktoz-gearat1 % 8,9, glukoz-stearat1 % 5,3; Candida sp. (20 mg lipaz/mL t-butanol)
ile fruktoz-dearat1i % 8,6 ve glukoz-stearat1 % 4,3 verimle elde etmislerdir.
Orneklerin kantitatif analizini HPLC’ de C18 kolonu ile metanol:asetik asit (99,7:0,3
v/v) hareketli fazini kullanarak 20°C’de, 1,0mL/dk akis hizinda gerceklestirmis ve
hesaplamada standart olarak kullandiklar1 stearik asite ait pik alanlarindan
yararlanmiglardir. Calismamizda fruktoz-stearat olusumu benzer sekilde HPLC' de
C18 kolonunda stearik asitin vermis oldugu pik alamindaki azalmadan yararlanilarak
takip edilmistir. Hareketli faz olarak literatirde (Oguntimein ve ark., 1993)
bildirildigi gibi metanol:asetik asit (99,7/0,3 v/v) de denenmistir ancak bu ¢oziicl
karisim igerisinde stearik asitin ¢ozunmedigi gozlenmistir. Stearik asitin kolonda
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cokmemesi, reaksiyon ortaminda yeterince ¢ozlinebilmesi amaciyla kloroform
kullamlmis olup, ayni sekilde ortamdaki sekerinde c¢OzUnurlGgind arttirabilmek
amaciyla hareketli faz icerisinde dusuk bir ylzdeyle su  kullamlmstir
(metanol/kloroformv/su, 2/1/0,8 v/viv). Reaksiyon karisiminda yer alan maddelerin
kolondan cikis siralar1 literatiirle uyumlu olarak sirasiyla fruktoz stearat ve stearik
asit seklinde olmustur. Yapmis oldugumuz calisma bir ters faz kromatografidir.
Durgun faz apolar, hareketli faz polar 0zelliktedir. Bu yizden stearik asit, fruktoz-
stearata oranla daha apolar oldugu icin kolonda daha uzun siire alikonacak ve ¢ikis
siresi daha ge¢ olacaktir. Fruktoz-stearat ve stearik asitin alikonma zamanlari
sirastyla 10. ve 17,5. dk. olarak belirlenmistir.

Optimizasyon calismalarinda ilk olarak sicaklik optimize edilmistir (Sekil
4.4). 45°C’de dustk bir dontsim gozlemlenmis, sicaklik 45°C’den 55°C’'ye
arttinldiginda stearik asit dontstiminin C.antarctica enzimi igin % 3,4’ten % 8,3'e,
Mucor miehel enzimi icin ise % 2,1'den % 3,6'ya yukseldigi gbzlenmistir. Stearik
asit dontsimi her iki enzim icin de 60 ve 65°C’ de hizla azalmistir. Bu durum,
yiksek reaksiyon sicakliklarinda enzim stabilitesindeki azalma ile aciklanabilir. Her
iki lipaz enzimi icin de optimum reaksiyon sicakhigi 55°C olarak belirlenmistir.
Calismada stearik asit donUsUminin zamana bagli olarak degisimi incelenmistir
(Sekil 4.5). C.antarctica enzimi ile 48 sa reaksiyon sliresi sonunda fruktoz-stearata
donusen stearik asit miktarinda artis gozlenmistir. Reaksiyon siiresi 48 saatten fazla
oldugunda stearik asit dontsiminde azalma gozlenmistir. Bu durumun, olusan
fruktoz-gearatin  hidrolizinden kaynaklandigi dustnulmastar. Cunkd reaksiyon
urinleri su ve fruktoz-stearattir. Olusan su varliginda lipaz enzimi hidrolaz
aktivitesini gostermekte ve olusan fruktoz-stearatin hidrolizi gergeklesmektedir. Bu
durum reaksiyon termodinamik dengeye ulasincaya dek devam eder ve bu denge
tamamen olusan Urtnlerin konsantrasyonlariyla iliskilidir. M.miehel enzimi ile
yapilan calismada ise reaksiyon siresindeki degisimin fruktoz-stearat olusumu
Uzerine pek fazla bir etkisinin olmadig1 gozlenmistir.

