1. GIRIS

Giliniimiizde enantiyomerikce saf bilesiklerin elde edilmesi ila¢ endiistrisi basta olmak
izere, zirai kimyasallar (insektisit, herbisit, fungisit), gida ve parfiim endiistrisi igin
oldukca onemlidir. Optik¢e aktif {iriinlere ilginin baslica nedeni enantiyomerlerin farkli
biyolojik aktiviteler sergilemesidir. Ilaclarda enantiyomerlerden biri istenen aktiviteye
sahipken, diger enantiyomer farkli ve ¢ogu zaman zararli farmakolojik 6zelliklere sahiptir
(Ong et al. 2006). Rasemik karisimlarda enantiyomerler c¢ok farkli etkiler
gosterebilmektedir. Istenen aktiviteyi saglamada inaktif olan enantiyomer ciddi yan etkiler
gosterirken, bir arada bulunan iki enantiyomer birbirlerinden bagimsiz olarak farkli tedavi
etkisine sahip olabilmekte ya da her iki enantiyomerin bir arada bulunmasi tedavi igin

avantaj saglayabilmektedir (Sheldon 1993).

1992 yilinda A.B.D. Gida ve ilag Dairesi (FDA) ve Avrupa Komisyonu tescilli ilag
tirlinleri i¢in rasemik karisim seklinde satilan tiim ilaglarda varolan her iki enantiyomerin
tanimlanmasini ve arastirilmasini istemistir. Boylece ilaglarin rasemat seklinde iiretimine
son verilmeye baslanmistir (www.biorefining.com/pdf/PharmaChemSept2003.pdf). Kiral
bilesiklerin enantiyose¢imli sentezi kimya endiistrisinde giderek Onem kazanmaktadir.
1995 yilinda tedavi edicilerin toplam satis tutar1 150 milyon $ olarak belirtilmis ve bu
miktarin 60 milyon $’m1 kiral bilesiklerin olusturdugu tahmin edilmistir. Amoksisilin
(antibiyotik), kaptopril (anjiotensin) ve eritropoietin (eritrosit tiretimini stimiile eden bir
biiyiime faktorii) gibi kiral ilaglarin mevcut satis hacmi 1 milyon $ asmaktadir (Jaeger and

Reetz 1998).

Asimetrik sentezdeki etkileyici gelismelere ragmen, saf enantiyomerlerin endiistriyel
sentezi i¢in baglica liretim yOdntemi rasematlarin rezoliisyonudur (Ghanem and Aboul-
Enein 2004). Rasematlarin rezollisyonu, kristalizasyon, kinetik rezoliisyon ve dinamik
kinetik rezoliisyon yontemleri ile gerceklestirilir. Bu yontemler arasinda kinetik rezoliisyon
en ¢ok tercih edilenidir. Kinetik rezoliisyon bir kiral ajan varliginda enantiyomerlerin farkl
hizlarda tepkime vermesine dayanir. Bu kiral ajan bir biyokatalizér (enzim yada
mikroorganizma) veya bir kemokatalizor (kiral asit veya baz,bir kiral metal kompleksi)
olabilir. Rasemik bilesiklerin kinetik rezoliisyonunda en ¢ok kullanilan enzim lipaz

enzimidir (Ghanem and Aboul-Enein 2004).



Kinetik rezoliisyon tepkimelerinde farkli agil vericiler kullanilabilir. Agil verici olarak
esterlerin kullanildig1 tepkimelere transesterlesme tepkimeleri adi verilirken, serbest
asitlerin kullanildig1 tepkimelere esterlesme tepkimeleri denilmektedir. Serbest asitler
kimyasal olarak daha kararli, daha az toksik, daha ucuz olmalar1 ve kolayca bulunmalari
nedeniyle esterlesme tepkimelerinde acil verici olarak kullanilirlar. Baz1 sekonder
alkollerin enantiyomerleri, serbest yag asitleri ile esterlesme tepkimesiyle c¢oziiciisiiz

sistemde diisiik basing altinda etkili bir sekilde ayrilir (Irimescu et al. 2004).

Enzim katalizli tepkimelerde enantiyomerik asirilik (ee) ve enantiyomerik oran (E) olmak
tizere iki 6onemli kavram vardir. Herhangi bir bilesigin enantiyomerik saflig1 enantiyomerik
asirilik terimi ile ifade edilir. Enantiyomerik oran degeri (E) ise enantiyosec¢imliligi ifade
eder. Enantiyose¢cimli olmayan tepkimelerde E degeri “1” iken, kabul edilebilir bir

rezoliisyon i¢in E degeri 20’den biiyiik olmalidir (Ghanem and Aboul-Enein 2004).

Enantiyomerik safliktaki kiral alkoller pek ¢ok farmakolojik iiriiniin ¢ikis maddesidir.
Sekonder alkol olan 1-fenil 1-propanol tiirevleri ila¢ etken maddesi olarak farmasotik
sanayinde genis kullanim alanlarina sahiptir. (-)-Efedrin HCI ticari adiyla bilinen bir tiirevi
(1R,2S-2-metilamino-1-fenil-1-propanol  hidrokloriir)  bronsagici  ilaglar  grubuna
girmektedir (www.pharma-solutions.basf.com). Bu ilaglar astim, bronsit ve akciger ile
ilgili hastaliklarin  tedavisinde kullanilmaktadir. (+)-Pseudoefedrin HCI (1S,2S-2-
metilamino-1-fenil-1-propanol hidrokloriir) ise Efedrin’in diastereomeridir. Genelikle
antihistamin, parasetamol ve ibuprofen iceren karisimlarda bulunur ve “Sudafed” adiyla
taninmaktadir (http://en.wikipedia.org/wiki/Pseudoephedrine). 1-fenil 1-propanoliin diger
bir tiirevi olan PDMP (D-threo 1-fenil-2-dekanoyilamino-3-morfolino 1-propanol) kanser
tedavisinde kullanilmaktadir (Inokucki ef al. 1987). Rasemik 1-fenilpropanol ise koleretik
(karacigerin safra liretimini arttiran ajan) bir ila¢ olarak kullanilmaktadir. Bu kimyasalin
(R)-izomeri ise optikce aktif 1-kloro-1-fenilpropan sentezinde ve terpenlerin

hazirlanmasinda kullanilmaktadir (Uzura et al. 2001).



Literatiirde rasemik bilesiklerin kinetik rezoliisyon c¢alismalarinda biyokatalizor olarak
kullanilan lipaz kaynaginin ve miktarmin, agil verici tiiriiniin, substrat konsantrasyonun,
organik c¢ozilicii tiirli ve ¢oziicii polaritesinin ve tepkime sicakliginin tepkimenin
enentiyomerik asiriligini ve enantiyosec¢imliligini etkiledigi goriilmiistiir. Ayrica literatiirde
optikge aktif bilesiklerin elde edilmesinde biyokatalizor olarak mikroorganizmalarin
(whole cell) kullanildig1 caligmalara da rastlamak miimkiindiir. Saf enzim fiyatlarinin
pahali olusu, enzim saflastirma islemlerinin uzun zaman almasi ve maliyet gerektiren bir
islem olmasi1 ve bazi enzimlerin koenzime ihtiya¢ duymasi nedeniyle mikrobiyal hiicreler

ile biyotransformasyon daha avantajlidir.

Bu c¢alismada sekonder bir alkol olan rasemik 1-fenil 1-propanoliin lipaz enzimi
katalizorliigiinde esterlesme tepkimesi ile enantiyomerik saflikta elde edilmesi
amaglanmistir (Sekil 1.1). Rasemik 1-fenil 1-propanoliin kinetik rezoliisyonuna enzim tiirii
ve miktari, a¢il verici ve ¢oziicii tiirti, acil verici/alkol mol orani, molekiiler elek miktar1 ve
sicaklik gibi parametrelerin etkisi incelenmis, en yiiksek enantiyomerik asirilik degerini
verecek uygun kosullar belirlenmeye calisilmistir. Daha sonraki ¢alismalarda ise rasemik
1-fenil 1-propanoliin kinetik rezoliisyon deneylerinde, en iyi sonuglari veren enzim

kaynag1 mikroorganizma iiretilmis ve biyokatalizor olarak kullanilmistir.
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Sekil 1.1 Rasemik 1-fenil 1- propanoliin esterlesme tepkimesiyle kinetik rezoliisyonu



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1 Stereokimya
Dogada 6zellikle de canli organizmalarda meydana gelen kimyasal olaylar molekiiller arasi

tic boyutlu iligkilerden etkilenir. Atomlarin ve molekiillerin uzaysal (li¢ boyutlu)

diizenlenmeleri ile ilgili caligmalar stereokimya olarak adlandirilir.

2.1.1 Kiralite

Kiral sozciligli Yunanca’da el anlamina gelen chiros kelimesinden gelmektedir. Ayna

goriintiisii ile iist liste cakismayan nesne ya da molekiiller kiral olarak tanimlanir (Sekil
2.1). Ayna goriintiisii ile iist liste ¢akisan nesne kiral olmayip akiraldir. Bir akiral nesne ya
da molekiil kendi ayna goriintiisii ile aymidir (Sekil 2.2). Kiralite olgusu canli sistemlerde

yaygindir. Aminoasitler, niikleik asitler, lipitler, karbonhidratlar, metabolik arabilesikler ve

diger birgok biyomolekiil kiraldir (Nejem 2004).

Sekil 2.1 Kiral objeler ve ayna goriintiileri ~ Sekil 2.2 Akiral objeler ve ayna gériintiileri




2.1.2 Stereojenik merkez

Kiral molekiiller, tizerlerinde dort farkli atom yada grubun bagli oldugu, stereojenik
merkez olarak adlandirillan en az bir karbon atomu igerirler. Stereojenik merkez ayrica

kiral merkez, asimetrik merkez ve stereomerkez olarak da adlandirilir (Sekil 2.3).

W /Stereojenik merkez
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Sekil 2.3 Kiral molekiilde stereojenik merkez

2.1.3 Molekiiler kirallik ve enantiyomerler

Bir nesne ya da molekiill ile onun ayna goriintiisii olan ve {ist iiste c¢akigsmayan
stereoizomerlere enantiyomerler denir (Sekil 2.4). Stereoizomer terimi, ayni yapiya sahip
ancak atomlarin uzaydaki diizenlenmeleri farkli molekiilleri ifade eder. Enantiyomer
sOzciigli Yunanca karsi-zit anlamindaki enantios ve parca anlamina gelen meros

kelimelerinden olusur (Burke and Henderson 2002).

p-Alanine L-Alanine
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Sekil 2.4 Alanin aminoasidinin enantiyomerleri



2.1.4 Kiral molekiillerde optik¢e aktiflik

Organik stereokimyanin esaslar1 Jacobus van’t Hoff ve Charles Le Bel tarafindan
birbirlerinden bagimsiz olarak 1874 yilinda belirlenmistir. Van’t ve Le Bel’e ayn1 yapidaki
molekiillerin uzaydaki diizenlenmelerinin farkli olabilecegi fikrini veren deneysel
gercekler optikge aktiflik olarak adlandirilan fiziksel bir 6zellikle ilgilidir. Optikg¢e aktiflik,
kiral bir molekiiliin polarize olmus 15181n polarizasyon diizlemini ¢evirme yetenegidir. Bir

kiral molekiiliin her bir enantiyomeri optik¢e aktiflik gosterir.

Isik kaynagindan ¢ikan bir 151k demeti polarizor denen bir alet igerisinden gegirilerek 151k
dalgalarinin yalnizca bir diizlem {izerine titresmesi saglanir. Bu 1sikta diizlem polarize 151k
olarak adlandirilir. Kiral bir maddenin tek bir enantiyomerini igceren bir ¢ozelti igerisinden
diizlem polarize olmus 151k demeti geg¢irildiginde bu 151811, polarizasyon diizlemini o agis1
kadar saga ya da sola ¢evirdigi gozlenir (Sekil 2.5). Optikg¢e aktiflikten kastedilen iste bu
cevirmedir. Bir maddenin optikge aktifligi 6zgiil ¢cevirme olarak ifade edilir ve [o] sembolii

ile gosterilir (Atkins and Carey 1997).
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Sekil 2.5 Enantiyomerlerin polarize 151k diizlemini ¢evirmeleri



Bir kiral bilesigin enantiyomerlerinden her biri diizlem polarize 1s181n polarizasyon
diizlemini esit miktarda ama zit yonlii cevirirler. Ornegin bir kiral maddenin bir
enantiyomeri [a] =+37 ° lik bir ¢evirme gosteriyor ise diger enantiyomer [o] =-37 ° lik
0zgil ¢evirme gosterir. Isik kaynagina dogru bakildiginda saga ¢evrilme (saat yoniinde) (+)

ile , sola ¢evrilme ise (-) olarak ifade edilir.

Kiral bir bilesigin esit miktardaki iki enantiyomerini bir arada igeren bir karistm herhangi
bir optik ¢evirme gostermez (0=0). Ciinkii her bir enantiyomerin pozitif ve negatif
cevirmeleri birbirini yok eder. Bir kiral bilesigin enantiyomerlerinden esit miktarda iceren
karisim rasemik karigim olarak adlandirilir ve herhangi bir optikge aktiflik gostermez.
Akiral molekiillerde optikge aktiflik gostermez. Bir maddenin optikge aktiflik
gosterebilmesi icin madde kiral olmali ve enantiyomerlerden birinin miktar1 digerinden

fazla olmalidir.

2.1.5 Kiral molekiillerin gosterimi (Adlandirilmasi)

Bir molekiiliin iki enantiyomeri en iyi sekilde onlarin mutlak konfigiirasyonlar1 ya da optik
cevirmeleri temel almarak tanimlanir. Kiral bir molekiiliin konfiglirasyonu stereojenik
merkeze bagli dort farkli grubun uzaysal diizenlenmesiyle gosterilir. Mutlak konfigiirasyon
iki enantiyomerin ayirt edilmesini saglar ve onlarin kiralitesini tanimlar. En yaygin olarak
kullanilan gdsterimler L- ve D- gosterimi, R- ve S- gosterimi, (-) ve (+) gosterimidir

(Nejem 2004).

2.1.5.1 D ve L gosterimi

Bu konfigiirasyon 19. yiizyil sonlarinda Alman kimyager Emil Fischer tarafindan optikge
aktif bilesikleri gostermek i¢in gelistirilmistir. Fisher iz diistim formiilii olarak adlandirilan
bu yontem molekiillerin {i¢ boyutlu gosterimi yerine iki boyut igerisinde gosterilmesidir.
Stereojenik merkeze baglh dort farkli grup igeren kiral bir molekiiliin kagit diizlemine iz
diisiimii alinirsa merkezde stereojenik karbon atomu bulunan bir art1 isareti elde edilir.
Kiral karbon atomunun saginda ve solunda yer alan iki grup kagit diizleminden disar
dogru yonelen baglari, kiral karbon atomunun {iistiinde ve altinda yer alan gruplar ise kagit

diizleminin arkasinda kalan baglar1 gosterir.



Dekstrorotatori ve levorotatori sekilleri iki enantiyomerin ayirt edilmesinde kullanilir.
Gliseraldehit en kiigiik kiral karbonhidrat olup, Fischer tarafindan kullanilan standart

ornektir. Sekil 2.6’de gliseraldehitin enantiyomerleri gosterilmistir.

CHO CHO

HO % H H % HO
CH,OH CH,OH
a b

Sekil 2.6 a) L-(-)-gliseraldehit ve b) D-(+)-gliseraldehit

Gliseraldehitin  dekstrorotatori ve levorotatori sekilleri C-2 hidroksil grubunun (-OH)
yatay diizlemde sag ya da solda olmasina bagli olarak D- ve L-gliseraldehit olarak
adlandirilir. Bilesikler, konfiglirasyonlarinin (+)- ve (-)- gliseraldehitin yapisina benzer
olup olmadiklarina bagl olarak D ya da L olarak tanimlanirlar. L- ve D- gosterimi
karbonhidratlar ve aminoasitler icin kullanilir. Sekil 2.7°de threonin aminoasidinin

enantiyomerleri gosterilmektedir.

COOH COOH
H,N——H H—F—NH,
H——OH HO——H

CH, CH,

Sekil 2.7 a) L-threonin ve b) D- threonin



2.1.5.2 R ve S tammmlama sistemi (Cahn-Ingold-Prelog Gosterimi)

Mutlak konfigiirasyonu belirlemek i¢in kullamlan bu sistem 1956 yilinda iki Ingiliz
kimyac1 R.S. Cahn ve Sir Christoper Ingold tarafindan Isvigreli meslektaslari Vladimir
Prelog’un isbirligi ile gelistirilmistir. Bir kiral molekiilin mutlak konfigiirasyonu o
bilesigin li¢ boyutlu yapisinin R ve S olarak tanimlanmasidir. Bu sistemin en 6nemli
ozelligi molekiildeki stereojenik karbona bagli olan gruplarin atom numaralarina ve
kiitlelerine gore Oncelikli siralanmasidir. S (Latince sinister ‘sol’) saat yoniiniin tersini, R
ise (Latince rectus ‘sag’) saat yoniinii ifade etmektedir. Mutlak konfigiirasyonda gruplarin
oncelik siralamasi asagidaki kurallara gore belirlenir;

1- Atom numarast en bilyiikk olan ve dogrudan stereojenik merkeze bagli atomlar
yiiksek dncelik sirasina sahiptir. Ornegin;

[>Br>CI>S>P>Si>F>0O>N>C>H

2- Ayni atom numarasina sahip iki yada daha fazla grup stereojenik merkeze bagh ise

bu gruplar icinde atom numarasi en biiyiik olan atoma gore siralama yapilmalidir.
-CH;,Br > -CH,CI > -CH,OH > -CH,-CH3 > -CHj;

3- Bazi gruplarin oncelik sirast su sekildedir; -CHO > -CH(CH3)OH, Fenil >Olefin,
ticlii bag > ikili bag

4- Benzer ciftler [(S,S) yada (R,R)] benzer olamayan ¢iftlerden [(S,R) yada (R,S)]
daha onceliklidir.

5- En az oncelikli atom ya da grup sayfa diizleminin arkasinda kalacak sekilde
molekiil yonlendirilir. En Oncelikli olan gruptan azalan Oncelik sirasina gore
gidildiginde saat ibresinin yoniinde gidilmigse mutlak konfigiirasyon “R” olarak,
saat ibresinin tersi yoniinde gidilmigse molekiiliin mutlak konfigiirasyonu “S”

olarak tanimlanir (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8 a) (R)- 2-biitanol b) (S)-2- biitanol



R ve S gosterim sekli ¢cogunlukla ilaglarin ve metabolitlerin adlandirilmasinda kullanilir.
Birden daha ¢ok kiral merkeze sahip molekiillerin adlandirilmasi bu yontemle miimkiindiir

(Nejem 2004).

2.1.5.3 (-) ve (+) gosterimi (d ve /)

Bu gosterim sekli bir kiral molekiiliin polarize 1s1k diizlemini ¢evirme yeteneginin
Olciilmesiyle ilgilidir. Bir bilesigin ¢ozeltisi 151k kaynagina dogru bakildiginda polarize 151k
diizlemini saat yoniinde g¢eviriyor ise bu ¢evirme (+) veya d (dekstro), saat yoniiniin tersi

yonde ceviriyorsa (-) veya / (levo) olarak adlandirilir.