Stearik asit donlsuimu Uzerine enzim miktarinin etkisi incelenmistir (Sekil
4.6). Reaksiyon karisimumin ml’si bagina 10 mg'dan 100 mg'a kadar artan
miktarlarda lipaz eklenerek yapilan sentez islemlerinde, stearik asit donistimundeki

42



4. BULGULAR ve TARTISMA Pinar BASIM

artis 50 mg enzime kadar dogru orantili olarak artmustir. Ancak daha yiksek enzim
miktarlarinda stearik asit donisiminde azalma gézlenmistir. Bu durumun sebebi,
sentez sirasinda agiga ¢ikan suyun reaksiyon ortamindaki miktarinin artmasi olarak
disUnUlmastdr. Su, geri donusumli esterifikasyon reaksiyonunun Grinlerinden
biridir ve reaksiyonun hidroliz yéntine kaymasina sebep olur. Bu durum Urtin haline
donusen stearik asit miktarint azaltir. En yiksek stearik asit donistimt C.antarctica
enzimi ile % 37 olarak, M.miehei enzimi ile ise % 8,3 olarak elde edilmistir.
M.miehei enzimi ile yiksek enzim konsantrasyonunda dahi anlaml1 bir dontsim elde
edilemedigi icin calismaya C.antarctica enzimi ile devam edilmistir. Sabeder ve ark.
(2006) fruktoz pamitatin enzimatik sentezini 2-metil-2-bitanol ortaminda
sentezlemislerdir. Sentez islemlerini reaksiyon ortamina substratlarin miktarlarinin %
8'inden % 20'sine  (w/w) kadar degisen oranlarda enzim ekleyerek
gerceklestirmislerdir. Ezim miktar1 % 12 oramnda eklendiginde donistimin arttigini,
ancak daha yuksek miktarlarda enzim eklediklerinde donisuimin giderek azaldigin
bildirmislerdir. Reaksiyon ortamindaki lipaz konsantrasyonunun artmasinin, sentez
Urdnlerinden biri olan suyun artmasina neden oldugu ve olusan suyun da geri
donisumlii  olan esterifikasyon reaksiyonunu hidroliz  yonine kaydirdigini
bildirmiglerdir.

Esterifikasyon siresince agiga ¢ikan suyun, reaksiyon ortamindan
uzaklastirilabilmesi amaciyla karisimin mL’si basina 10, 15, 20 ve 25 mg molekiler
elek eklenmesiyle sentez islemi gergeklestirilmistir (Sekil 4.7). 15 mg molekuler elek
eklenmesiyle stearik asit dontsiminde ¢ok kiguk bir artis gozlenmis ancak artan
molekiler elek miktarlarinda stearik asit donistimiinde azalma belirlenmistir. Lipaz
enzimi distk su ortaminda yada tamamen susuz ortamda esterifikasyon aktivitesi
gobstermektedir, ancak bunun igin ¢ok az da olsa (% 1-2) suya ihtiyag duymaktadr.
Ortama eklenen molekiler elegin fazlasi, lipazin aktivite gostermesi icin gereken
suyun tamaminm uzaklastirmakta ve dolayisiyla enzimin aktivitesinde azalma
meydana gel mektedir.