2.1.6 Kiral secicilik

Kiral tanima ya da kiral segicilik, canli sistemlerdeki kiral alicilarin veya kimyasal
bilesiklerin bir kiral molekiiliin enantiyomerlerinden biri ile segici olarak etkilegsmesidir
(Atkins and Carey 1997). Ozellikle biyolojik etkilesimlerde kiral secicilik baskin sekilde
rol oynar. Canli sistemlerde bir kiral molekiiliin enantiyomerlerini ayirt edebilen yapilar

enzim ve reseptorlerdir.

Canli sistemlerde dis ve i¢ ortamda meydana gelen kimyasal, fiziksel, elektriksel vb. gibi
tiim degisiklikler serbest sinir uglar1 veya sinirlerin bagli olduklar1 duyu almaglar1 yani
reseptorler tarafindan algilanir. Fizyolojik fonksiyonlari ne olursa olsun reseptorlerde ortak
olan nokta hepsinin kiral molekiiller olmasidir. Bu nedenle reseptorlerin uyarici

molekiillerine baglanmalarinda enantiyosecici davranmalari beklenir (Sheldon 1993 ).

Protein yapisinda olan ve canlilarda kimyasal tepkimeleri katalizleyen biyokatalizorlere
enzim denir. Canli sistemlerde ¢ogu biyokimyasal tepkime enzimler tarafindan katalizlenir.
Enzimler kiraldir ve tek bir enantiyomer halinde bulunurlar. Uzerlerinde kimyasal
reaksiyonlarin meydana geldigi asimetrik bir bolge (aktif merkez) vardir. Bu sekilde
enzimlerin katalizledikleri reaksiyonlarin ¢ogunda iiriiniin yalnizca bir enantiyomerik sekli

olusur (Atkins and Carey 1997).
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2.1.7 Enantiyomerlerin Ozellikleri

Yogunluk, kaynama noktasi, erime noktasi, ¢oziniirliik gibi fiziksel 6zellikler bir kiral
bilesigin her iki enantiyomeri i¢in aynidir. Enantiyomerlerin polarize 11k diizlemini
cevirme yonleri, uzaydaki {i¢ boyutlu diizenlenmeleri ve bagka kiral molekiiller varliginda

davraniglar1 farklidir. Buna bagli olarak biyolojik aktiviteleri farklilik géstermektedir

2.2 Enantiyomerlerin Biyolojik Etkileri

Kiralitenin, biyolojik aktivite i¢in 6nemli olmasinin nedeni molekiiler seviyede simetrinin
biyolojik siireclere hakim olmasidir. Kiralite biyoaktivite i¢cin bir dnkosul degildir. Ancak
stereojenik merkeze sahip biyoaktif molekiillerde enantiyomerlerin aktivitelerinde biiyiik
farklilik gozlenmektedir. Bu olgu ilag, insektisit, herbisit, tat ve koku vericiler ve gida
katki maddeleri gibi tiim biyoaktif maddelerde goriiliir. Gergektende canli organizmalarin
molekiiler bilesenleri ¢ogunlukla kiraldir ve kiralite bu molekiillerin biyoaktif maddelerle

etkilesimlerinde baskin bir rol oynar (Sheldon 1993 ).

2.2.1 Farmasotikler

Dogal olarak varolan tedavi edici ajanlarin bliyiik ¢ogunlugu kiral molekiillerdir iistelik
bunlar dogada tek enantiyomer seklinde bulunurlar. Buna karsilik uzun yillar boyunca
sentetik kiral ilaglar rasemat seklinde satisa sunulmustur (Sekil 2.9). Ancak bu durum
giiniimiizde degismeye baglamigtir. 1990 yilina ait satis gelirleri esas alinarak hazirlanan
liste incelendiginde kiral sentetik ilaclarda enantiyosafligin 6nem kazandig1 goriilmektedir
(Cizelge 2.1). Rasyonel ilag tasarimlarina yonelik calismalar artmis ve daha karmasik

molekiiller iiretilmeye baslanmustir.
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Sekil 2.9 Kiral ilaglarin tek bir enantiyomer ve rasemat seklinde kullanimi (Sheldon 1993)

Cizelge 2.1 1990 yilinda en ¢ok satan yirmi ilacin diinya genelindeki satis tutarlart ve
ilaglarin satis formu (Sheldon 1993 )

ILAC TERAPOTIK SINIFI SATIS TUTARLARI
(MILYON $ )
¢ | Ranitidin Antitilser 2370
* | Amoksisilin Antibiyotik 2000
* | Ampisilin Antibiyotik 1800
* | Kaptopiril ACE-inhibitorii 1520
* | Enalapril ACE-inhibitorii 1500
+ | Ibuprofen NSAID 1400
¢ | Nifedipin Kalsiyum antagonisti 1290
* | Sefaklor Antibiyotik 1040
¢ | Simetidin Antiiilser 1030
+ | Atenolol Beta-bloker 1020
¢ | Diklofenak NSAID 975
* | Diltiazem Kalsiyum antagonisti 960
* | Naproksen NSAID 950
* | Sefaleksin Antibiyotik 900
* | Lovastatin Antihiperkolesteromi 750
¢ | Famotidin Antiiilser 630
% | iyoheksol Kontrast madde 620
* | Seftriakson Antibiyotik 600
¢ | Piroksikam NSAID 585
%+ | Albuterol Bronsagici 555

* Optikge aktif (10 ilag)

% Rasemik (4ilag) @ Akiral (6 ilag)
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[laglarin ve pestisitlerin biyolojik etkilerinin anlasilmasi i¢in davranislarini etkileyen ii¢
ana fazin ayirt edilmesi onemlidir. Bu fazlar sirasiyla, baslangic fazi, farmakokinetik faz
ve farmakodinamik fazdir. Farmakokinetik faz, ilacin emilimini, metabolik doniistimiini
ve atilimini ifade eder. Farmakodinamik faz, hedef dokuda ilag ile reseptor etkilesimini ve
ilacin etkisinin gozlenmesini ifade eder (Sheldon 1993). Bir ilacin farmakolojik etkisi
farmakodinamik ve farmakokinetik fazlardan etkilenir. Enantiyosecicilik her iki fazda da

onemli rol oynar.

Enantiyomerler farmakolojik etkilerine gore eutomer ve distomer olarak adlandirilir.
Tedavi edici aktif izomer i¢in ‘eutomer’ terimi, daha az etkili inaktif izomer i¢in ‘distomer’
terimi kullanilir. Bir rasemik ilacin tedavi edici olmayan inaktif izomeri (distomer)
istenmeyen safsizlik olarak nitelendirilir ve farkli farmakolojik etkiler gosterir. Kisacasi
rasemik bir ilagta eutomer ve distomerin farmakodinamik ve farmakokinetik fazlarmin
farkli olusu inaktif izomer ile ilgili gesitli etkilerin ortaya ¢ikmasina yol agabilir. Ilaclar

asagidaki gibi siniflandirilabilir.

Distomer ciddi yan etkiler gdstermez.
Distomer istenmeyen yan etkiler gosterir.

Her iki enantiyomer bagimsiz tedavi edici etkiye sahiptir.

O 0w

Her iki enantiyomer tedavi i¢in avantaj saglar.

A. Distomer ciddi yan etkiler gostermez

Baz1 durumlarda distomer ciddi yan etki gostermedigi i¢in kiral ilaglar rasemat seklinde
uygulanir. Buna 0©rnek olarak beta-blokerler verilebilir. Beta blokerler adrenerjik
reseptorlerin  bloke edilmesi yoluyla antihipertensif etki (kan basincinin diismesi)
gosterirler. Bu bilesiklerin neredeyse tiimiinde S-enantiyomeri tedavi edici etkiye sahiptir.
Bunun nedeni ise S-enantiyomerinin adrenerjik hormon olan noradrenaline yapisal olarak
¢ok benzemesidir. Bir beta-bloker olan S-propanolol Sekil 2.10°da gdsterilmistir. Ug
onemli beta-bloker olan propanolol, atenolol ve metoprolol rasemat seklinde piyasada
satilmaktadir. Bu ilaglarin rasemat seklinde satilmasinin nedeni klasik yontemler ile

ayrilmalarinin zor olmasi ve distomerlerin ciddi yan etkiler géstermemesidir.
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Eger beta-blokerler yeni ilaglar olarak bugiin tanimlanmis olsaydi, hemen hemen hepsi tek
bir enantiyomer seklinde satilirdi. Ciinkii rasemat seklinde satilanlarda distomer gereksiz

bir izomerik yiik olusturmaktadir.

‘ }\ OH
o N HO .
%

Sekil 2.10 a) (S)-Propanolol ve b) Noradrenalin

=T

a HO b

B. Distomer istenmeyen yan etkiler gosterir

Bazi durumlarda distomer istenmeyen yan etkiler gosterebilir. Distomerin ciddi yan
etkilere sebep oldugu bilinen ilaglara en iyi 6rnek talidomittir. Talidomit 1960’11 yillarda
rasemat seklinde piyasaya siiriilmiis ve hamile bayanlar tarafindan yatistirict ve mide
bulantilarin1 6nleyici bir ilag olarak kullanilmistir. Ancak daha sonraki yillarda R-
Talidomitin yatistirict etkisi olmasina karsin, S-Talidomitin yiiksek teratojenik etkisinin

oldugu ve dogum anormalliklerine yol actig1 tespit edilmistir (Sekil 2.11).

| ad

% :

R-Talidomit S-Talidomit

Sekil 2.11 (R)-Talidomit ve (S)-Talidomitin teratojenik etkisi
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Distomerin istenmeyen yan etkiler gosterdigi diger bir 6rnek ise ketamindir. Ketamin
anestezik ve analjezik olarak kullanilan bir maddedir. Rasemat seklinde uygulanmasindan
dolay1 anestezi sonrasi hastalarda halusinasyon ve zihinsel karigikliklar gézlenmistir.
Ketaminin enantiyomerleri arastirildiginda S-(+)-Ketaminin anestezik oldugu, istenmeyen
yan etkilerin biiyiik ¢ogunlukla R-(-)-Ketamin ile iliskili oldugu goriilmiistiir (Sekil 2.12).
Bu ornekler gosteriyor ki distomerler yan etkilerden oncelikli olarak sorumludur ve ilaglar

kesinlikle tek bir enantiyomer seklinde tiretilmelidir.

H3C H H CH
S~ S~
N N
N O/

C
a b

Sekil 2.12 a) S-(+)-Ketamin ve b) R-(-)-Ketamin

C. Her iki enantiyomer bagimsiz tedavi edici etkiye sahiptir

Bazi durumlarda bir kiral ilacin her iki izomeri istenen, ancak farkli tedavi etkisi
gosterebilir. Bircok dogal {iriin ve yine sentetik ilag bu sekildedir. Buna 6rnek propoksifen
verilebilir. Dekstropropoksifen analjezik bir ajan iken, levopropoksifen etkili bir dkstiriik
onleyicidir (Sekil 2.13). Ilging olan birbirinin ayna goriintiisii olan bu iki molekiil iki farkl1

ilag olarak Eli Lilly firmasi tarafindan piyasada satilmaktadir.

a b
Sekil 2.13 a) (2R,3S)-(+)-Dekstropropoksifen  b) (2S,3R)-(-)-Levopropoksifen
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D. Her iki enantiyomer tedavi icin avantaj saglar

Her iki enantiyomerin istenen tedavi etkini saglamada farkli yollardan katkida bulundugu
kiral ilaglar mevcuttur. Bu olguya en iyi ornek, bir diiiretik olan indakrinondur. R-(+)-
enantiyomer aktif bir ditiretiktir. Diger bir¢ok diiiretikte oldugu gibi R-izomeri iirik asit
olusumunu engelleyerek istenmeyen yan etkiler gosterir. S-enantiyomeri ise tirik asit
salgisin1 artirarak R-izomerinin antagonisti (karsiti) olarak goérev yapar. Bu gibi
durumlarda ilaglarin rasemat seklinde satigi iyi bir fikir olarak goriilebilir. Ancak yapilan
calismalar iki enantiyomeri, 9/1 oraninda igeren karisimlarin tedavi i¢in uygun oldugunu

gostermistir (Sheldon 1993).

2.2.2 Zirai kimyasallar

Bitkiler, bocekler ve mantarlar gibi canli organizmalar iizerinde etkili olan zirai
kimyasallar da enantiyosegicilik sergiler. Bu olayin molekiiler mekanizmasi ilaglardaki ile
tamamen aynidir ve hedef organizmadaki enzim ya da reseptor ile biyoaktif maddelerin
etkilesimi s6z konusudur. Ilaglar ile kiyaslandiginda pestisitlerin miktar1 milyon tonlar ile
ifade edilir. Bu yiizden kiral pestisitlerin tek bir optik izomer seklinde iiretimi cevre
tizerindeki kimyasal yiikiin % 50 azalmasi anlamina gelir. Tek bir izomer seklinde

tasarlanan pestisitler diisiik dozlarda daha etkili, daha se¢ici ve daha ¢evre dostudur.

Herbisit tarimda istenmeyen otlarin yok edilmesinde kullanilan kimyasallarin genel adidir.
a-ariloksipropionik asitler herbisitlerin ticari olarak 6nemli bir siifin1 olusturmaktadir.
Bunlarin tiimiinde, herbisidal etki (R)-enantiyomerine aittir. Bu bilesikler herbisidal
etkilerini bitki bliylime hormonu olan indol-3-asetik asiti inhibe ederek gosterirler. Gegmis
yillarda Hollanda hiikiimeti herbisitlerin rasemat seklinde kullanimini siirlamig ve bu

nedenle bir herbisit olan karbetamit saf (R)-enantiyomeri seklinde tiretilmistir.
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Tarim zararlis1 bocekleri 6ldiirmede kullanilan kimyasal maddelere insektisit denmektedir.

Noroaktif bir insektisit olan deltametrin ii¢ asimetrik merkeze sahiptir ve miimkiin olan

sekiz optik izomerinden sadece biri olan R,R,S izomeri seklinde satilmaktadir (Sekil 2.14).

Deltametrin 1950°1i yillardaki DDT kadar aktif olan ancak memeli ve kuslara zarar

vermeyen giiniimiizdeki en etkili insektisittir.

Sekil 2.14 (oS, 2R, 3R)-Deltametrin

2.2.3 Tat ve koku vericiler

Tat ve koku algisi, dil ve burundaki reseptorler ile aroma maddeleri arasindaki 6zel

etkilesimler ile belirlenir. Ornegin Limonen bilesiginin her iki enantiyomerinin kendi

karakteristik kokular1 vardir. (S)-Limonen limon kokusu, diger enantiyomeri (R)-Limonen

ise portakal kokusu olarak algilanmaktadir (Sekil 2.15).

Portakal Kokusu
(R)-Limonen

H,C

Limon Kokusu
(S)-Limonen

Sekil 2.15 Limonen bilesiginin enantiyomerleri
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(S)- ve (R)-Limonen arasindaki bu koku farklili§1 onlarin burundaki alic1 sinir hiicrelerine
kars1 farkli davranmalarindan kaynaklanir. Alict sinir uglar1 kiral yapida olduklarindan
enantiyomerlerden sadece biri i¢in uygunluk gosterir. Diger bir ornek ise karvon
bilesigidir. Karvonun (R)-enantiyomeri nane kokusu verirken, (S)-enantiyomeri kimyon

kokusu verir (Sekil 2.16). Zencefil ise rasemik karvon icermektedir.

= R
H K4t
(S)-(+)-Karvon (R)- (-)-Karvon

Sekil 2.16 Karvon bilesiginin enantiyomerleri

2.3 Saf Enantiyomer Kaynaklar

Enantiyomerik¢e saf ilaglarin ve zirai kimyasallarin sentezlenmesi i¢in kullanilan saf
enantiyomerler baslica li¢ kaynaktan elde edilir (Sheldon 1993). Birinci kaynak, saf
enantiyomer seklinde dogal olarak var olan karbonhidrat, terpen, alkoloid tiirevi kiral
molekiillerin bitki ve hayvan materyallerinden ekstraksiyon yoluyla elde edilmesidir. ikinci
kaynak, ucuz ve bolca bulunan karbonhidrat kaynaklarindan De novo fermentasyonu ile
mikroorganizmalarca {iretilmesidir. De novo fermentasyon, laktik asit, tartarik asit ve L-
amino asit gibi basit yapili kiral molekiiller ile antibiyotikler, hormonlar ve vitaminler gibi
daha kompleks molekiillerin 6énemli tiretim kaynagidir. Saf enantiyomerlerin elde edilmesi
icin glincl kaynak, kiral veya prokiral baglangic maddelerinden kimyasal/biyokimyasal

olarak sentezlenmesidir (Sekil 2.17).
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EKSTRAKSIYON DE NOVO SENTEZ

FERMENTASYON
KIRAL
HAVUZ

Sekil 2.17 Baslica saf enantiyomer kaynaklar: (Sheldon 1993)

Kiral havuz ucuz ve dogal olarak bulunan {irlinleri veya onlarin tiirevlerini ifade eder. Bu
molekiiller konfigiirasyon doniisiimii ya da kiralite transferi gibi kimyasal

manipiilasyonlarla sentetik {irtinlere doniistiirtiliir.

2.4 Enantiyomerikce Saf Bilesikleri Sentezleme Yontemleri

Enantiyomerikce saf bilesikleri sentezleme yontemleri kullanilan hammadde tiirline bagh

olarak 3 gruba ayrilabilir (Sekil 2.18).

2.4.1 Rasematlarin rezoliisyonu

Asimetrik sentezdeki etkileyici geligmelere ragmen, saf enantiyomerlerin endiistriyel
sentezi i¢in baglica yontem rasematlarin rezoliisyonudur (Ghanem and Aboul-Enein
2004). Rezoliisyon, bir rasemik karisimin enantiyomerlerine ayrilmasi iglemidir. Boylece
istenen enantiyomer istenmeyen enantiyomerinden ayrilir. Rasematlarin rezoliisyonu dort
farkli yontemle gergeklestirilir; 1) Direkt tercihli kristalizasyon, ii) Diastereomerik tuzlarin

kristalizasyonu, 1iii) Kinetik rezoliisyon, iv)Dinamik kinetik rezoliisyon.
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OPTIKCE SAF BILESIKLERI SENTEZLEME YONTEMLERI

KIiRAL PROKIRAL
HAVUZ RASEMATLAR SUBSTRATLAR
v v
Tercihli Diastereomer
Kristalizasyon Kristalizasyon
) 4 \ 4 \ 4
Sentez Kinetik Asimetrik
Rezoliisyon Sentez
y ) 4 \ 4 \ 4
Kimyasal Enzimatik Biyokatalizor Kemokatalizor

Sekil 2.18 Enantiyomerikge saf bilesikleri sentezleme yontemleri

2.4.1.1 Tercihli kristalizasyon

Tercihli kristalizasyon endiistriyel dlgekte yaygim olarak kullanilir. Ornegin kloramfenikol
(enfeksiyon Onleyici bir ilag) ve a-metil-L-dopa (kalp damar hastaliklarinda tedavi edici
ajan) Uretimi tercihli kristalizasyon yontemiyle miimkiindiir. Bu yontem sadece
“konglomerat” seklindeki rasematlara uygulanabilir. Konglomerat esit miktarda iki
enantiyomerin kristallerinin mekanik karisimindan olusur. Ancak tiim rasematlarin %
20’den daha az1 konglomerat seklindedir. Geri kalan1 gercek rasemik bilesiklerdir ve
tercihli kristalizasyon yoOntemiyle ayrilamazlar. Tercihli kristalizasyonun basarisi
konglomerat seklindeki rasemik karigimin enantiyomerlerden herhangi birinden daha

¢Oziiniir olmasina baglhdir.
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2.4.1.2 Diastereomer kristalizasyon

Eger rasemat gergek bir rasemik karisim ise tercihli kristalizasyon yoluyla ayrilamaz. Bu
durumda diastereomer kristalizasyon yontemi kullanilabilir. Bu yontemin Onciiliigiinii
1854’te Louis Pasteur yapmistir. Su ya da etanol i¢indeki rasemik karigim ¢ozeltisi saf bir
enantiyomer (¢Oziicli ajan) ile reaksiyona girer ve diastereomerik bir tuz karisimi olusur.
Boylece diastereomerik karigim kristalizasyon yoluyla ayrilabilir. Bu yontemde rasemik
karistmin enantiyomerleri 6nce farkli fiziksel 6zelliklere sahip diastereomer tiirevlerine
dontstiiriilir.  Diastereomerleri  olusturan  ve  olusan  diastercomerleri  tekrar
enantiyomerlerine doniistiiren tepkimeler basit asit-baz tepkimeleridir. Genellikle optikce
aktif bir baz ile rasemik bir asit tepkimeye girer ve diasteromerik tuzlar olusur. Bu yontem

kiral amin ve karboksilik asitlerin rezoliisyonunda yaygin olarak kullanilir.

2.4.1.3 Katalitik kinetik rezoliisyon

Rasematlarin rezoliisyonunda kullanilan tigiincii yontem ise kinetik rezoliisyondur. Bu
yontemin basarist bir kiral ajan varliginda iki enantiyomerin farkli hizlarda reaksiyon
vermesine baghdir. Bu kiral varlik, bir biyokatalizor (enzim veya mikroorganizma) ya da
bir kemokatalizor (kiral metal kompleksi, kiral asit veya baz) olabilir ve ortamda katalitik
miktarda bulunmalidir. Kinetik rezoliisyon rasemik karisimdaki enantiyomerlerden birinin

digerinden daha hizli iirline doniismesi olarak tanimlanabilir (Sekil 2.19).

kr

(R)-substrat (P)-irtin

v

ks

v

(S)-substrat (Q)-tirtin

Sekil 2.19 Katalitik kinetik rezoliisyon
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Kinetik rezoliisyon kr#ks oldugunda gergeklesir ve doniisim % 0 ile % 100 arasinda bir
yerdeyken tepkime durdurulur. Ideal olarak bir enantiyomer digerinden daha hizli
tepkimeye girer. Ornegin (R)-izomeri tepkimeye giren tek enantiyomer ise (ks=0), 50:50
oranindaki baslangi¢ karisiminin % 50 doniisiimii sonunda, final karisim i¢inde % 50 (S)-
izomeri ve % 50 iiriin (P) kalir. Bu yontem tek bir enzim kullanilarak iki enantiyomerin
kolay sekilde ayrilmasinda avantaj saglar. Enantiyomerik¢ce saf bilesiklerin elde
edilmesinde yaygin olarak kullanilan bir rezoliisyon tiiriidiir. Ancak bu proseste maksimum

% 50 verimle enantiyomerik saflikta {iriin elde edilir.

Dinamik kinetik rezoliisyonda, kinetik rezoliisyon ile rasemizasyon prosesi birlikte
gerceklestirilir. Hem kinetik rezoliisyon hem de dinamik kinetik rezoliisyonda (R)-
enantiyomeri, (S)-enantiyomerinden daha hizli (R)-iiriinline doniisiir (kg>ks). Dinamik
kinetik rezoliisyonun tek farki (S)-enantiyomeri rezollisyon prosesi siiresince izomerlesir,
baslangi¢ (R)- substratinin tamami (R)-liriiniine doniisebilir (ks > kr). Boylece % 100

verime ulasilabilir.

Enzim katalizli tepkimelerde enantiyomerik asirilik (ee) ve enantiyomerik oran (E) gibi iki
onemli kavram vardir. Herhangi bir bilesigin enantiyomerik safligi enantiyomerik asirilik
terimi ile ifade edilir (Esitlik 1). R, (R)-enantiyomerinin, S, (S)-enantiyomerinin derigimini
gostermektedir. Rasemik bir karigim igin ee degeri “0” iken enantiyomerikce saf bir

bilesik i¢in ee degeri “1”dir

%ee = _[R]-[S] x 100 R>S (1)
[RIF[S]
_ In[(1=c)x(l-ee(S)] @)

In[(1-c)x(1+eeS)]

Déniisiim (¢) = 1- [ ([R]+[S] / ([Ro] + [So])] (3)
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Enzimler kiraldir ve rasemik bir karistimin iki enantiyomeri arasinda ayrim yapma
yetenegine sahiptir. Enzim  katalizli tepkimelerin  enantiyose¢imliligini  veya
stereosecimliligini tanimlamak i¢in enantiyomerik oran (E) denilen bir parametre kullanilir
(Esitlik 2). Enantiyose¢imli olmayan tepkimelerde E degeri “1” iken, kabul edilebilir bir
rezollisyon i¢in E degeri 20°den biiyiik olmalidir (Ghanem and Aboul-Enein 2004).

2.5 Lipazlar

Lipazlar (EC 3.1.1.3) gliserit ester baglarinin hidrolizini katalizleyen hidrolaz grubu
enzimlerdir. Agcilgliserolaz, acilhidrolaz veya triagilgliserol hidrolazlar olarak da
adlandirilirlar. Lipazlar hayvanlarda, bitkilerde ve mikrorganizmalarda yaygin olarak
bulunur. Lipazlarin biyolojik gorevleri yaglarda bulunan zengin enerji kaynaklarinin

kullanilmasina olanak saglamak i¢in sindirime yardimci olmaktir.

o
O,JLMJ”M OH

O . O

Lipase
O/’il‘*»f“xﬂ’“‘mr’“m + 3H20 pa {Ol— +3 HD,JMMJH
C,”L\_f"v%hh

Triacilgliserol Gliserol Yag asidi

CH

Sekil 2.20 Lipaziarin katalitik etkisi

2.5.1 Lipazlarin ii¢ boyutlu yapilan

Lipazlarin bliyiik ¢ogunlugu, hiicredisi, molekiiler agirligi 20 ve 60 kDa arasindaki asidik
glikoproteinlerdir. Cogu saflastirilmis lipazlar % 2-15 karbonhidrat igerir. Memeli, bakteri
ve fungal kaynakli lipazlarin primer yapilar1 saptanmis ve aminoasit sayilarinin 270 ile 641
arasinda degistigi gorilmiistiir. Tim lipazlar “a /B-hidrolaz katlanmasi” olarak bilinen
karakteristik bir katlanma sekli gosterirler. Lipazin i¢ kismi 8 farkli B zincirinden (B1- B8)
olusan merkezi [ tabakasi ve bunu c¢evreleyen 6 adet o-heliks (A-F) zincirinden
olusmaktadir (Sekil 2.21). Aktif bolge serin, aspartik (glutamik) asit ve histidin

aminoasitlerini i¢eren katalitik ticliiden olusur (Jaeger and Reetz 1998).
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C terminus M terminus

Sekil 2.21 Pseudomonas aeruginosa lipazimin yapisi (Jaeger and Reetz 1998)

Katalitik {¢lii niikleofilik serin ve aspartatin (glutamat) hidrojen bagiyla histidine
baglanmasiyla olusur. Bu katalitik ti¢lii serin proteazlar ile benzerdir. Lipazlar iizerinde
trigliseridler i¢in dort adet substrat baglanma cebi tanimlanmistir: bir oksianyon boslugu ve
sn-1, sn-2 ve sn-3 pozisyonlarina bagl yag asitlerine yer saglayan ii¢ adet cep mevcuttur.
Bu ceplerin  hidrofilik/hidrofobikligi ve  boyutlarindaki  farkliliklar  lipazlarin

enantiyotercihini belirler (Jaeger ef al. 1999).

2.5.2 Arayiizey aktivasyonu

Lipazlarin ii¢ boyutlu yapilarinin saptanmasi arayiizey aktivasyonu icin iyi bir aciklama
getirmistir. Araylizey aktivasyonu, lipolitik enzimlerin yag-su araylizeyleri veya
¢Oziinmeyen substratlarla etkilesmesiyle meydana gelen aktivite artisini agiklamaktadir.
Enzimatik aktivitedeki bu artis lipaz aktif bolgesinin yapisal olarak yeniden diizenlenmesi
ile meydana gelir (Jaeger et al. 1999). Yag-su araylizey yoklugunda lipazlarin aktif
merkezi “kapak” olarak adlandirilan a-helikal bir yap: tarafindan ortiilmiistiir. Hidrofobik
maddelerin varliginda bu kapak hareket eder ve enzim “kapali” formdan “a¢ik” forma
dontsiir. Boylece aktif merkez ¢6ziicli i¢ine ulagabilir ve aym1 zamanda biiyiik bir

hidrofobik yiizey ortaya ¢ikar.
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Bu yapinin lipazin arayiizeye baglanmasini kolaylastirdigi diisiiniiliir. Son zamanlarda
kapak yapisinin varliginin araylizey aktivasyonuyla iliskili olmadigi goriilmiistiir.
Pseudomonas aeruginosa, P. glumae ve Candida antarctica B ve kunduz pankreatik lipazi
aktif merkezi orten amfifilik bir kapaga sahip olmalarina ragmen arayiizey aktivasyonu

gostermez (Jaeger and Reetz 1998).

2.5.3 Lipazlarin uygulama alanlar

Lipazlar endiistride 6nemli bir biyokatalizér grubu olusturur (Cizelge 2.2). Mikrobiyal
lipazlarin biiyiik biyoteknolojik potansiyel olusturma nedenleri; organik c¢doziiciilerde
kararli olmalari, kofaktore ihtiyag duymamalari, genis substrat 6zgiilliigline sahip olmalar1
ve yliksek enantiyosegicilik sergilemeleridir (Jaeger and Reetz 1998). Lipazlarin substrat

ozgiilliiklerinin diger enzimlerle kiyaslandiginda daha esnek oldugu bilinmektedir (Gandhi

et al. 2000).

Cizelge 2.2 Biyoteknoloji endiistrisinde lipazlarin uygulama alanlar: (Krishna and

Karanth 2002)
Endiistri Proses Uriin ve Uygulamalan
Siit Uriinleri Hidroliz Siit yaginin hidrolizi
Dogal Yaglar Yaglarin transesterlesmesi Kakao yagi
Gida Hidroliz Icki, et, balik iiriinlerinde kalite
ve tadin gelistirilmesi
Deri Hidroliz Deriden yaglarin uzaklagtirilmasi
Deterjan Hidroliz S1v1 yag ve lipid lekelerinin

uzaklastirilmasi

Aroma ve Koku

Esterlesme ve transesterlesme

Dogal aroma esterlerin sentezi

Intramolekiiler esterlesme

Parfiimeri i¢in makrosiklik
laktonlarin iiretimi

[la¢ ve Farmasotik

Rasemik alkol ve esterlerin rezoliisyonu

Kiral ilaglarin ve insektisitlerin
yapi tas1 sentezi

Polimer Monosakkaritlerin transesterlesmesi Akrilat ester sentezi

Yaglarin gliserolizisi Yiizey aktif madde i¢in monoagil
Yiizey aktif gliserol sentezi
madde Seker alkollerin agillenmesi Yiizey aktif madde icin seker

monoagil ester sentezi
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2.5.4 Lipazlarin katalizledigi tepkimeler

Lipazlar c¢ok yonlii katalizorlerdir. Dogal olarak yaglarin hidrolizini katalizlemeleri
yaninda esterlesme, transesterlesme, interesterlesme ve aminolizis tepkimelerini de

katalizlerler (Sekil 2.22) (Krishna and Karanth 2002).

1. Hidroliz
9 i Ry-OH
L + H 0 e + R
Rl'J OR, : R(’MOH

2. Esterlesme

0 0
+ Ry-OH — ——— + H.O
RI)LDH RI-J“OR2 ?

3. Transesterlesme

Asidolizis :
o o] O (o}
+ . +
R1’JL ORy R{JLOH R{J I‘OR; R]/ILOH

AlKkolizis:

0 o
+ + R,OH
Rl) LDRJI ReOH Hlfu\oas ?

4. interesterlesme

O 0 s} 0

Rf’lLD Ry M AL

Ry~ TORy Rg)]‘cnRg Ri)L'OR4

5. Aminolizis

0 o
+ R.-HH + Ry0H
Rl)J\OR2 ¥ R,)LNHH3

Sekil 2.22 Lipaz katalizorliigiinde gerceklesen tepkimeler
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2.5.5 Lipaz katalizli esterlesme tepkimesi mekanizmasi

Lipaz katalizli esterlesme tepkimesinin mekanizmasi serin hidrolazlara benzemektedir.
Burada iki tetrahedral arabilesik olusmaktadir (Sekil 2.23). ilk tetrahedral arabilesik
katalitik {i¢liideki serin rezidiisiiniin asit ilizerine niikleofilik atagi ile olusur. Arabilesik bir
molekiil su kaybettiginde agil-enzim kompleksi ortaya ¢ikmaktadir. Daha sonraki
basamakta alkol molekiilii acil-enzim kompleksine niikleofilik atak yapar ve ikinci
tetrahedral arabilesik olusur. En son olarak ise bir ester molekiilii kaybedilir ve enzim

dogal formuna geri doner (Gandhi et al. 2000).

Sﬂ S‘i
H’O RCOOR ;‘D\ﬁo@
--- A \ A oH--
e v P R O

(o] p (o]
His His
Alkollii tetrahedral
Serbest enzim arabilesik

R'CDOH\]

.0

T s ko{'

i 00
EEEE N H--- il o S o]
/—<§. Nll&:!,N/ O\H = A/_@ N\ r'N
Asp 0 / Hz0 P o /
His His
Tetrahedral arabilesik Acil-enzim

Sekil 2.23 Serin hidrolazin katalizledigi hidroliz/esterlesme tepkimelerinin mekanizmasi
(Raza et al. 2001)

27



2.6 Biyotransformasyon

Biyokatalizor olarak enzim ya da mikroorganizma kullanilarak bir A substratindan istenen
B {iriiniin bir ya da birkag basamakta olugsumuna biyotransformasyon denir. Kimyasal
olarak tiretilmesi imkansiz ya da gii¢ olan tepkimeler gerceklestirilir. Biyokatalitik

tepkimelerin avantajlari su sekilde siralanabilir;

e Tepkime spesifikligi: Biyokatalizor olarak kullanilan enzim istenilen iiriinii vermek
lizere tepkimeyi katalizler ve yan iirlin olusmaz.

e Bolgesel spesifiklik: Substrat molekiiliinde esdeger birkag grup bulunuyor ise
enzim bu gruplar ayirt eder ve hep ayn1 bolge ile tepkimeye girer.

e Stereospesifiklik: Enzimler rasemik substratlarin enantiyomerleri arasinda ayrim
yapabilir. Boylece enantiyomerlerden sadece bir tanesi tepkimeye girer.

e Iliml tepkime kosullari: Enzim tepkimesinin aktivasyon enerjisi diisiik oldugundan
biyotransformasyon prosesleri diisiik sicaklikta, notral pH’da ve atmosfer basing
altinda gergeklesir.

e Yiiksek verim elde edilir.

Biyotransformasyon bes farkli yontemle gerceklestirilebilir, i) biiyiiyen hiicreler ile
biyotransformasyon, 1ii) Onceden c¢ogaltilmis hiicreler ile biyotransformasyon, 1iii)
tutuklanmis hiicreler ile biyotransformasyon, iv) saf enzimler ile biyotransformasyon, v)

cok fazli sistemlerde biyotransformasyon.

Biiyliyen hiicreler ile biyotransformasyonda mikroorganizma c¢ogaldik¢a gerekli
enzimlerde ¢ok miktarda sentezlenir. Substrat tepkime ortamina asilama ile birlikte veya
tiremenin durgunluk fazinda eklenir. Substrat mikroorganizma tiremesini inhibe edebilir.

Bu nedenle belli bir hiicre derisimine ulasildiktan sonra substrat eklenmesi daha iyidir.

Onceden ¢ogaltilmis hiicreler ile biyotransformasyonda mikroorganizma optimum kosullar
altinda ¢ogaltilir. Daha sonra filtrasyon ya da santrifiij ile biyokiitle ayrilir. Elde edilen
biyokiitle su veya tampon ¢dzelti igeren tepkime ortamina eklenir. Bu yontemin avantajlari

sunlardir; substratin mikroorganizmanin ¢ogalmasi iizerine olan olumsuz etkileri
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Onlenebilir, her basamak tek tek optimize edilebilir, optimum doniisiim hizin1 veren hiicre
derisimini belirlemek miimkiindiir ve ortam ¢ok karmasik olmadigindan iiriin ayrilmasi
kolaydir. Ayrica iiretilen mikroorganizmanin tepkime ortamina eklenmesi sirasinda steril

calismaya gerek yoktur.

Hiicrelerden izole edilen saf enzimler ile gerceklestirilen biyotransformasyon proseslerinin
avantajlar1 su sekilde siralanabilir; tepkimenin isletim ve kontroliiniin kolay olmasi,
enzimlerin istenilen tepkimeye spesifik olmalarindan dolay1 yan tepkimelerin olugsmamasi,
enzimlerin mikroorganizmalara goére c¢oziicii toleransinin daha fazla olmasidir. Saf
enzimlerin dezavantajlar1 ise enzim saflagtirma isleminin uzun zaman alan yorucu bir
islem olmasi, ve saf enzim fiyatlarinin pahali olusudur. Ayrica bazi enzimlerin koenzim
veya kofaktore ihtiyag duymasi nedeniyle maliyet bir kat daha artmaktadir. Oysa ki

hiicrelerde rejenerasyon ile kofaktor geri kazanimi miimkiindiir.

Tutuklanmig hiicreler ile biyotransformasyonda tutuklanmis hiicreler ile gerceklestirilen
biyotransformasyonlar, serbest hiicreler ile gergeklestirilenlere gore daha kararli igletme
olanagina sahiptir. Tutuklanmis hiicreler tepkime ortamindan kolaylikla uzaklastirilabilir
ve tekrar kullanilabilirler. Tutuklamanin ek maliyet getirmesi ve diflizyon kisitlamalar1 bu

yontemin dezavantajlarindandir.

Cok fazli sistemler ile biyotransformasyonun avantajlari ise su sekilde siralanabilir;
1. Sudaki ¢oziiniirliigii diisiik olan substrat veya iirlinlerin, yiiksek derisimlerinde
calismak miimkiindiir.
Substrat ve {irlin inhibisyonu azaltilir.
Tepkime hiz1 yiikselir.
Substrat ve/veya lirlin hidrolizi 6nlenir.
Tepkime dengesi, ilgili fazlar arasinda iiriin ve substrat dagilimi ile degistirilebilir.
Su aktivitesinin azalmasiyla tepkime dengesi degisir.