Lipaz enzimlerinin esterifikasyon aktivitelerinin, reaksiyon ortamindaki ¢ok
dustk su miktarlarinda arttig: literattrde bildirilmistir (Tsitsimpikou ve ark., 1998).
Bu amagla sentez islemi, reaksiyon karisimi % 1'den % 10'a kadar degisen
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miktarlarda su igerecek sekilde gergeklestirilmistir (Sekil 4.8). Ancak reaksiyon
karisimindaki su ytizdesi % O'dan % 4’e ciktiginda stearik asit dontsimi hizla
azalmis ve % 4'ten itibaren artik donlisum gozlenmemistir. Tsuzuki ve ark. (1999)
susuz hekzan ortaminda ve %1 oraminda su iceren hekzan ortaminda, didodesil
glutamat ile modifiye ettikleri Pseudomonas sp. lipazint kullanarak glukozun
palmitik asit esterini sentezlemislerdir. Ancak reaksiyon ortamina eklenen suyun,
ardin igin inhibitor etki gosterdigini bildirmislerdir. Lee ve ark. (2007), iyonik swvilar
icerisinde glukozun vinil laurat ile lipaz katalizli transesterifikasyonunda, reaksiyon
ortamindaki su miktarinin Uriin olusumu Uzerine etkisini arastirmislardir. ITyonik
sivilar icerisindeki su miktarimn, donistimt hizla distrdigini bildirmisler ve bu
durumu ortamdaki suyun, lipaz enziminin esterifikasyon aktivitesini azaltmasiyla
aciklamiglardir. Calismamizda, reaksiyon ortamindaki su varliginin stearik asit
donsimint  azaltmast nedeniyle sonraki islem basamaklari su eklenmeden
gerceklestirilmistir.

Metal iyonlarinin lipazin hidrolitik aktivitesi tzerine etkisinin incelendigi pek
cok calisma bulunmakla (Saeed ve ark., 2005; Okamoto ve ark., 2006; Liu ve ark.,
2008) beraber esterifikasyon aktivitesi Uzerine etkisi incelenmemistir. Calismamizda
cesitli metal iyonlarimin (Ca?, Cu*?, Mg, Mn*? ve Hg'®), lipaz enziminin
esterifikasyon aktivitesi Uzerine etkisi incelenmistir (Cizelge 4.1). Lipaz enziminin
Cu™® varhginda aktivitesinin yaklasik % 15'ini, Hg" varliginda ise aktivitesinin
yaklasik % 35ini kaybettigi belirlenmistir. Bu metal iyonlarimn enzimin
konformasyonunu  degistirmis olabilecegi dolayisiyla enzimi inhibe ettigi
sdylenebilir. Mn™ iyonunun enzim aktivitesi Uzerine bir etkisi goriilmemekle
birlikte, Ca"™ ve Mg*? iyonlarinin sirasiyla % 10,5 ve % 6,3 oranlarinda arttirdig:
gozlenmistir.

Lipaz katalizli fruktoz-stearat sentezi farkli mol oranlarinda fruktoz/stearik
asit kullanilarak gerceklestirilmistir (Cizelge 4.2, Sekil 4.9). Reaksiyon ortamindaki
stearik asit miktar: sabit tutularak fruktoz miktar: arttirilnus ve fruktoz/stearik asit
mol oran 0,3/0,06 oldugunda donitisim % 51 olarak hesaplanmistir. Fruktoz miktari
daha fazla arttirilamamistir, gunki fruktozun ¢dzinmesini saglayan DM SO’ nun
reaksiyon karisiminda kullanilan miktar1 (0,5 mL) igerisinde fruktozun daha yiksek
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miktarlart ¢ozinmemistir. t-butanol:DMSO karisimindaki 5/0,5 (v/v) oramindan
ayrilip fruktozu ¢ozebilmek amaciyla DM SO miktar1 arttirildiginda bu kez t-butanol
ve DMSO'in iki fazli bir sistem olusturdugu gozlenmistir. Bu ylzden fruktoz miktar
mL ¢6zict basina 0,3 mmol’de sabit tutulmus ve stearik asit miktarimn etkisini
inceleyebilmek amaciyla ortamdaki stearik asit miktarr arttirilmistir. Stearik asit
miktar: arttikga, donisiim giderek azalmis ve donlsim % 34 olarak belirlenmistir.
Olusan Uriin bazinda bakildiginda fruktoz/stearik asit mol oran 0,3/0,06 oldugunda
doéntsim % 51 olarak gerceklesmis ve kullanilan stearik asitin 0,031 mmoli fruktoz-
stearata donismuisttr. Fruktoz/stearik asit mol oram 0,3/0,6 oldugunda donistim %
34 olarak gerceklesmis ve kullamlan stearik asitin 0,204 mmolu fruktoz-stearata
donUsmstir. % 34’10k verime bakildiginda olusan fruktoz-stearat miktart % 51’lik
doéntstime gore daha fazladir. Ancak sabit stearik asit miktarinda verim incelenecek
olursa; 0,3/0,06 oramt 10 kat arttirilarak 3/0,6 oramt kullamildiginda 0,6 mmol yag
asidinin olusturacag: fruktoz-stearat miktari 0,31 mmol olarak belirlenir. Yani ayni
miktardaki stearik asit ile, ortamda bulunan fruktozun farkli miktarlar1 igin elde
edilen fruktoz-stearat miktarlar1 farkli gorinmektedir ve fruktozun stearik asite gore
mol bakimindan fazla bulundugu ortamda daha fazla fruktoz-stearat elde edildigi
gozlenmektedir.

Calismamizda kullanilan TLC plakasi, silika dolgu maddesine sahip bir
tabakadir. Dolgu maddesi polar karakterlidir ve polar olan bilesenler tabaka Uzerinde
daha uzun sire alikonur. Calismada yUritict faz olarak, dolgu maddesine oranla
daha apolar 0Ozellikte olan toluen:etilasetat:metanol:su  (10:5:4,5:0,4 Vv:viviv)
kullanilmgtir.  Ydratme isleminden sonra standart olarak kullamlan fruktozun
uygulandigi bolgede tek bant gozlenirken, reaksiyon karisimindan alinan numunenin
uygulandig1 boélgede iki bant meydana gelmistir. Numune icerisinde reaksiyona
girmeden kalan fruktoz, reaksiyona girmeden kalan stearik asit ve olusan fruktoz-
stearat bulunmaktadir. Ornek kismi incelendigi zaman fruktoz ile ayni: noktada gelen
bant reaksiyon ortamindaki reaksiyona girmeden kalan fruktoza aittir. ikinci bandin
ise fruktoz-searata ait oldugu dustnulmektedir. Polariteleri gbz dntine alindiginda

fruktozun silika tabaka Uzerinde fruktoz-searata oranla daha fazla tutunacagi
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soylenebilir. Calisma sonucunda 6rnek igerisinde fruktozdan daha ileride ¢ikan bir
bant gozlenmistir ve bu bandin fruktoz-stearata ait oldugu distintlmektedir.

Sentezlenen fruktoz-stearatin saflastirilabilmesi amaciyla ¢alismamizda kolon
kromatografisinden yararlamilmistir. Oktadesil silan ile modifiye edilmis silika
kullanilarak paketlenmis C18 flash kolonu yardimiyla metanol:kloroform:su
(2:1:0,25 viviv) gozict karisimu ile fruktoz-stearat saflastirilmistir. Fruktoz-stearatin
varligi toplanan fraksiyonlardan kalitatif tayin yontemi olan molisch testi ile
dogrulanmustir. Elde edilen esterin varligim dogrulayabilmek amaciyla, 6rnegin IR
spektrumu cekilmistir (Sekil 4.11). Spektrumda yer alan 1733 cm™ de yer alan ve
karbonil grubunun (C=0) varligim bildiren pik ester olusumunu dogrulamustir.
Rahman ve ark. (2000) calismalarinda sentezledikleri fruktoz esterinin olusumunu IR
spektroskopisiyle belirlemislerdir. Yaptiklart calismada ester bagi olusumu
neticesinde gozlenen absorbsiyon bantlar;; 3381-3407 cm™ (OH bag: icin), 2851-
2919 cm™ (-CH, ve —CHs'ler icindeki C-H bag icin), 1735 cm™ ( C=0, ester bag:
icin ), 1468 cm™ ( -CH, ve —CH3 ), 1055-1083 cm* ( C-O, ester bag: icin ) ve 723
cm™ [ (CH), bagi icin | olarak rapor edilmistir. Bu degerler sentezlemis oldugumuz
fruktoz-gearatin IR’ sinde gozlenen degerlerle uyum igindedir.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