Biyokatalizor ya da iirlin uzaklastirmasi kolaydir.

® Ny kD

Biyokatalizorler daha kararhdir.
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2.7 Kaynak Arastirmasi

Literatiirde rasemik 1-fenil 1-propanoliin esterlesme tepkimesiyle kinetik rezoliisyon
caligmalarinin smirlt oldugu goriilmiistiir. Ancak bazi primer (birincil) ve sekonder
(ikincil) alkoller ile rasemik bilesiklerin lipaz enzimi katalizorliigiinde esterlesme ve

transesterlesme tepkimeleriyle kinetik rezoliisyon ¢aligmalarina rastlanmustir.

Suan and Sarmidi (2004) geri dongiilii dolgulu yatak reaktorde rasemik 1-feniletanoliin
enantiyosecimli esterlesme tepkimesinde tutuklanmis lipazlarin roliinii arastirmistir. Alti
ticari tutuklanmig lipazin incelendigi bu calismada rezoliisyon i¢in en iyi sonuglar
ChiroCLEC-PC (P. cepacia) ve Chirazyme L2, c.-f., C3, lyo (C. antarctica) ile elde
edilmistir. Enzim aktivitesi ve enantiyose¢imlilik {izerine substrat konsantrasyonunun (25-
250 mM), agil vericilerin zincir uzunluklarmin (12 C-18 C), organik ¢oziiciilerin Log P
degerlerinin (1.4-4.5) ve tepkime sicakliginin (25-50 °C) etkileri incelenmistir. Baslangig

tepkime hiz yaklagimi enzim aktivitesini belirlemede kullanilmistir.

(R,S)-1-feniletanoliin rezoliisyonunda 50 mM (R,S)-1-feniletanol, 150 mM laurik asit 25
ml izooktan i¢inde ¢oziildiikten sonra tepkimeler ChiroCLEC-PC (12,5 mg), Chirazyme
L2, c.-f., C3, lyo (250 mg) enzimleri eklenerek 35 °C’de baslatilmistir. Tepkime karisimina
(4°A) % 10 molekiiler elek (w/v) eklenmistir.

Lipase PS-C (P. cepacia) ve Lipase Sol-Gel-Ak (C. cylindracea) disindaki tiim lipazlarin
tepkimeyi katalizleyebildigi, tiim enzimlerin (R)-1-feniletanole ilgi gdsterirken (S)-1-
feniletanoliin degismeden kaldig1 goriilmiistiir. ChiroCLEC-PC (P. cepacia) enzimi tim
enzimler arasinda rezoliisyon icin en yiiksek etkinligi sergilemistir. Substrat icin
enantiyomerik asirilik degeri Chirazyme L2, c.-f., C3, lyo (C. antarctica) i¢in % 97,
ChiroCLEC-PC (P. cepacia) i¢in % 96 olarak bulunmustur. Enantiyomerik oran (E) degeri

ise 200’iin Uzerindedir.
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Incelenen tiim substrat oranlarinda tutuklanmis ChiroCLEC-PC lipazinin, liyofilize
Chirazyme L2, c.-f., C3, lyo’dan (C. antarctica lipaz B) daha aktif oldugunu gostermistir.
Laurik asit konsantrasyonunun etkisi incelendiginde (R,S)-1-feniletanoliin rezoliisyonu i¢in
optimum laurik asit konsantrasyonun 150 mM oldugu bu degerin iizerine ¢ikildiginda

substrat inhibisyonu gozlendigi belirtilmistir.

Agil verici olarak kullanilan yag asitlerinin zincir uzunluklarinin etkisi incelendiginde
ChiroCLEC-PC’nin (P. cepacia) kullanildig1 tepkimelerde, baslangi¢ tepkime hizinin
laurik asitten (12 C) palmitik asite (16 C) kadar arttig1, ancak stearik asitte % 3-4’liik bir
azalma oldugu gozlenmistir (Sekil 2.24). Arastirmacilar bu durumu enzimin agil baglama
bolgesinin karbon sayisinin 16 C’a kadar olan agil gruplan i¢in yeterli olabilecegi ve
stearik asitin uzun agil zincirine sahip olmasiin katalizleme siliresince enzimin serbest
hareketini engellemis olabilecegi seklinde yorumlamislardir. Diger bir nedenin ise
amfifilik karakterde olan stearik asitin enzim molekiili ile organik ¢oziicii faz arasinda

ayrilmasi oldugu belirtilmistir (Suan and Sarmidi 2004).

'//\-

2 i &
. 2 -» -

Baslangic tepkime hizi
(mmol/dak/g enzim)

10 12 14 18 18 20
Acil verici karbon sayisi

Sekil 2.24 ChiroCLEC-PC (m) ve Chirazyme L2, c.-f., C3, lyo (®) enzimlerinin farkl
karbon sayilarindaki acil vericilerde baslangi¢ tepkime hizlar: (Suan and Sarmidi 2004)

Coziicii polaritesinin enzimin enantiyosec¢imliligini ve aktivitesini etkiledigi bilinmektedir.
(R,S)-1-feniletanoliin rezoliisyonuna ¢oziicii tiirliniin etkisini belirlemek i¢in izooktan (Log
P=4.5), heptan (Log P=4), hegzan (Log P=3,5), siklohegzan (Log P=3,2), toluen (Log
P=2,5) ve ter-biitilmetileter (Log P=1,4) coziiciileri incelenmistir. ChiroCLEC-PC (P.
cepacia) katalizli tepkimelerde ¢oziicii hidrofobikliginin artmasiyla baglangi¢ tepkime hizi
da artmistir. Enzim performansi toluen ¢doziiciisiinde belirgin sekilde azalmistir. Ter-

biitilmetil eter ise diger tiim hidrokarbon ¢oziiclilerden daha hidrofilik olmasi nedeniyle
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diisiik tepkime hiz1 sergilemistir (Sekil 2.25). Hidrofilik ¢oziiciiler enzimin fonksiyonel
yapisinin parcalamasi ya da enzim igin gerekli suyu enzimden uzaklastirmasi yoluyla
enzimi deaktive etmektedir (Suan and Sarmidi 2004). Chirazyme L2, c.-f., C3, lyo (C.
antarctica) katalizli tepkimelerde baslangi¢ tepkime hizinin ¢oziicii polaritesinden
etkilenmedigi gozlenmistir. Coziicii polaritesinin  katalitik aktiviteyi biiylik Olgiide

etkilemesine ragmen enantiyosecimliligi etkilemedigi goriilmiistiir.

180
140 4 m N
120
100 [ |
a0
a0
40 4
20

Baslangic tepkime hizi
(mmol/dak/g enzim)

Log P

Sekil 2.25 ChiroCLEC-PC (m) ve Chirazyme L2, c.-f., C3, lyo (®) enzimlerinin farkli LogP
degerli organik ¢oziiciilerde baglangi¢ tepkime hizlari (Suan and Sarmidi 2004)

Sicaklik etkisi incelendiginde, ChiroCLEC-PC aktivitesinin 25 ile 40 °C arasindaki
sicakliklardan ¢ok fazla etkilenmedigi ancak 50 °C’de belirgin sekilde diistiigii gérilmiistiir
(Sekil 2.26). Tepkime hizi optimum sicaklik olan 35 °C’nin iizerindeki sicakliklarda
diigmiistiir. Bunun nedeni olarak yiiksek sicakliklarda enzimin deaktive olabilecegi

belirtilmistir. 25-50 °C arasindaki sicakliklarda E degeri 200’{in lizerindedir.

Baslangi¢ tepkime hizi
(mmol/dak/g enzim)

20 an 40 50

Sicakhik ( 0C)

Sekil 2.26 ChiroCLEC-PC (m) ve Chirazyme L2, c.-f.,, C3, lyo (®) enzimlerinin farkl
sicakliklardaki baslangi¢ tepkime hizlart (Suan and Sarmidi 2004)
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Irimescu et al. (2004) tutuklanmis Candida antarctica (CALB) ve Rhizomucor miehei
lipazlart (RML) katalizorliiglinde 2-metoksi-2-feniletanol, 2-fenil-1-propanol ve 1-fenil-
1,2-etanediol gibi baz1 primer alkollerin esterlesme tepkimesiyle kinetik rezoliisyonlarini
gergeklestirmistir. Tepkimeler diisiik basing altinda suyun uzaklastirildigi ¢oziiciisiiz
sistemde yapilmistir. 10 mmol primer alkol ve 5,5 mmol yag asidi tepkime ortamina
eklenerek 200 rpm hizindaki manyetik karistiricida karistirilmis ve 0,23 gr tutuklanmis
enzim eklenmistir. Tepkime kab1 s1v1 azot tuzag: vasitasiyla vakum pompasina baglanmis

ve basing 5 mmHg’de sabit tutulmustur.

CALB’nin enantiyose¢imlilik ve tepkime hizi bakimindan RML’den iistiin bir enzim
oldugu gorilmiistiir. 2-metoksi-2-feniletanol’lin esterlesme tepkimesinde CALB’nin
enantiyose¢imliligi lizerine asit tiirlerinin etkisi incelenmistir. Serbest yag asitleri arasinda
en yiiksek enantiyomerik oran degeri 4-oksopentanoik asit (E=31) ile elde edilmistir.
Pentenoik asitteki ¢ift bagin pozisyonu tepkime hizim1 ve enantiyosecimliligi (E)
etkilemistir (Cizelge 2.3). CALB’nin enantiyose¢imliligi tepkime sicakliginin azalmasiyla
belirgin sekilde artmustir. 25°C’de 2-metoksi-2-feniletanol’in  4-pentenoik asit ile

esterlesme tepkimesinde E degeri 14 iken 0 °C’de E degeri 43 olarak bulunmustur.

Cizelge 2.3 25 °C’de CALB enzimi katalizorliigiinde 2-metoksi-2-feniletanol’iin esterlesme
tepkimesinde asit tiirlerinin etkisi (Irimescu et al. 2004)

Asit Tiri Baslangic hizi | Tepkime siiresi | Dontistim (%) E
(umol/dak mg) (dakika)

4-Oksopentanoik 0,36 30 25,2 31
4-Pentenoik 0,85 15 29,2 14
trans-3- Pentenoik 0,53 30 30,4 11
trans-2- Pentenoik 0,10 120 27,0 4

Pentanoik 0,93 15 32,2 15
Hegzanoik 0,81 15 27,9 10
Oktanoik 0,35 30 22,2 11
Dekanoik 0,38 30 25,5 12
cis-9-oktadekenoik 0,19 60 26,3 9
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Enzim segiciligi ve aktivitesi eklenen ¢oziicii tiirtinden etkilenmektedir. Enzim aktivitesi
icin ¢oziicli ve girdilerin hidrofobikligi, ¢oziiciiniin polaritesi ve su ile karisabilmesi goz
ontinde bulundurulmalidir. Coziicii hidrofobikligi Log P ile karakterize edilir. Frings et al.
(1999) Mucor miehei (Novozym 388) lipazi1 katalizorliigiinde rasemik 1-fenil etanoliin
vinil propiyonat ile organik ¢oziiclilii ortamda kinetik rezoliisyonunu incelemis ve
calismada c¢oziicliniin enzim aktivitesi lizerinde belirgin bir etkiye sahip oldugunu
belirtmislerdir. Diisiik Log P degerlerinde hi¢ aktivite gozlenmezken enzim aktivitesinin
¢oOziicii hidrofobikligi arttik¢a tutarli sekilde arttigi goriilmiistiir (Cizelge 2.4). En iyi
sonuglar hegzan c¢oziiciisiinde elde edilmistir. Ter-biitilmetileter (MTBE) gibi polar bir
¢Oziiciide aktivite gozlenmemesinin nedeni, enzim yiizeyindeki su tabakasinin uzaklasmasi

veya par¢alanmasi yoluyla enzimin inaktive olmasi seklinde agiklanmistir.

Cizelge 2.4 Ester olusumunda farkli Log P degerli organik ¢oziiciilerin enzim aktivitesi
(Frings et al. 1999)

Organik Coziicii Log P degeri Enzim aktivitesi
(umol/dak g)

MTBE 1,8 0,0
Hegzan/dietileter 3,2 1,1
Hegzan 3,5 12,0
Heptan 4,0 5,6
Oktan 4.5 5,9
Dekan 5,6 10,3

Tepkimeler 25 °C’de 8 ml hegzan igeren vida kapakli siselerde 100 mM 1-fenil etanol ve
200 mM vinil propionat ile 1 ml enzim ¢o6zeltisi eklenerek baglatilmistir. Enantiyomerik
asirilik degeri % 99’un lizerinde oldugundan enantiyosec¢imlilik (E) 200’4 asmistir. 1-
fenil etanoliin vinil propionat ile enantiyose¢imli transesterlesme tepkimesinde enzimin R-
enantiyomerine karsi segici oldugu ve 48 saat sonunda sadece R-fenil-etil propionat

olustugu goriilmiistiir.
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Lipaz katalizli esterlesme ve transesterlesme tepkimelerinde tepkime ortaminin rolii Cernia
et al. (1998) tarafindan arastirilmistir. Calismalarinda stiperkritik kosulardaki akiskanlari
ve farkli organik ¢oziiciileri kullanmiglardir. Dogal ve sentetik bilesiklerin substrat olarak
kullanildig1 esterlesme ve transesterlesme tepkimelerinde tepkime ortami enzim
aktivitesini etkilemistir. Coziicli polaritesi ve hidrofobikligi lipaz aktivitesini biiyilik dl¢iide
degistirebilmektedir. Siiperkritik akiskanlar (SCF) susuz ortamda bazi enzimlerin

kullanilabilirligini ve aktivitesini artirmak i¢in 6nerilmektedir .

Organik ¢oziiclideki esterlesme tepkimesinde substrat olarak 1-fenil etanol ve tiirevleri (0,9
mmol) kullanilmistir. 0,9 mmol agil verici (asetik anhidrit) ile birlikte serbest ve
tutuklanmis Pseudomonas cepacia lipazlar1 (25-60 mg) 1,75 ml organik ¢oziicii i¢erisine
eklenmistir. Tepkimeler 40 °C’de ve 600 rpm karigtirma hizindaki manyetik karigtiricida
gerceklesmistir. Tepkimenin enantiyosecimliligi ve doniisiim yilizdesinin kullanilan ¢oziicii
tiiriine bagh oldugu gorilmiistiir. Farkli aktive substratlarin kullanilmasi tepkime hizini

bliyiik dlgiide etkilememistir (Cizelge 2.5).

Cizelge 2.5 Farkli organik ¢oziiciilerde ve siiperkritik CO;’de tutuklanmis Pseudomonas
cepacia lipazi katalizorliigiinde gerceklesen farkli sekonder alkollerin asetik anhidrit ile
esterlesme tepkimesinin enantiyomerik asirik degerleri (Cernia et al. 1998)

Substrat SC-CO; | Hegzan CCl, Toluen | CHCI; NEt;
1-fenil etanol 97 42 88 88 93 67
1-(4-florofenil)-etanol 96 69 76 80 85 7
1-(4-klorofenil)-etanol 80 58 69 70 90 12
1-(4-bromofenil)-etanol 96 88 70 89 80 4
1-(4-metoksifenil)-etanol 100 60 49 88 55 20
1-(4-ter-biitilfenil)-etanol 99 93 62 70 80 3

Log P oktanol-su ¢ift fazli sisteminde verilen bilesigin dagilma katsayisinin logaritmasini
ifade eder. Bu calismada Log P ile donilisiim yiizdesi arasinda dogrusal bir korelasyon
oldugu bulunmustur (Sekil 2.27). Bu sonuglar Log P degeriyle ifade edilen ¢oziicii

hidrofobikliginin artmasi ile lipaz aktivitesinin arttigini kanitlamstir.
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Sekil 2.27 [-feniletanol ile asetik anhidritin P.cepacia lipazi katalizérliigiinde farkli Log P

degerli ¢oziiciiler icerisinde gerceklesen esterlesme tepkimesinin doniisiim degerleri
(Cernia et al. 1998)

Déniisiim %

o 360

Tepkime siiresi (dak.)
« CO2 o CHCI3 + CCl4
* hexane O benzena " foluens

i NEt3 * cyclohaxane ¥ CH2CI2

Sekil 2.28 [-feniletanol ile asetik anhidritin P.cepacia lipazi katalizérliigiinde organik
¢oziiciiler ve stiperkritik CO, ortaminda tepkime siirelerine karsilik doniisiim degerleri
(Cernia et al. 1998)

Organik ¢oziiciilerle kiyaslandiginda siiperkritik CO, ortaminda doniigtimiin yiiksek oldugu
gozlenmistir. Bu calismadaki sonuglar siiperkritik CO; icin Log P ve dielektrik sabiti
degerlerine ait bilgi olmamasina ragmen ¢6ziicii hidrofobikliginin tepkime hizin1 artirmada
onemli bir rol oynadigin1 gostermistir. Elde edilen sonuglar siiperkritik ortamda ¢oziinen
maddenin yiiksek yayilma giicline sahip olmasi ve siiperkritik fazda enzim kararliliginin
artmasi olarak aciklanabilir. Siiperkritik tepkime ortaminin kullanimi ile tepkimenin ee
degerlerinin (> %098) acik sekilde arttig1 saptanmustir. Elde edilen ee degeri organik

¢oziicii ile elde edilenden daha yiiksektir.
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Sakai et al. (1998) primer ve sekonder alkollerin lipaz katalizli transesterlesme
tepkimelerinde  enantiyosecimliligi  arttirmak icin  diisiik sicaklik  yOnteminin
uygulanabilecegini gostermisdir. Lipaz AK (Pseudomonas fluorescens) enzimi
katalizliginde solketalin vinil biitirat ile kinetik rezoliisyonunda tepkime sicakligi -40 °C’e
diisiiriilerek E degerinin 55’e kadar artmasi saglanmistir (Sekil 2.29). Tepkime sicakliginin
30 °C’den  -40 °C’e azalmasiyla enantiyomerik orandaki artis kadar enzim miktari ve

tepkime stiresindeki artis da dikkat cekicidir (Cizelge 2.6).

Lipase AK* o ? o
le/o"' Vinyl butyrate ><oj'-. _OCC3H; * XOLCH
(4)-1 (0.76 mmol),

(50 mg, 0.38 mmol) +Pra0 (3 mL) S (A1

Sekil 2.29 Solketalin lipaz katalizli kinetik rezoliisyonu (Sakai et al. 1998)

Cizelge 2.6 Solketalin Lipaz AK katalizérliigiinde vinil biitirat ile kinetik rezoliisyonuna
sicaklik etkisi (Sakai et al. 1998)

Sicaklik Lipaz Zaman Ester Solketal Doénitistim E
(°0) (mg) (saat) (% ee) (%ee)
30 20 3 63 69 0,52 9
0 20 6 88 25 0,22 20
-10 60 8 84 77 0,48 26
-20 60 11 92 32 0,26 31
-30 100 16 93 39 0,30 39
-40 200 24 93 63 0,41 55
-50 200 48 74 97 0,57 27
-60 200 48 93 51 0,35 44
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Ong et al. (2006) kanisik ¢oziiciilii sistemde serbest Candida antarctica lipazi (CALB)
katalizorliigiinde rasemik ketoprofenin [2-(3-benzoilfenil)-propionik asit] enantiyose¢imli
esterlesme  tepkimesini arastirmistir. Enzim miktart  (60-200 mg/ml), substrat
konsantrasyonu (10-100 mM), alkol/asit mol oran1 (0:1-5:1), ¢oziicii tiirii ve sicaklik (30-
60 °C) etkisi incelenmistir. Deneyler 250 ml Erlenmayer siselerinde 25 ml organik ¢oziicii
igerisine uygun substrat miktar1 ve enzim (CALB) eklenerek 37 °C’de 250 rpm karigtirma
hizindaki ¢alkalayicilarda gergeklestirilmistir. Tepkime sonunda (S)-ketoprofen tepkimeye
girmeyen enantiyomer olarak elde edilmistir. (R)-ketoprofenin doniisiim degeri enzim
miktarinin artisiyla birlikte dramatik sekilde artmistir. En yiiksek dontistim % 57 ile 200
mg/ml enzim miktarinda elde edilmistir (Sekil 2.30). Yiiksek enzim konsantrasyonu
tepkimenin gerceklesmesi icin substratin baglanacagi daha fazla aktif merkez saglamistir.

Daha sonraki deneyler 200 mg/ml CALB enzimi katalizorligiinde yiirtitiilmiistiir.
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Tepkime kosullari: 50 mM Rasemik ketoprofen, n-biitanol:ketoprofen mol orani=4:1, tepkime siiresi=48 h,
¢oziicii olarak hegzan:diklorometan (80:20, %v/v), T=37°C, 250 rpm

Sekil 2.30 Enzim miktarimin (R)-ketoprofen doniigiimiine etkisi (Ong et al. 2006)

Rasemik ketoprofen konsantrasyonunun 30 mM’a kadar artmasiyla doniisiim degeri ilk
olarak artmis ancak daha sonra yiiksek substrat konsantrasyonlarinda diigmiistiir. En
yiiksek dontisiim degeri (% 93,4) 30 mM rasemik ketoprofen kullanildiginda 96 saatlik
tepkime siiresinde elde edilmistir (Sekil 2.31). Yiiksek substrat konsantrasyonunda enzim
etkinliginin azalma nedeni olarak, yiiksek asit konsantrasyonlarinda tepkime ortaminin
polaritesi gibi 6zelliklerin degistigi, substratin reaktif olmayan karboksil grubunun iiretken
olmayan sekilde enzimin aktif merkezini kapladigi, esterlesme siliresince yliksek asit
konsantrasyonlarinda daha fazla su aciga ¢ikacagindan tepkimenin hidroliz ydniinde

ilerledigi belirtilmistir.
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Tepkime kosullar:: n-biitanol:ketoprofen mol orami=4:1, tepkime siiresi=96 h, ¢dziicii olarak
hegzan:diklorometan (80:20, %v/v), Serbest CALB= 200 mg/ml, T=37 °C, 250 rpm

Sekil 2.31 Substrat konsantrasyonunun (R)-ketoprofen doniigiimiine etkisi (Ong et al.
2006)

Tepkime sicakligi enzimatik tepkimelerde biiyiik etkiye sahiptir. Ketoprofenin
enantiyosecimli esterlesme tepkimesinde doniisiim degeri tepkime sicakliginin artmasiyla
artmustir. 45 °C” de dontisim degeri % 84 ile en yiiksek degerine ulagsmustir. 45 °C’ den
daha ytiksek sicakliklarda doniisiim dikkat ¢ekici sekilde azalmistir. Enantiyosegimlilik
(E) tepkime sicakhigimim 40 °C’ ye kadar artmasiyla artmis ve 45 °C” de hizl bir sekilde
azalmistir. Tepkime i¢in en uygun sicaklik olarak 40 °C segilmigtir. En yiiksek
enantiyose¢imlilik degerine (E=10) ve (R)- Ketoprofenin doniisiim degerine (% 81) 24 saat
sonunda bu sicaklikta ulagilmig ve ee (P) degeri % 66,4, ee (S) degeri % 59,4 olarak

hesaplanmustir.
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Tepkime kosullari: 30 mM Rasemik ketoprofen, n-biitanol:ketoprofen mol orani=1:1, tepkime siiresi=24 h,
¢oziicli olarak hegzan:1,2-dikloropropan (80:20, %v/v), Serbest CALB enzimi= 200 mg/ml, 250 rpm, (m)
Doniisiim ve (A) Enantiyosegicilik (E)

Sekil 2.32 Rasemik Ketoprofenin enantiyosecimli esterlesme tepkimesine sicakligin etkisi
(Ong et al. 2006)
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Torres and Otera (2001) laktik asitin bazi yag asitleriyle lipaz katalizli esterlesme
tepkimesini ¢alismislardir. Yapilan calismada {iriin doniisiimii iizerine silika jel ve
molekiiler elegin birlikte kullaniminin faydali etkilerinin oldugu belirtilmistir. Bununla
birlikte kullanilan molekiiler elek miktarinin kontrol edilmesi gerektigi bildirilmistir.
Molekiiler elek tepkime ortamindaki su ve laurik asiti tutarak iki karsit etki gostermistir.

Optimum tepkime kosullarinda 2-O-kaproyil-laktik asit % 35 verimle elde edilmistir.

Tepkime ortami1 100 mg (0,7 mmol) kaprilik asit, 35 mg (0,38 mmol) laktik asit, 100 mg
Novozym 435, 2 ml hegzan, 100 mg molekiiler elek, 60 mg silika jelden olugmustur.
Tepkimeler 60°C  sicaklikta ve 200 rpm hizindaki orbital calkalayicilarda
gerceklestirilmistir. Bu kosullarda 2-O-kaproyil-laktik asidin enzimatik sentezi iizerine
silika jel (SiO;) ve molekiiler elek (MS) etkisi incelenmistir. Silika jel laktik asitin
tutuklanmasi i¢in alternatif bir ylizey olarak gorev yapmistir. Silka jel varliginda verim
artmistir. Ancak molekiiler elek ve silika jelin her ikisinin tepkime ortaminda var olmasi

ylksek verim elde edilmesinde yararli olmustur (Sekil 2.33).

===| A:Si02+MS5
==L A on Si02+MS
= rLA+Si02
X
< 30 | wLAMS
E “Lh
=
S
I 20
Q
o
7]
w
10
]
] 2 4 &

Zaman (giin)

MS: Molekiiler elek, SiO,: Silika jel, LA: Laktik asit
LA on SiO,: Silika jel {izerine tutuklanmis laktik asit
LA+ SiO,: Ayr ayr eklenmis silika jel ve laktik asit

Sekil 2.33 2-O-kaproyil-laktik asidin enzimatik sentezi iizerine silika jel (SiO;) ve
molekiiler elek (MS) etkisi (Torres and Otera 2001)

Torres and Otera (2001) 2-O-kaproyil-laktik asidin enzimatik sentezi iizerine molekiiler
elek miktarinin etkisini de incelemislerdir. Kullanilan molekiiler elek miktar1 arttikca ester
veriminde azalma gozlenmistir (Sekil 2.34). Bu etkinin molekiiler elegin polar molekiilleri

tutma ilgisiyle iligkili olabilecegi belirtilmistir. Bu da kii¢iik boyutlarda bulunan ve polar
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bir molekiil olan laktik asitin tutulmasini miimkiin hale getirmistir. Boylece tepkime

ortaminda mevcut laktik asit miktar1 azalmis ve beraberinde tepkime hiz1 diismiistiir.
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30| =200 mg > —a
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- 25 -
§ +600 mg -
g 20
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> 15
1
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]
0 1 2 3 4 5 [
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Sekil 2.34 2-O-kaproyil-laktik asidin enzimatik sentezi tizerine kullanilan molekiiler elek
miktarinin etkisi (Torres and Otera 2001)

Bununla birlikte Sekil 2.33’te gosterildigi gibi molekiiler elegin tepkime ortamina
eklenmesi ester verimini arttirmada yararli olmustur. Bu nedenle molekiiler elegin iki
karsit etkisi goriilmiistir. Molekiiler elek, suyu tutarak tepkimenin yoniiniin ester
sentezine dogru kaymasini saglarken, diger taraftan tepkime karisimindaki serbest laktik
asit miktarini azaltmistir. Bu nedenlerden dolay1 tepkime ortaminda kullanilan molekiiler

elek miktar1 kontrol edilmelidir.

Kinetik rezoliisyon calismalarinda saf enzimler kadar mikroorganizmalarda biyokatalizor
olarak kullanilmaktadir. Mikrobiyal hiicreleri kullanmak ekonomik ve teknik agidan bazi
avantajlar sunmaktadir. Gandolfi et al. (2001) liyofilize Aspergillus oryzae MIM ve
Rhizopus oryzae CBS 112.07 hiicreleriyle rasemik 2-fenil-1-propanoik asitin etanol ile

esterlesme tepkimesini organik ¢oziiclide aragtirmigtir.

Rhizopus oryzae CBS 112.07’nin kuru hiicreleri heptan ve pentadekan ¢oziiciisiinde
gerceklesen biyotransformasyonda yiiksek enantiyomerik asirilikta (> %97) (R)-etil
esterleri vermistir. Aspergillus oryzae MIM’in kuru hiicreleri 20-40 °C arasindaki
sicaklikta toluen ¢oziiciisiinde (S)-2-fenilpropanoik asit etil esterlerini % 90 enantiyomerik

agirilikta iiretmistir.
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Aspergillus oryzae MIM’1in etanol ile yiiksek enantiyosecicilikte (S)-ester olusumunu
tercih ederken, Rhizopus oryzae CBS 112.07 nin enantiyoseciciligi kullanilan alkol tiiriine
bagli olarak degismistir; 2-fenil-1-propanoik asitin etanol ve propanol ile esterlesmesi ile

(R)-ester, daha uzun zincirli alkoller ile (S)-esterler olusmustur.

S-ester
CH,

Aspergilius oryzae cooRr  + H.O
CH Ahizopus oryzae ©/\
3 with R = butanol, pentanal,
de + ROH hexanol, 3-methyl-1-butanol CH,
©)\DOOFI + HO
Rhizopus oryzas

with R = ethanol, propanal

R-ester

Sekil 2.35 2-fenilpropanoik asitin farklt alkol tiirleri ile esterlesme tepkimesinde
Aspergillus oryzae MIM ve Rhizopus oryzae CBS 112.07 'nin enantiyosegiciligi (Gandolfi
etal. 2001)

Coziicii polaritesinin enzimatik aktiviteyi etkilemesi nedeniyle farkli Log P degerli
coziiciiler denenmistir. Aspergillus oryzae MIM katalizorlii biyotransformasyon i¢in en
yiiksek enantiyomerik oran (E) toluen ve heptan ¢oziiciileri ile elde edilmistir (Cizelge
2.7). Sicaklik ise Aspergillus oryzae MIM’1in enantiyomerik oraninda biiylik bir etki
yaratmamistir. Rhizopus oryzae CBS 112.07 i¢in en 1yi ¢0ziiciilerin heptan ve pentadekan
oldugu belirtilmis ve genellikle diisiik sicakliklarda yiiksek enantiyomerik oran degeri elde

edilmistir (Cizelge 2.8).

Cizelge 2.7 Farkli sicakliklarda Aspergillus oryzae MIM kuru hiicreleri katalizorliigiinde
gergeklesen 2-fenilpropanoik asitin etanol ile esterlesme tepkimesi (Gandolfi et al. 2001)

(Coziicl Sicaklik Molar dontisiim ee (%) E
(o)

Toluen 20 8 84 S 12
30 12 86 S 14
40 21 89 S 21

Heptan 20 12 73 S 7,1
30 21 75 S 8,5
40 30 82 S 14
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Cizelge 2.8 Farkh sicakliklarda Rhizopus oryzae CBS 112.07 kuru hiicreleri
katalizorliigiinde gerceklesen 2-fenilpropanoik asitin etanol ile esterlesme tepkimesi
(Gandolfi et al. 2001)

(Coziicl Sicaklik Molar dontisiim ee (%) E
(o)

Heptan 20 9 >98 R >100
30 16 >98 R >100
40 24 95 R 52

Pentadekan 20 8 >98 R >100
30 15 >98 R >100
40 18 97 R 80

Yapilan kaynak arastirmasi sonucunda rasemik bilesiklerin kinetik rezoliisyon
calismalarinda biyokatalizor olarak kullanilan lipaz kaynaginin ve miktarinin, agil verici
tiiriiniin, substrat konsantrasyonun, organik ¢oziicii tiirii ve ¢oziicii polaritesinin ve tepkime
sicakligimin tepkimenin enentiyomerik asiriliini ve enantiyose¢imliligini etkiledigi
gorlilmiistiir. Bu nedenle kinetik rezoliisyon c¢aligmalarinda en uygun kosullarin
belirlenmesinde bu parametreler bir arada incelenmelidir. Saf enzimlerin pahali olusu ve
saflagtirma iglemlerinin uzun zaman alan yorucu bir islem olmasi nedeniyle mikrobiyal

hiicreler ile kinetik rezoliisyon daha avantajlidir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Enzim ve kimyasallar

Bu arastirmada substrat olarak kullanilan sekonder alkol rasemik 1-fenil 1-propanol ve saf
enantiyomerleri olan (R)- ve (S)- 1-fenil 1-propanol Aldrich’ten temin edilmistir. Rasemik
1-fenil 1-propanoliin kinetik rezoliisyonunda biyokatalizor olarak kullanilan akrilik
regineye tutuklanmis Novozym 435 (Candida antarctica lipaz B) Novozymes’den, serbest
Amano Lipaz AK (Pseudomonas fluorescens) ve Amano Lipaz PS (Pseudomonas cepacia)

Aldrich’den temin edilmistir.

Acil verici olarak doymus yag asitlerinden laurik asit, miristik asit ve palmitik asit
kullanilmis olup bu iirlinler Merck’ten temin edilmistir. Ag¢il vericilere ait baz1 fiziksel
ozellikler Ek 1°de gosterilmistir. Coziicii olarak kullanilan THF (tetrahidrofuran), toluen,
hegzan, heptan ve izooktan Merck’ten satin alinmis olup, coziiclilere ait bazi fiziksel
ozellikler Ek 2’de gosterilmistir. Ayrica HPLC analizinde kullanilan ytiksek safliktaki
hegzan ve 2-propanol de Merck’ten temin edilmistir. Incelenen tepkime esterlesme
tepkimesi oldugundan ortamda olusacak suyu uzaklagtirmak icin molekiiler elek
kullanilmigtir. Tepkimede Sigma’dan temin edilen sodyum alumino-silikat yapisindaki 4A°
boyutundaki molekiiler elek tanecikleri kullanilmigtir. TLC kagitlart (20x20 cm boyutunda

silika jel 60 F,s4) Merck’ten temin edilmistir.

3.1.2 Mikroorganizma ve besiyeri

(R,S)-1-fenil 1-propanoliin kinetik rezoliisyon deneylerinde lipaz enzimi kaynagi olan
Candida antarctica mikroorganizmasi esterlesme tepkimesinde biyokatalizor olarak
kullamlmistir. Candida antarctica (Pseudozyma aphidis DSM 70725) mikroorganizmasi
DSM (German Collection of Microorganisms and Cell Cultures) koleksiyon merkezinden
temin edilmistir. Besiyeri igeriginin hazirlanmasinda kullanilan D-(+)-Glukoz monohidrat
Merck’ten, yeast ekstrakt, kazein pepton ve agar Fluka’dan, malt ekstrakt Amresco’dan

temin edilmistir.
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3.2 Yontem
3.2.1 (R,S)-1-fenil 1-propanoliin lipaz katalizorliigiinde Kinetik rezoliisyonu

Tepkimeler 25 ml hacmindeki vida kapakl siselerde, sicaklik ve karistirma hizi kontrol
edilen orbital calkalayicilarda gerceklestirilmistir. Acil verici olarak kullanilan yag asitleri
organik ¢oziiciide (3 ml) ¢oziildiikten sonra rasemik alkol (R,S)-1-fenil 1-propanol (0,5
mmol) tepkime ortamina eklenmistir. Tepkime ortaminda olusacak suyu uzaklastirmak i¢in
ortama degisen miktarlarda molekiiler elek eklendikten sonra degisen miktarlarda enzim
eklenerek tepkime baslatilmistir. Tepkimeler 150 rpm karistirma hizindaki orbital
calkalayicilarda gergeklestirilmistir. Belirli siirelerde alinan 6rnekler U.V. 151k yardimiyla
ince tabaka kromatografisinde (TLC) izlenmistir. TLC analizlerinde yiiriitiicii faz olarak
etil asetat/n-hegzan (1:3) kullanilmigtir. TLC’deki yiiriitme sonucunda, olusan {iriin band1
ile alkol bandi yaklasik aymi biytliklige ulastiginda tepkimeler sonlandirilmistir.
Sonlandirma islemi sirasinda enzim ve molekiiler elek tepkime ortamindan filtre kagidi ile
ayrilmistir. Tepkime ortamindaki organik ¢oOziicii ise hava pompasi yardimiyla
uzaklagtirllmigtir. Coziicli uzaklastiktan sonra kalan kisim 2 ml hegzan igerisinde ¢6ziiliip,
mikrofiltreden siiziilerek analiz i¢in hazirlanmistir. Ornekler yiiksek performansl sivi

kromatografide (HPLC) analizlenmistir (Sekil 3.1).

Géziicii ENZIM 1_Fenil 1-Propanol

Acil r elek

Actl \J / Molekiile
N / TLC TANKI

...... ——
Tepkime ortami Orbital galkalayici
40°C ve 150 rpm
HPLC

Analiz

Hava Pompasi
- TEPKIME
COZUCU UZAKLASTIRMA SONLANDIRMA

Sekil 3.1 (R,S)-1-fenil 1-propanoliin kinetik rezoliisyon deney sistemi
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3.2.2 (R,S)-1-fenil 1-propanoliin liyofilize mikrobiyal hiicreler ile kinetik rezoliisyonu

3.2.2.1 Besiyerinin hazirlanmasi ve mikroorganizma iiretimi

Kinetik rezoliisyon deneylerinin bir kisminda lipaz kaynagi olarak Candida antarctica
(Pseudozyma aphidis DSM 70725) mikroorganizmasi kullanilmistir. Bu mikroorganizma
basidiomycetes smifi icinde yer alan bir maya tiiriidiir. Uretim ortami olarak DSM’ nin
mayalar icin belirledigi standart besiyeri kullanilmistir. Besiyeri bilesimi: 3.0 g/L yeast
ekstrakt, 3.0 g/L malt ekstrakt, 5.0 g/L kazein pepton, 10.0 g/L glukoz, 15.0 g/L agar
ilavesiyle hazirlanmistir. Yatik agardaki mikroorganizma kiiltiirii oncelikle 100 ml
hacmindeki Erlenmayer igerisine hazirlanan 10 ml agar icermeyen sivi besiyerine
ekilmistir. Ekimi yapilan besiyeri 30 °C sicaklikta ve 170 rpm karistirma hizindaki orbital
calkalayicida 3 giin siireyle inkiibasyona birakilmistir. 3 glin sonunda 10 ml besiyeri, steril
kabin igerinde 100 ml s1v1 besiyeri igeren 250 ml hacmindeki Erlenmayerlere aktarilmistir.
Aktarma isleminden sonra 100 ml’lik s1v1 besiyeri ayni sicaklik derecesinde ve karistirma

hizinda 3 giin siireyle orbital ¢alkalayicida inkiibasyona birakilmistir.