5.1. Sonuglar

1) M.miehei lipaz1 ile yapilan sentez islemlerinde verimin % 3,6 olarak elde

2)

3)

4)

5)

dildigi optimum sicaklik 55°C olarak belirlenmistir. Reaksiyon siresi 48
saate gikarildiginda ve enzim miktar: 5 kat arttirildiginda M.miehei ile yapilan
sentezde fruktoz-searat veriminde anlamli bir degisme gbzlenmemistir.
C.antarctica ile yapilan sentezde optimum sicaklik 55°C, optimum reaksiyon
siiresi 48 saat, optimum enzim miktari reaksiyon karisiminin mL’si basina 50
mg olarak belirlenmis olup fruktoz stearat verimi % 37 olarak elde edilmistir.
Sonug olarak ester sentezinde C.antarctica enziminin kullammimin M.miehel
kullanimina gore daha uygun oldugu soylenehilir.

C.antarctica enzimi kullamlan reaksiyonda optimum molekiler elek miktari
reaksiyon karisiminin mL’si basina 15 mg olarak belirlenmistir. Optimum
kosullarda 1mM Ca'? iceren t-butanol:DMSO ¢oziicti karisiminda
dontsimin % 42'ye ciktigi bulunmustur. Belirlenen optimum kosullarda
fruktoz/stearik asit mol oram 0,3/0,06 olarak kullamldiginda, fruktoz-stearat
veriminin % 42’ den % 51’ e arttig1 saptanmustur.

Sentez sonrasinda o6rnegin HPLC'de analizi yapildiginda elde edilen
kromatogramda (Sekil 4.3) 17,5.dk’da gelen stearik asit pikine ilaveten
alikonma siresi 10.dk olan yeni bir pikin varlig1 fruktoz-stearat sentezinin
gerceklestigi fikrini vermistir.

Silika dolgu maddesine sahip TLC plaka Uzerinde ydritilen 6rnek ve
standart fruktoza ait bantlar incelendiginde; standart fruktoz kisminda tek
bant olusurken ornek yuritulen kisimda iki bant meydana gelmistir. Ornek
kismindaki banlardan birisi standart fruktoz ile aym noktada gelen,
reaksiyona girmeden kalan fruktoza aittir. Daha ileride gelen 2. bant ile
fruktoz-searat varlig: belirlenmistir.

Fruktoz-stearat, kolon kromatografisi ile metanol:kloroform:su (1:1:0,25
v/Iviv) ¢ozicl karisimi kullamilarak saf olarak elde edilmistir. Saflastirilan
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fruktoz-gearatin IR spektrumu alinmistir. IR spektrumu incelendiginde ester
varligini dogrulayan karbonil grubuna ait (C=0) 1733,49 cm™ deki pik ile
fruktoz-gearat varligi saptanmstir.

6) Sentezlenen fruktoz-stearatin varligi sirasiyla; titrimetrik olarak, HPLC, TLC
ve FT-IR’de alinan verilerle desteklenmistir.

5.2. Oneriler

1) Endustrideki kullanimlarina bagli olarak farkli seker ve farkli zincir
uzunlugundaki yag asitlerinin esterleri sentezlenehbilir.

2) Elde edilen seker yag asidi esterlerinin bazi siirfaktan ozellikleri ( kritik micel
derisimi, emulsiyon kararlilig1, sabunlasma sayisi ) ve antibakteriyel etkileri

arastirilabilir.
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