3.2.2.2 Liyofilize hiicre kiitlesinin elde edilmesi

Candida antarctica (Pseudozyma aphidis DSM 70725) mikroorganizmast 100 ml sivi
besiyeri iceren 250 ml hacmindeki Erlenmayerler igerisinde iiretilmistir. Mikroorganizma
ekimi yapilan besiyeri 30 °C sicaklikta ve 170 rpm karistirma hizindaki ¢alkalayicida 3 giin
siireyle inkiibasyona birakilmistir. Bu siire sonunda 100 ml’lik sivi kiiltiir ortami falkon
tiiplerine esit olarak ayrilmig ve 10.000 rpm’de 15 dakika boyunca +4 °C’ de santrifiij
edilmistir.  Santrifiij cihazt sivi  kiiltiir i¢cinde siispansiyon halinde bulunan
mikroorganizmalarin ¢oktliriilmesi amaciyla kullanilmistir. Santrifiijden sonra istteki sivi
kisim alttaki kat1 kisimdan ayrilmistir. Sivi ve katt kisim ayr1 falkon tiipleri igerisine
konarak 0.024 mBar, -50 °C’de yaklasik 24 saat liyofilize edilmistir. Liyofilizasyon islemi
sirasinda ortamda bulunan su uzaklastirilmis ve kuru hiicre kiitlesi elde edilmistir (Sekil

3.2).
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Yatik agardan sivi
besiyerine aktarim

(10 mi)

Sivi besiyeri

=

Ustteki sivi kisim
(suipernatan) ayrilir

Mikroorganizma

uretimi ve aktarimi

Sivi Besiyeri

(100 ml)

Santrifiij

+4°C 10.000 rpm 15 dak.

Coken hiicre kitlesi
(kat1 kisim)

Falkon tiiplerine
aktarim

Liyofilizator
0.024 mBar, -50°C, 24 saat

Sekil 3.2 Candida antarctica liyofilize hiicre kiitlesinin elde edilmesi
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3.2.3 Lipaz aktivitesinin belirlenmesi

Ticari lipazlarin ve liyofilizasyon iglemi sonrasinda elde edilen liyofilize hiicre kiitlesinin
ve s1vi kismin lipaz igerigini belirlemek i¢in lipaz aktivitesi dl¢lilmiistiir. Lipaz aktivitesi
titrasyon yontemiyle Olciilmiistiir. Substrat olarak kullanilan 200 pl tribiitrin, 10 ml 1 mM
Tris-HCI tamponu (pH=7.2) igerisinde ¢oziindiikten sonra 0,5 mg enzim tampon igerisine
eklenmistir. Tepkime 40 °C’de 150 rpm hizindaki orbital ¢alkalayicida gergeklestirilmistir.
10 dakika sonunda enzim, tampon ortamindan filtre kagidi ile ayrilmis ve tepkime
sonlandirilmistir. Tampon igerisine 100 pl fenol fitalein eklendikten sonra 0,1 M NaOH
coOzeltisiyle titrasyon gerceklestirilmistir. Bir {inite (pumol/dakika), dakikada harcanan

NaOH ( umol ) miktaridir (Kim et al. 2000).

3.2.4 Analiz yontemi

Tepkime sonrasi iiriinler, Chiralcel® OB-H kiral kolonu kullamilarak Spectra SYSTEM
SN4000 HPLC cihazinda Cizelge 3.1’de gosterilen kosullarda analizlenmistir. Analiz
sonucunda alikonma siiresinin (S)-1-fenil 1-propanol i¢in 8. dakika, (R)-1-fenil 1-propanol
icin 10. dakika oldugu saptanmigtir. Ek 3’de O6rnek kromatogram gosterilmistir. Analiz
sonucu elde edilen kromatogramlardan Esitlik 1, Esitlik 2 ve Esitlik 3 yardimiyla substrat
icin enantiyomerik asirilik (ee(S)), enantiyomerik oran (E) ve ylizde doniisim (% c)

degerleri hesaplanmaistir.

Cizelge 3.1 (R,S)-1-fenil 1-propanoliin HPLC analiz kosullar

HPLC Spectra SYSTEM SN 4000
Kolon Chiralcel® OB-H

Kolon Boyutu 250 x 4,6 mm

Tastyic1 Faz n-hegzan/2-propanol (97:3)
Kolon Sicakligi 30°C

Akis Hiz1 0,80 ml/dak

Enjeksiyon Hacmi 10 pl

Stire 20 dakika

Dedektor U.V Dedektor (254 nm)
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Rasemik 1-fenil 1-propanoliin esterlesme tepkimesiyle kinetik rezoliisyonu ilk olarak ticari
lipaz enzimleri biyokatalizorliigiinde gergeklestirilmistir. Bu ¢alisma kapsaminda
enantiyomerik saflikta 1-fenil 1-propanol iiretimine enzim tiirii, acil verici ve ¢oziicii tiirt,
acil verici/alkol mol orani, molekiiler elek miktari, sicaklik ve enzim miktar1 gibi
parametrelerin etkisi aragtirilmistir. Daha sonra biyokatalizér olarak liyofilize Candida
antarctica (Pseudozyma aphidis DSM 70725) hiicreleri kullanilarak rasemik 1-fenil 1-

propanoliin kinetik rezoliisyonu gerceklestirilmeye ¢aligilmistir.

4.1 (R,S)-1-fenil 1-propanoliin Lipaz Katalizorliigiinde Kinetik Rezoliisyonu

4.1.1 Enzim ve c¢oziicii tiirii etkisi

Rasemik 1-fenil 1-propanoliin enantiyosec¢imli esterlesme tepkimesinde enzim ve ¢dziicl
tiriiniin  etkisini incelemek amaciyla biyokatalizor olarak Novozym 435 (Candida
antarctica lipaz B), Amano Lipaz AK (Pseudomonas fluorescens) ve Amano Lipaz PS
(Pseudomonas cepacia) olmak ftizere ii¢ farkli lipaz denenmistir. Enzim aktiviteleri
Novozym 435 enzimi i¢in 23 U, Amano Lipaz AK i¢in 24 U ve Amano Lipaz PS i¢in 28 U
olarak bulunmustur. Farkl lipazlarin katalizérliigiindeki tepkimeler toluen, hegzan, heptan
ve izooktan gibi organik coziiclilerde gergeklestirilmistir. Agil verici olarak kullanilan 1
mmol laurik asit, 3 ml organik ¢dziiciide ¢oziildiikten sonra tepkime ortamina 0,5 mmol
(R,S)-1-fenil 1-propanol ve 100 mg molekiiler elek eklenmistir. En son 100 mg enzim
eklenerek tepkime baglatilmistir. Tepkimeler 40 °C’de ve 150 rpm karigtirma hizindaki
orbital calkalayicilarda gergeklestirilmistir.

HPLC analizleri ¢alisilan her ii¢ enzimin de (R)-1-fenil 1-propanole karsi seg¢ici oldugunu
gostermistir. Tepkime sonunda (R)-1-fenil 1-propanol azalirken, (S)-1-fenil 1-propanol
biiylik 6l¢iide degismeden kalmistir. Calisilan enzimler icerisinde en yiliksek enantiyomerik
asirilik degerleri (ee) Novozym 435 enzimi ile elde edilmistir (Sekil 4.1). Bu sonug
Novozym 435 enziminin (R,S)-1-fenil 1-propanoliin yiiksek enantiyomerik saflikta elde

edilmesinde kullanilabilecegini gostermektedir.
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% ee(S)

Toluen Hegzan Heptan izooktan

Coziicu Tiiru

ONovozym 435 B Amano Lipaz PS OAmano Lipaz AK

Sekil 4.1 Enzim ve ¢oziicii tiriiniin enantiyomerik aswrilik ve tepkime siiresine etkisi (I-
fenil 1-propanol=0,5 mmol, laurik asit=1 mmol, enzim=100 mg, ¢oziicii=3 ml, molekiiler
elek=100 mg, T= 40 °C ve N =150 rpm)

Toluen Hegzan Heptan izooktan

Coziici Turii

@ Novozym 435 m Amano Lipaz PS 0 Amano Lipaz AK ‘

Sekil 4.2 Enzim ve ¢oziicii tiiriiniin enantiyomerik ovan (E) degerine etkisi (I-fenil I-
propanol=0,5 mmol, laurik asit=1 mmol, enzim=100 mg, ¢oziicii=3 ml, molekiiler
elek=100 mg, T=40°C ve N =150 rpm)
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Novozym 435 enzimi ile hemen hemen tiim ¢oziicii tiirlerinde iyi sonuclar elde edilmis
olup en yiiksek sonuca toluen ile ulasilmistir. Coziicii olarak toluenin kullanildigi
tepkimelerde 5,5 saatin sonunda % ee (S) degeri 66, doniistim yaklasik % 51, E degeri 8,7
olarak bulunmustur. Novozym 435 enzimi katalizorliigiinde diger c¢oziicliler igin
hesaplanan substrat i¢in enantiyomerik asirilik (ee (S)) ve enantiyomerik oran (E) degerleri
strastyla; hegzan i¢in % 41 ve 9,5, heptan icin % 48 ve 8,7, izooktan i¢in % 51 ve 12,5’dir
(Sekil 4.2). Novozym 435 enzimi ile tepkimeler ¢ok kisa stirede % 50 doniisiim degerlerine
ulagmistir. Ancak Amano Lipaz AK ve Amano Lipaz PS enzimleri ile gerceklesen
tepkimelerde 72-96 saat beklenmesine ragmen % 13 ile % 28 arasinda degisen diisiik

dontisiim degerleri elde edilmistir (Ek 4 Cizelge 1).

Amano Lipaz AK ve Amano Lipaz PS enzimleri i¢in hegzan, heptan ve izooktan
¢oziiclilerinde birbirine yakin ee (S) degerleri elde edilirken toluen ¢dziiciisiinde ee (S)
degerleri dikkat cekici sekilde azalmistir. Toluen ¢oziiciisiinde 96 saatlik tepkime siiresi
sonunda Amano Lipaz AK icin % ee (S) degeri 9,5, Amano Lipaz PS icin 6,9 olarak
bulunmustur. Bu durum Amano Lipaz AK ve Amano Lipaz PS’nin serbest enzimler
olmasindan kaynaklanabilir. Toksik bir ¢oziicii olan toluen serbest enzimin fonksiyonel
yapisinda bozulmaya yol agarak, enzim inaktivasyonuna neden olmus olabilir. Novozym
435 enzimi ise akrilik recine tutuklanmis bir enzimdir ve tutuklanmig enzimlerin organik
coziiciilere karsi daha dayanikli oldugu bilinmektedir. Enzim tutuklanmasinin yiiksek
kararlilik, yiiksek biyokatalitik 6zgiillilk ve geri kullanim kolaylig1 gibi 6nemli avantajlar
sagladigi bildirilmektedir (Frings et al. 1999). Bu ¢alismada elde edilen sonuglar, rasemik
1-fenil 1-propanoliin transesterlesme tepkimesi ile enantiyomerik saflikta iiretimine enzim
tiiriinlin etkisinin incelendigi diger bir ¢alismayla ortiismektedir. Soyer (2007) (R,S)-1-
fenil 1-propanoliin transesterlesme tepkimesinde acil verici olarak vinil laurat, ¢oziicl
olarak izooktan ve biyokatalizér olarak Mucor meihei, Amano Lipaz PS (Pseudomonas
cepacia), Pseudomonas stutzeri, Amano Lipaz AK (Pseudomonas fluorescens), Lipozyme
RMIM ve Novozym 435 lipazlarin1 kullanmistir. 30 dakikalik tepkime siiresi sonunda en
yiiksek ee (S) degeri % 71 ile Novozym 435 enzimi kullanildiginda elde edilmistir.
Amano Lipaz PS (Pseudomonas cepacia) i¢gin % ee (S) degeri 25, Amano Lipaz AK

(Pseudomonas fluorescens) lipazi i¢cin % ee (S) degeri 9 olarak bulunmustur.
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4.1.2 Acil verici ve ¢oziicii tiirii etkisi

Novozym 435 enzimi katalizorliiglinde rasemik 1-fenil I-propanoliin esterlesme
tepkimesiyle kinetik rezoliisyonuna agil verici ve ¢oziicii tlirliniin etkisi arastirilmistir.
Coziict tlriiniin etkisini belirlemek amaciyla izooktan (Log P=4.5), heptan (Log P=4.0),
hegzan (Log P=3.5), toluen (Log P=2.5) ve THF (Log P=0.5) olmak {izere bes farkli
¢oziicli ile deneyler gergeklestirilmistir. Tepkimelerde agil verici tiirii etkisi incelenirken
doymus yag asitleri laurik asit (12 C), miristik asit (14 C) ve palmitik asit (16 C)
kullanilmigtir. Deneylerde 1 mmol agil verici, 3 ml organik ¢oziicii i¢inde ¢oziildiikten
sonra tepkime ortamina sirasiyla 0,5 mmol (R,S)-1-fenil 1-propanol, 100 mg molekiiler
elek ve 100 mg enzim eklenmistir. Tepkimeler 40 °C’de ve 150 rpm karigtirma hizindaki
orbital calkalayicilarda gergeklestirilmistir.

Coziicli hidrofobikligi Log P degeri ile karakterize edilmektedir. Log P degeri oktanol-su
cift fazli sisteminde ¢6ziiciiniin dagilma katsayisinin logaritmasini ifade eder. Laane et al.
(1987) ¢oziiciilerin Log P degerlerinin siniflandirmasini su sekilde yapmistir; Log P < 2
olan ¢oziiciiler polar (hidrofilik) ¢oziiciilerdir ve polar ¢dziiciiler biyokatalitik sistemler
icin uygun degildir. Log P > 4 olan c¢oziiciiler, apolar (hidrofobik) c¢oziiciilerdir ve
biyokatalizor i¢in uygundur. Hidrofilik ¢oziiciiler enzim i¢in gerekli suyu uzaklastirmak ya
da enzimin fonksiyonel yapisin1 parcalamak suretiyle enzimi deaktive edebilirler. Bunun
nedeni suyun enzime baglanmaktansa hidrofilik ¢oziiciilere ilgisinin daha fazla olmasidir
(Suan and Sarmidi 2004). Genellikle lipazlarin aktiviteleri hidrofobik ¢oziiclilerde daha
yliksek olmasina ragmen bazi hidrofobik ¢dziiciiler enzim aktivitesi i¢in gerekli olan enzim
ylizeyindeki suyu c¢ekmelerinden dolay1 inhibisyon etkiside yaratabilirler (Frings et al.
1999). Log P degeri 2-4 arasinda degisen organik ¢oziicliler enzim yapisinda zayif
bozulmalara neden olabilir ve bu tiir ¢oziiclilerde enzim aktivitesini dnceden tahmin etmek
miimkiin degildir (Krishna and Karanth 2002). Elde edilen deneysel sonuglar literatiirti
destekler niteliktedir. Toluen disindaki coziiciilerde ¢oziicli hidrofobikliginin gostergesi
olan Log P degerinin artmasiyla enantiyomerik asirilik degerinde (ee (S)) artis gozlenmistir
(Sekil 4.3). Organik ¢oziiciiler igerisinde daha hidrofilik olan THF ¢oziiclisiinde (Log
P=0.5) en diisiik ee (S) degerleri elde edilmistir. Enantiyomerik oran degerleri Sekil 4.4°de

gosterilmistir.

52



ee(S),%

0,5 2,5 3,5 4 4,5

THF Toluen Hegzan Heptan izooktan

W Laurik asit O Miristik asit O Palmitik asit

Sekil 4.3 Acil verici ve ¢oziicii tiiriintin enantiyomerik aswrilik ve tepkime siiresine etkisi
( I-fenil 1-propanol=0,5 mmol, agil verici= 1 mmol, ¢éziicii=3 ml, Novozym 435=100 mg,
molekiiler elek=100 mg, T= 40 °C ve N=150 rpm)

30+

29.8

25

16,

20

12,5

E 15

0,5 2,5 3,5 4 4,5
THF Toluen Hegzan Heptan izooktan

B Laurik asit O Miristik asit O Palmitik asit |

Sekil 4.4 Acil verici ve ¢oziicii tiiriiniin enantiyomerik oran (E) degerine etkisi (1-fenil I-
propanol=0,5 mmol, agil verici= 1 mmol, ¢oziicii=3 ml, Novozym 435=100 mg, molekiiler

elek=100 mg, T= 40 °C ve N=150 rpm)
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THF’in kullanildig1 tepkimeler yaklasik 7 giin slirmiis ve doniisiim degerleri yaklasik %
18°de kalmistir (Ek 5 Cizelge 1). THF c¢oziiciisiinde laurik asit i¢cin % ee (S) 15, miristik
asit i¢in % ee (S) 16 olarak bulunmustur. Bu durum hidrofilik bir ¢oziicii olan THF’in
enzimin konformasyonal esnekligini koruyan bagli suyu cekerek enzimin katalitik
aktivitesini azaltmasiyla aciklanabilir. Toluen (Log P=2.5) ¢o6ziiciisii tiim ¢oziicii tlirleri
icinde en yliksek sonuglar1 vermistir. Toluenin kullanildig1 tepkimelerde 5,5 saat sonunda,
% ee (S) degerleri laurik asit i¢in 66, miristik asit i¢in 60, palmitik asit icin 66 olarak
bulunmustur. Literatiirde toluen ¢dziiciisiinde enzim aktivitesinin belirgin sekilde diistiigii
calismalara rastlandigr gibi (Suan and Sarmidi 2004), toluen ¢oziiciisiinde yiiksek
enantiyomerik asirilik degerinin elde edildigi caligmalara da rastlamak (Cernia et al. 1998)
miimkiindiir. Bu farkliligin kullanilan substratlarin ve acil vericilerin farkliligindan
kaynaklandig1 disiiniilebilir. Toluen ile iyi sonuglar elde edilmesinin nedeni c¢oziicii
polaritesi yerine toluenin molekiiler yapisiyla agiklanabilir. Substratin yapisindaki (1-fenil
I-propanol) fenil grubu toluenin yapisinda da mevcuttur. Bu durum toluenin substratin
tepkime ortaminda dagilimimi etkileyerek enzimin aktif bdolgesiyle etkilesimini
hizlandirdig1 seklinde diistiniilebilir. Hegzan, heptan ve izooktan gibi ¢oziiciiler ise diiz

zincirli hidrokarbon ¢oziiciilerdir.

Toluenden sonra en iyi sonuglar ise hidrofobikligi en yliksek olan izooktan ile elde
edilmistir. Izooktanin kullanildig1 tepkimelerde % ee (S) degerleri laurik asit igin 51,
miristik asit i¢in 66, palmitik asit icin 50 olarak hesaplanmustir. izooktanli tepkimeler
yaklasik 2,5 saat siirmiistiir. Izooktan c¢oziiciisii (Log P=4.5) hidrofobik bir ¢oziicii
oldugundan enzim aktivitesi ve buna baglh olarak enantiyomerik asirilik degerinde artis
beklenen bir durumdur. En yiiksek enantiyomerik oran (E) degerleri izooktan igin
hesaplannustir (Sekil 4.4). izooktan ¢oziiciisiiniin kullanildig1 tepkimelerde E degerleri;
laurik asit i¢in 12,5, miristik asit i¢in 29,8, palmitik asit i¢in 16,7 olarak hesaplanmuistir.
Elde edilen sonuglar rasemik 1-fenil I1-propanoliin transesterlesme tepkimesi ile
enantiyomerik saflikta {iretimine ¢oziicii tiiriinlin etkisinin incelendigi diger iki c¢aligsma
(Isbakan 2006, Soyer 2007) ile drtiismektedir. Soyer (2007) rasemik 1-fenil 1-propanoliin
transesterlesme tepkimesini Novozym 435 enzimi katalizorliiglinde acil verici olarak vinil
laurat, c¢oziici olarak THF, toluen, hegzan, heptan ve izooktan kullanarak
gerceklestirmistir. Polar bir ¢oziiciisii olan THF ile 4 saatlik tepkime sonunda % 15 ee (S)

degerinin tizerine ¢ikilamamustir.
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En yiiksek ee(S) degeri % 71 ile izooktan ile elde edilirken toluen ile 4 saatlik tepkime
sonunda % 70 ee (S) degeri elde edilmistir. isbakan (2006) rasemik 1-fenil 1-propanoliin
transesterlesme  tepkimesiyle kinetik rezoliisyonunu Porcine Pancreatic lipaz
katalizorliigiinde gergeklestirmistir. 5 farkli ¢6ziicii tiirlinlin denendigi ¢alismada en diisiik
degerlere ¢oziicii olarak THF’in kullanilmasiyla ulagilmistir. En 1yi sonuglara ¢oziicl
olarak izooktan, a¢il verici olarak vinil biitirat kullanildigr durumda; % 48 ee (S) ve 9,4 E

degeri ile ulasilmustir.

Acil verici tiirlinlin etkisi Novozym 435 lipaz1 katalizorliiglinde laurik asit (12C), miristik
asit (14C) ve palmitik asit (16C) olmak iizere {i¢ farkli yag asiti kullanilarak incelenmistir.
Yapilan deneyler sonucunda agil verici karbon sayisi ile tepkimenin enantiyomerik agirilik
degeri ve enantiyomerik oran (E) degeri arasinda bir baglant1 olmadig1 gozlenmistir (Sekil
4.5). Ancak literatiirde agil vericinin karbon sayisinin artmasiyla enantiyose¢imliligin

arttigin1 gosteren galismalara rastlanmustir (Irimescu et al. 2004, Suan and Sarmidi 2004).

% @ Toluen

()

2 @ Hegzan
m Heptan
@ Izooktan

12C 14C 16C

Laurik asit Miristik asit Palmitik asit
Agll verici luru

Sekil 4.5 A¢il verici karbon sayisimin enantiyomerik asiriliga etkisi (1-fenil -
propanol=0,5 mmol, agil verici= 1 mmol, ¢oziicii=3 ml, Novozym 435=100 mg, molekiiler
elek=100 mg, T= 40 °C ve N=150 rpm)
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Irimescu et al. (2004) rasemik 2-metoksi-2-feniletanol’iin CALB katalizorliigiindeki
esterlesme tepkimesinde acil verici olarak asit tiirlerinin etkisi incelenmistir.
Enantiyomerik oran (E) hegzanoik asitten dekanoik asite dogru zincir uzunlugunun
artmastyla belirgin sekilde artmigtir. Suan and Sarmidi (2004) (R,S)- 1-fenil etanoliin lipaz
katalizli esterlesme tepkimesinde enzim aktivitesi ve enantiyosecimlilik iizerine agil
vericinin zincir uzunlugunun etkisini incelemis ve karbon sayis1 12-18 arasinda degisen
farkl1 yag asitleriyle caligmislardir. Enzim aktivitesinin 12 C’dan 16 C’a dogru arttig

ancak 18 C’da % 3-4’liik azalma oldugu gozlenmistir.

Bu calismada ise ee (S) degerleri bakimindan incelenen agil verici tiirleri arasinda biiyiik
farklar olmadig1 goriilmiistiir. Ancak genellikle en iyi sonuglara agil verici olarak laurik
asitin (12C) kullanilmasiyla ulasilmistir. Agil verici olarak laurik asit kullanildiginda % ee
(S) degeri THF igin 15, toluen icin 66, hegzan i¢in 41, heptan i¢in 48, izooktan igin 51
olarak bulunmustur. Bunun nedeni literatiirde belirtildigi gibi uzun acil zincirli yag
asitlerinin enzimin serbest hareketini engellemis olmasi (Suan and Sarmidi 2004) yada kati
partikiiller seklinde bulunan yag asitlerinin organik ¢ozliciide ¢Oziinmesinin giic
olmasindan dolay1 enzim aktif merkezine diffiizyonu engellenmis olabilir. Diger taraftan
¢oziicii olarak izooktan, acil verici olarak miristik asitin kullanildig1 deneylerde 2,5 saatlik
tepkime sonunda % ee (S) 66, E degeri 29,8 olarak bulunmustur. Deneyler sirasinda
palmitik asitin oda sicakliginda donmasi nedeniyle tepkime sonlandirmada ve HPLC
analizlerinde zorluklar yasanmistir. Bundan dolay1 palmitik asitin tepkimelerde kullanimi
olduk¢a zordur. Calismalarda ¢oziicli igerisinde daha iyi ¢0ziinen ve iyi sonuglar veren

laurik asitin kullanilmasi uygundur.

4.1.3 Acil verici/alkol mol oram etKkisi

(R,S)-1-fenil 1-propanoliin esterlesme tepkimesi ile kinetik rezoliisyonuna agil verici/alkol
mol orani etkisinin incelemesi amaciyla; 1/1, 3/2, 2/1 ve 3/1 mol oranlar1 denenmistir.
Deneylerde alkol orani sabit tutulurken acil verici miktart artirilmistir. Calismalar sirasinda
acil verici olarak laurik asit ve miristik asit, organik ¢oziicii olarak toluen ve izooktan
kullanilmigtir. 0,5 mmol (R,S)-1-fenil 1-propanol ve sirasiyla 0,5, 0,75, 1 ve 1,5 mmol agil
verici, 3 ml ¢oziicliide ¢oziindiikten sonra 200 mg molekiiler elek ve 100 mg Novozym 435

enzimi eklenerek tepkimeler 150 rpm ve 40 °C’de baslatilmistir.
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Agil verici/alkol mol oraninin etkisinin incelendigi calismalarda en yiiksek % ee (S)
degerine ¢oziicii olarak toluen kullanildiginda 1/1 mol oraninda ulasilirken (Sekil 4.6), en

yiiksek enantiyomerik oran (E) degerine 3/1 mol oraninda ulasilmistir (Sekil 4.7).

781
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74
72
70
68 |
66 |
64 |
62
60
58

70 70

67

% ee(S)

1M 3/2 21 31
Agil verici/Alkol Mol Orani

B Laurik asit 0 Miristik asit

Sekil 4.6 Toluen c¢oziiciistinde acil verici/alkol mol orammin enantiyomerik aswiliga
etkisi (Tepkime siiresi=3 h, I-fenil 1-propanol=0,5 mmol, toluen=3 ml, Novozym 435=100
mg, molekiiler elek=200 mg, T= 40 °C ve N=150 rpm)

120+
100
80
E €0 ® Laurik asit
40 o Miristik asit

20

M 3/2 211 31
Agcil verici/Alkol Mol Orani

Sekil 4.7 Toluen ¢oziiciisiinde agil verici/alkol mol oraminin enantiyomerik orana (E) etkisi
(Tepkime stiresi=3 h, 1-fenil 1-propanol=0,5 mmol, toluen=3 ml, Novozym 435=100 mg,
molekiiler elek=200 mg, T= 40 °C ve N=150 rpm)
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Ong et al (2006) rasemik ketoprofenin Candida antarctica lipaz B (CAL B)
katalizorliigiinde gerceklesen enantiyosecimli esterlesme tepkimesine asit/alkol mol
oraninin etkisini arastirmistir. Rasemik ketoprofenin derisimi sabit tutulurken, agil verici
olarak kullanilan n-biitanol miktar1 degiskenlik gostermistir. En yiliksek doniisim degeri
1/1 mol oraninda elde edilmistir. Mol oran1 5/1°den 1/1’°e azaldiginda doniisiim % 28,3’den
% 72,9’a yiikselmistir. Alkol tarafindan meydana getirilen substrat inhibisyon etkisi dikkat
cekici olmustur. Literatiirdeki bu calismay1 destekler sekilde acil verici/alkol mol orani
azaldik¢a ee (S) degerlerinde kademeli bir artig gozlenmistir. Toluen ¢oziiciisiinde mol
orani 3/1°den 1/1’e azaldiginda laurik asit i¢in % ee (S) degeri 67°den 77’e ylikselmistir.
Toluen c¢oziiciisinde mol oraninin azalmasiyla benzer bir artis miristik asit i¢in de
gozlenmistir. Toluenin kullanildig1 tepkimeler 3 saat slirmiis ve yaklasik olarak % 50
dontisim gozlendiginde tepkimeler durdurulmustur (Ek 6 Cizelge 1 ve 2). En ¢arpici
sonuclar ise enantiyomerik oran (E) degerlerinde gézlenmistir. En yiiksek enantiyomerik
oran degerine 3/1 mol oraninda, ¢Oziicii olarak toluen, acil verici olarak laurik asitin
kullanildigr durumda; % 41 déniisiimde, % 67 ee (S) degeri ve 116,8 E ile ulasilmistir
(Sekil 4.7). Bu sonucun bulunmasinda diisiik doniisiim degerinde yiliksek enantiyomerik
asirilik degeri etkili olmustur. Fazla miktarda agil verici kullanimi ile enzim aktif
merkezinde acil vericinin tiikenmesi onlenebilir. Ancak eger kiitle aktarim kisitlamalari
mevcut ise bu artis i¢ce diflizyonu azaltacaktir. Acil verici miktarindaki artig tersinir bir
tepkimenin tirlinler yoniine kaymasini saglayacak ve {iriin verimi artacaktir. Bakker et al.
(2000) sekonder alkollerin yavas hareket eden girdiler oldugunu bu nedenle tersinmez
tepkimelerin etkili kinetik rezoliisyon i¢in 6n kosul oldugunu belirtmistir. Daha sonraki

deneysel ¢alismalarda 2/1 mol oran1 esas alinmig alinmustir.

Acil verici/alkol mol orani etkisi incelenirken kullanilan diger bir ¢oziiciide izooktandir.
Izooktanli tepkimeler yaklasik 1-1,5 saat siirmiistiir. Izooktanli deneylerde en yiiksek
sonuglara laurik asit i¢in; 1/1 mol oraninda % ee (S) 53 ve E degeri 7,2, miristik asit i¢in;
1/1 mol oraninda % ee (S) 63 ve E degeri 6,6 ile ulagilmistir (Sekil 4.8, Sekil 4.9).
Izooktanl1 tepkimelerde elde edilen ee (S) degerleri toluenden daha diisiik olmasina
ragmen dikkat ¢ekici olan her iki ¢dziicii ve agil verici tiirii iginde mol oraninin azalmasiyla

ee (S) degerinin artmasidir (Sekil 4.10, Sekil 4.11).
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Sekil 4.8 [zooktan céziiciisiinde agil verici/alkol mol orammin enantiyomerik

asiriliga

etkisi (Tepkime siiresi=1,5 h, I-fenil 1-propanol=0,5 mmol, izooktan=3 ml, Novozym
435=100 mg, molekiiler elek=200 mg,T= 40 °C ve N=150 rpm)
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Sekil 4.9 Izooktan c¢éziiciisiinde agil verici/alkol mol orammin enantiyomerik orana
(E)etkisi (Tepkime siiresi=1,5 h, 1-fenil I-propanol=0,5 mmol, izooktan=3 ml, Novozym
435=100 mg, molekiiler elek=200 mg,T= 40 °C ve N=150 rpm)
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Sekil 4.10 Acil verici olarak laurik asitin kullanildig1 tepkimelerde agil verici/alkol mol
oramimin enantiyomerik asiriliga etkisi (I-fenil I-propanol=0,5 mmol, ¢oziicii=3ml,
Novozym 435=100 mg, molekiiler elek=200 mg, T= 40 °C ve N=150 rpm)
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Sekil 4.11 Acil verici olarak miristik asitin kullanildigi tepkimelerde agil verici/alkol mol
orammin enantiyomerik aswiliga etkisi (1-fenil I-propanol=0,5 mmol, ¢oziicii=3ml,
Novozym 435=100 mg, molekiiler elek=200 mg, T= 40 °C ve N=150 rpm)
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4.1.4 Molekiiler elek miktar etkisi

Molekiiler elek miktar: etkisinin incelenmesi amaciyla tepkime ortamina 0, 50, 100, 150,
200, 250, 300, 350 ve 400 mg molekiiler elek eklenmistir. Acil verici olarak laurik asit ve
miristik asit, organik ¢oziicii olarak toluen ve izooktan kullanilmistir. Acil verici/alkol mol
orani olarak 2/1 orani esas alinmis ve tepkime ortamina 1 mmol agil verici ile 0,5 mmol
(R,S)-1-fenil 1-propanol eklenmistir. 100 mg Novozym 435 eklenerek tepkime
baslatilmistir. Tepkimeler 40 °C’de ve 150 rpm karistirma hizindaki ¢alkalayicilarda
gergeklestirilmistir.

Molekiiler elegin tepkime ortamina eklenme nedeni esterlesme tepkimesi sonucu olusan
suyun ortamdan uzaklagtirmaktir. Suyun ortamdan uzaklastirilmasiyla tepkime iiriinler
yoniine dogru kayar. Molekiiler elegin ortamdaki suyu uzaklagtirmanin yaninda enzim
davranmigini etkiledigine dair calismalar literatiirde mevcuttur. Zeolit molekiiler elekler
katyon degistirme yeteneklerinden dolayi enzimler iizerinde dramatik sekilde asit-baz
etkisine sahiplerdir. Tiim zeolitler Na' ve K gibi katyonlar1 H' ile degistirebilirler. Bu
degisim protein tizerindeki asidik gruplarin protonlanma durumunu etkilemekte ve bu da

enzim aktivitesini etkilemektedir (Fontes et al. 2002).

Toluen ¢oziiciinde molekiiler elek miktarinin enantiyomerik asirilik ve enantiyomerik oran
degerlerine etkisi Sekil 4.12 ve Sekil 4.13’de gosterilmistir. Toluenin ¢oziicii olarak
kullanildig1 tepkimelerde molekiiler elek miktarinin artmasiyla, enantiyomerik asirilik
degerlerinde (ee (S)) artis gozlenmistir. Molekiiler elek miktarinin 0’dan 400 mg’a
artmastyla % ee (S) degerleri; laurik asit icin 37’den 87’ye, miristik asit i¢in 36’dan 83’e
yukselmistir. Toluen ¢oziiciisii i¢in en iyi sonuglara 400 mg molekiiler elek kullanildigi
durumda ulasilmistir. 400 mg molekiiler elek kullanildiginda laurik asit ile % 52
dontisiimde, % 87 ee (S) ve 25,7 E degeri (Ek 7 Cizelge 1), miristik asit ile % 54
dontigsiimde, % 83 ee (S) ve 15,7 E degeri (Ek 7 Cizelge 2) elde edilmistir. Toluen
¢Oziiciisiinde molekiiler elek miktarinin artmasi tepkime hizini etkilemis ve tepkime

siresinde azalmaya neden olmustur.

61



% ee(S)

0 50 100 150 200 250 300 350 400
Molekiiler Elek Miktari (mg)

B Laurik asit B Miristik asit |

Sekil 4.12 Toluen ¢oziiciisiinde molekiiler elek miktarinin enantiyomerik asiriliga etkisi
(1-fenil 1-propanol=0,5 mmol, agil verici= 1 mmol, toluen= 3 ml, Novozym 435=100 mg,
T=40°C ve N= 150 rpm)
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Sekil 4.13 Toluen ¢oziiciisiinde molekiiler elek miktarimin enantiyomerik orana (E) etkisi
(1-fenil 1-propanol=0,5 mmol, agil verici=1 mmol, toluen=3 ml, Novozym 435=100 mg,
T=40°C ve N= 150 rpm)
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[zooktan ¢dziiciinde molekiiler elek miktarinin enantiyomerik asiriliga ( ee (S)) etkisi Sekil
4.14’de, enantiyomerik orana (E) etkisi Sekil 4.15°de gosterilmistir. Coziicli olarak
izooktanin kullanildig1 tepkimelerde molekiiler eleksiz tepkimelerde enantiyomerik asirilik

degeri ve doniisiim degeri oldukga diisiik oldugu goriilmektedir (Ek Cizelge 3 ve 4).
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Sekil 4.14 zooktan coziiciisiinde molekiiler elek miktarimn enantiyomerik asiriliga etkisi
(1-fenil 1-propanol=0,5 mmol, agil verici= 1 mmol, izooktan= 3 ml, Novozym 435=100
mg, T=40°C ve N= 150 rpm)
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Sekil 4.15 Jzooktan ¢oziiciisiinde molekiiler elek miktarinin enantiyomerik orana (E) etkisi
(I-fenil I- propanol=0,5 mmol, agil verici= 1 mmol, izooktan= 3 ml, Novozym 435=100
mg, T=40°C ve N= 150 rpm)
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Izooktanin kullanildig1 tepkimelerde ortamda molekiiler elek olmadig durumda; laurik asit
icin % 33 doniisiimde, % ee (S) degeri 25, miristik asit i¢in ise % 38 doniisiimde, % ee (S)
degeri 33 olarak hesaplanmigtir. Ancak 100 mg’in iizerindeki molekiiler elek miktarlarinda
ee (S) degerlerinde biiyiik bir artis gézlenmemistir. Ancak molekiiler elegin tepkime
ortamina eklenmesi tepkime verimini arttirmada yararl olmustur. Izooktan ¢dziiciisiinde en
yiiksek enantiyomerik oran (E) degeri, 100 mg molekiiler elek kullanildiginda elde
edilmistir. Laurik asit i¢in E degeri 12,5, ee (S) % 51; miristik asit i¢in E degeri 29,8, ee
(S) % 66 olarak hesaplanmistir.

Molekiiler elek miktarindaki artis tepkime siiresinde c¢arpici sekilde azalmaya neden
olmustur. Toluen ¢oziiciisiinde 0 mg molekiiler elek kullanildiginda tepkime siiresi 8 saat
iken, 400 mg molekiiler elek kullanildiginda siire 2,5 saate diismiistiir. Izooktan
coziiciisiinde ise 0’dan 400 mg’a molekiiler elek artisiyla tepkime siiresi 3 saatten 1 saate
kadar diigmistiir. Molekiiler elek suyu tutarak, tepkimenin iiriinler yoniine kaymasini
saglamis ve tepkimeyi hizlandirmigdir. Molekiiler elek miktarinin tepkime siiresine etkisi
Sekil 4.16’de gosterilmistir. Elde edilen sonuglar molekiiler elek miktarinin lipaz katalizli
enantiyosecimli esterlesme tepkimeleri lizerinde 6nemli etkilere sahip oldugunu agikca

gostermektedir.
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Sekil 4.16 Molekiiler elek miktarinin tepkime siiresine etkisi
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Calismalarda kullanilan toluen ve izooktan coziiciileri i¢in degisen molekiiler elek

miktarlarinda elde edilen % ee (S) degerleri Sekil 4.17 ve Sekil 4.18’de karsilagtirilmstir.
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Sekil 4.17 Acil verici olarak laurik asitin kullamildigi tepkimelerde molekiiler elek
miktarinin enantiyomerik agsiriiga etkisi (I-fenil 1-propanol=0,5 mmol, laurik asit=1
mmol, ¢oziicii= 3 ml, Novozym 435=100 mg, T= 40 °C ve N= 150 rpm)
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Sekil 4.18 Acil verici olarak miristik asitin kullanildigi tepkimelerde molekiiler elek
miktarimin enantiyomerik asiriliga etkisi (I-fenil I-propanol=0,5 mmol, miristik asit=1
mmol, ¢oziicii= 3 ml, Novozym 435=100 mg, T= 40 °C ve N= 150 rpm)
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4.1.5 Si1caklik etkisi

Rasemik I-fenil 1-propanoliin enantiyosec¢imli esterlesme tepkimesine sicaklik etkisinin
incelemesi amaciyla tepkimeler 10-60 °C arasindaki sicakliklarda gergeklestirilmistir.
Sicaklik etkisinin incelendigi calismada ¢oziicii olarak toluen (3 ml), agil verici olarak
laurik asit (I mmol) ve 0,5 mmol (R,S)-1-fenil 1-propanol kullanilmistir. Daha sonra
tepkime ortamina 400 mg molekiiler elek ve 100 mg Novozym 435 enzimi eklenmistir.

Tepkimeler 150 rpm karistirma hizindaki orbital calkalayicilarda gergeklestirilmistir.

Tepkime sicakligi enzimatik tepkimeler lizerinde biiyiik etkiye sahiptir. Yapilan deneylerde
sicakligin enantiyomerik asirilik degerini (ee (S)) ve enantiyomerik orani (E) etkiledigi
goriilmiistiir. Sicaklik artistyla birlikte E degerlerinde belirgin bir artis gézlenmistir (Sekil
4.20). Sicaklik deneylerinde 10 °C sicaklikta % ee (S) degeri 68, E degeri 10,5 olarak
hesaplanirken 60 °C sicaklikta % ee (S) degeri 95, E degeri 56,5 olarak bulunmustur. En
yiksek enantiyomerik asirihk degerlerine 50 °C ve 60 °C ile ulasilmustir (Sekil 4.19).
Tepkimeler TLC’ de izlenmis, yaklasik olarak % 50 doniisim gozlendiginde deneyler

sonlandirilmistir. Ancak bazi sicaklik deneylerinde bu deger ¢ok azda olsa agilmistir (Ek 8

Cizelge 1).
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Sekil 4.19 Sicakligin enantiyomerik asirihiga etkisi (1-fenil I-propanol=0,5 mmol, laurik
asit= 1 mmol, ¢oziicii=toluen, Novozym 435=100 mg, molekiiler elek=400 mg ve N= 150

rpm)
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Sekil 4.20 Sicakligin enantiyomerik orana (E) etkisi (1-fenil 1-propanol=0,5 mmol, laurik
asit= 1 mmol, ¢oziicti=toluen, Novozym 435=100 mg, molekiiler elek=400 mg ve N= 150

rpm)

Ayrica sicaklik artis1 tepkime hizini etkilemis ve tepkime siiresinde azalmaya neden
olmustur. Sicaklik tepkime siiresine etkisi Sekil 4.21°de goOsterilmistir. Yiiksek
sicakliklarda enzimler katalitik aktivitelerini kaybedebilmektedir. Buda enzimin ii¢ boyutlu
yapisinin yiiksek sicakliklarda bozulmasiyla ilgilidir. Yapilan deneyler Novozym 435
enziminin 10 °C ile 60 °C arasindaki sicakliklarda enantiyose¢imli esterlesme tepkimesini
katalizledigini gostermistir. Fakat deneylerde yiiksek sicakliklarda iyi sonucglarin elde
edilmesini nedeni kullanilan Novozym 435 lipazinin tutuklanmis bir enzim olmasindan
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Ciinkii tutuklama iglemleri enzimlerin termal kararliligini

artirmaktadir.
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Sekil 4.21 Sicakligin tepkime siiresine etkisi
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4.1.6 Enzim miktar etkisi

Enzimler tepkime basamaklarin1 kolaylastiracak bolgesel se¢imlilige sahiplerdir ve 1liman
kosullar altinda ¢alisirlar. Bu durum biyokatalitik prosesleri kimyasal proseslere gore daha
avantajli yapar. Optimum enzim miktarini belirlemek hem tepkimenin yiiksek verimle
daha kisa siirede gerceklesmesi hem de maliyeti i¢in dnemlidir. Bu nedenle rasemik 1-
fenil 1-propanoliin enantiyosecimli esterlesme tepkimesinde uygun enzim miktar
belirlemek 6nemlidir. Yapilan deneylerde tepkime ortamina 100, 200, 300, 400 ve 500 mg
Novozym 435 enzimi eklenmistir. Coziicii olarak toluen (3 ml), agil verici olarak laurik ve
miristik asit kullanilmis olup tepkimeler 50 °C’ de gergeklestirilmistir. Agil verici/alkol
mol orani olarak 2/1 orami esas alinmig ve tepkime ortamina 1 mmol agil verici ile 0,5
mmol (R,S)-1-fenil 1-propanol eklenmistir. Tepkime ortamima 400 mg molekiiler elek

eklenmistir. Tepkimeler yaklagik 2,5 saat stirmiistir.

Denenen tiim enzim miktarlarinda yiiksek enantiyomerik asirik degerleri elde edilmis olup,
ee (S) degerleri % 90 - 98 arasinda degismektedir (Sekil 4.22). Enzim miktarindaki artis ile
birlikte doniisiimiin dikkat ¢ekici sekilde arttig1 gozlenmis, bu durum enantiyomerik oran
(E) degerinde azalmaya yol agmistir (Ek 8 Cizelge 2 ve 3). Yiiksek enzim konsantrasyonu
substratin baglanmasi i¢in daha ¢ok aktif merkez saglayacagindan tepkimenin doniisiim
degerinin artmasi ve tepkimenin hizlanmasi beklenen bir durumdur. Hem tepkimenin
maliyeti hemde tepkimeyi yiiksek enantiyose¢imlilikte katalizlemesi bakimindan 100 mg
enzim miktariin uygun oldugu diistiniilmektedir. 100 mg enzim kullanildiginda laurik asit
icin ee (S) % 95 ve 29,2 E, miristik asit i¢in ee (S) % 90 ve 22,9 E olarak bulunmustur
(Sekil 4.23).
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Sekil 4.22 Enzim miktarinin enantiyomerik aswriliga etkisi (Tepkime stiresi=2,5 h, 1-fenil
1-propanol=0,5 mmol, agil verici=1 mmol, enzim= Novozym 435, toluen= 3 ml, molekiiler
elek=400 mg, T=50°C ve N= 150 rpm)
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Sekil 4.23 Enzim miktarinin enantiyomerik orana (E) etkisi (Tepkime siiresi=2,5 h, 1-fenil
1-propanol=0,5 mmol, agil verici=1 mmol, enzim= Novozym 435, toluen= 3 ml, molekiiler
elek=400 mg, T=50°C ve N= 150 rpm)
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4.2 (R,S)-1-fenil 1-propanoliin Liyofilize Mikrobiyal Hiicreler ile Kinetik

Rezoliisyonu

Rasemik 1-fenil 1-propanoliin saf lipaz enzimi katalizorliigiinde gerceklesen esterlesme
tepkimesine ¢esitli parametrelerin etkisi incelendikten sonra biyokatalizor olarak liyofilize
Candida antarctica (Pseudozyma aphidis DSM 70725) hiicreleri kullanilarak kinetik
rezollisyon c¢alismalart yapilmistir. Kinetik rezoliisyon ¢alismalarinda saf enzimler
kullanildig1 gibi enzim kaynagi olarak mikroorganizmalarda kullanilmaktadir. Mikrobiyal
hiicrelerin kullanilmasi: hem ekonomik hem de teknik agidan bazi avantajlar saglamaktadir.
Saf enzimlerin pahali olusu ve saflastirma islemlerinin uzun zaman alan yorucu bir iglem
olmas1 nedeniyle mikrobiyal hiicreler avantajlidir. Ayrica bazi enzimlerin koenzim veya
kofaktore ihtiya¢g duymasi nedeniyle maliyet bir kat daha artmaktadir. Oysaki enzimler
kendi dogal ortamlarinda bulunduklarindan daha kararli ve disardan kofaktdr eklenmesine
ihtiya¢ yoktur. Bu nedenlerden dolay1 daha dnceki ¢alismamizda iyi sonuglar elde ettigimiz
Novozym 435 enziminin kaynagi olan Candida antarctica (Pseudozyma aphidis DSM
70725) mikroorganizmast  (R,S)-1-fenil I-propanoliin  esterlesme tepkimesinde

biyokatalizor olarak kullanilmistir.

4.2.1 Mikroorganizma iireme egrisinin olusturulmasi

Candida antarctica (Pseudozyma aphidis DSM 70725) mikroorganizmasinin iireme
egrisini olusturabilmek i¢in 100 ml sivi besiyerine ekimi yapilmis mikroorganizma 30 °C
sicaklikta ve 170 rpm karistirma hizindaki orbital ¢alkalayicida inkiibasyona birakilmistir.
Ekim yapilan homojen besiyerinden her 2 saatte belli miktarda sivi alinmig ve
spektrofotometre kiiveti i¢inde belli miktarda distile su ile seyreltilmistir. Besiyeri iginde
tireyen mikroorganizmanin yogunlugu 600 nm dalga boyunda spektrofotometre cihazinda
Olclilmiistiir. Absorbans degerleri seyreltme faktorii ile carpilarak grafige gecirilmistir
(Sekil 4.24). Ureme egrisi sonucu 54. saatte iiremenin durgunluk fazma ulastig
gozlenmistir. Bunun sonucu olarak mikroorganizmanin yaklasik olarak 2,5 - 3 giin

inkiibasyona birakilmasina karar verilmistir.
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Sekil 4.24 Candida antarctica (Pseudozyma aphidis DSM 70725) iireme egrisi

4.2.2 Lipaz aktivitesinin ol¢iilmesi

Candida antarctica mikroorganizmasinin liyofilize kuru hiicre kiitlesinin ve liyofilize siv1
kismin lipaz igerigini belirlemek amaciyla lipaz aktivitesi olgiilmiistir. Hem kuru hiicre
kiitlesinin hem de sivi kismin (santrifiij sonrasi) ayr1 ayri liyofilize edilmesinin nedeni
lipazin hiicre dis1 bir enzim olmasina ragmen hiicre i¢cinde de var olabileceginin
diisiiniilmesidir. Elde edilen sonuclar Novozym 435 lipazinin aktivitesi ile
karsilagtirtlmistir. 200 mg liyofilize kuru hiicrenin lipaz aktivitesi 5,43 U, 200 mg liyofilize
sivi kismin lipaz aktivitesi 4,66 U, 1000 pl liyofilize edilmemis (santrifiij sonrasi) sivi
kismun lipaz aktivitesi 0,53 U olarak dl¢iilmiistiir. Novozym 435 lipazinin aktivitesi 50 mg

enzim i¢in 14 U olarak Sl¢iilmiistiir (Cizelge 4.1).

71



Cizelge 4.1 Lipaz aktivite sonuglart

Biyokatalizor Miktar Aktivite U
Saf enzim ( Novozym 435 ) 50 mg 14U
C. antarctica liyofilize hiicre kiitlesi 200 mg 543U
C. antarctica liyofilize sivi kisim 200 mg 4,66 U
C. antarctica s1v1 kisim 1000 pl 0,53 U

4.2.3 Liyofilize mikrobiyal hiicrelerin biyokatalizor olarak kullanilmasi

Rasemik 1-fenil 1-propanoliin esterlesme tepkimesi ile kinetik rezollisyonunda
biyokatalizor olarak Candida antarctica mikroorganizmasinin liyofilize hiicre kiitlesi ve
liyofilize s1v1 kismi1 kullanilmistir. Deneyler 25 ml’lik vida kapakli siselerde, hem liyofilize
hiicre kiitlesi hem de liyofilize sivi kisim i¢in ayr1 ayr1 yapilmistir. Deneylerde agil verici
olarak laurik asit kullanilmis Oncelikle 1 mmol laurik asit, 6 ml izooktan i¢inde
coziildiikten sonra rasemik alkol 1-fenil 1-propanol (0,5 mmol) tepkime ortamlarina

eklenmistir. Tepkime ortamina 400 mg molekiiler elek eklenmistir.

En son olarak ise tepkime ortamlarina biyokatalizor olarak 200 mg liyofilize edilmis kuru
hiicre ve 200 mg liyofilize sivi kisim eklenmistir. Tepkimeler 40 °C’de ve 150 rpm
karistirma hizindaki ¢alkalayicilarda gergeklestirilmistir. 10 giinliik siire boyunca her iki
tepkime iginde TLC’de herhangi bir iiriin bandi olusumu goézlenmemistir. 10 giiniin
sonunda tepkimeler sonlandirilmistir. Sonlandirma islemi sirasinda biyokatalizor ve
molekiiler elek tepkime ortamindan filtre kagidi ile siiziilerek ayrilmigtir. Tepkime
ortamindaki ¢oziicii ise hava pompas1 yardimiyla uzaklastirilmistir. Tepkime sonrast alkol
analizi yiiksek basing sivi  kromatografisinde (HPLC), Chiralcel® OB-H kolonu
kullanilarak yapilmistir. HPLC analizleri sonucunda biyokatalizor olarak Candida
antarctica’nin  liyofilize kuru hiicre kiitlesi ve liyofilize sivi kismin kullanildigi
tepkimelerde rasemik 1-fenil 1-propanoliin enantiyose¢imli esterlesme tepkimesini

katalizlemedigi gortilmustiir.
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5. SONUCLAR

Rasemik 1-fenil 1-propanoliin esterlesme tepkimesiyle kinetik rezoliisyonu ilk olarak ticari
lipaz enzimleri biyokatalizorliigiinde gergeklestirilmistir. Bu c¢alisma kapsaminda
enantiyomerik saflikta 1-fenil 1-propanol iiretimine enzim tiiriiniin, agil verici ve ¢oziicl
tiirlinlin, acil verici/alkol mol oraninin, molekiiler elek miktarinin, sicakligin ve enzim
miktariin etkisi arastirilmistir. Enantiyosecimli esterlesme tepkimesinde biyokatalizor
olarak tutuklanmis Novozym 435 (Candida antarctica lipaz B) enzimi, Amano Lipaz AK
(Pseudomonas fluorescens) ve Amano Lipaz PS (Pseudomonas cepacia) serbest enzimleri
denenmistir. Incelenen enzimler icerisinde en yiiksek enantiyomerik asirilik degerleri
Novozym 435 enzimi ile elde edilmistir. Novozym 435 enziminin en 6nemli basarisi ise
tepkimeyi ¢ok kisa siirede ve yiiksek enantiyosecimlilikte katalizleyebilmesidir. Novozym
435 enzimi ile hemen hemen tiim ¢o6ziicii tiirlerinde iyi sonuglar elde edilmis olup en iyi
sonuca toluen ile ulasilmistir. Coziicii olarak toluenin kullanildig1 tepkimelerde 5,5 saatin

sonunda % ee (S) degeri 66, doniisiim % 51, E degeri 8,7 olarak bulunmustur.

Yapilan ¢aligmalar ¢oziicii tiirliniin  tepkimenin enantiyomerik asirilik (ee) ve
enantiyomerik oran (E) degerini biiyiik dlgiide etkiledigini gostermistir. Toluen disindaki
¢oOziiciilerde ¢oziici hidrofobikliginin gostergesi olan Log P degerinin artmasiyla
enantiyomerik asirilik degerinde artis gozlenmistir. Organik  ¢oziicliler icerisinde
digerlerinden daha hidrofilik olan THF ¢oziiciisiinde (Log P=0.5) en diislik enantiyomerik
asirilik degerleri elde edilmistir. THF in kullanildig1 tepkimeler yaklasik 7 giin siirmiis ve
ee (S) degeri % 15-16’in lizerine ¢ikmamustir. Bu durum hidrofilik bir ¢6ziicli olan THF’in
enzimin konformasyonal esnekligini koruyan bagil suyu cekerek enzimin Kkatalitik
aktivitesini azaltmasiyla agiklanabilir. Toluenin ¢oziicii olarak kullanildig1 tepkimelerde %
ee (S) degerleri laurik asit i¢in 66, miristik asit i¢cin 60, palmitik asit i¢cin 66 olarak
bulunmustur. Yapilan deneyler sonucunda agil verici karbon sayisi ile tepkimenin
enantiyomerik asirilik degeri ve enantiyomerik oran degeri arasinda bir baglanti

bulunamamastir.
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Yapilan literatiir aragtirmas1 sirasinda agil verici/alkol mol oraninin da kinetik rezoliisyon
calismalarinda 6nemli bir igletim parametresi oldugu goriilmiistiir. Coziicli olarak toluen,
acil verici olarak laurik asit kullanildiginda acil verici/alkol mol orani azaldik¢a substrat
icin enantiyomerik asirilik ee (S) degerlerinde kademeli bir artis gdzlenmistir. Mol orani
3/1°den 1/1’e azaldiginda % ee (S) degeri 67°den 77’e yiikselmistir. Toluen ¢oziiciisiinde

mol oraninin azalmasiyla benzer bir artis miristik asit i¢inde gdzlenmistir.

Molekiiler elek tepkime ortaminda bulunan su miktarini ayarlamakta kullanilan su tutucu
ajan gorevi gormektedir. Molekiiler elegin ortamdaki suyu uzaklastirmanin yaninda enzim
davranmigini etkiledigine dair ¢alismalar literatiirde mevcuttur. Zeolit molekiiler elekler
katyon degistirme yeteneklerinden dolay1 enzimler {izerinde dramatik sekilde asit-baz
etkisine sahiplerdir. Elde edilen sonuglar molekiiler elek miktarinin lipaz katalizli
enantiyose¢imli esterlesme tepkimeleri iizerinde onemli etkilere sahip oldugunu agikca
gostermektedir. Toluenin ¢oziicii olarak kullanildig1 tepkimelerde molekiiler elek
miktarinin artmasiyla, ee (S) degerlerinde artis gozlenmistir. Molekiiler elek miktarinin
0’dan 400 mg’a artmasiyla % ee (S) degerleri; laurik asit i¢in 37’den 87’ye, miristik asit
icin 36’dan 83’e yiikselmistir. Toluen ¢oziiciisii icin en yiiksek sonuglara 400 mg
molekiiler elek kullanildigi durumda ulasilmistir. 400 mg molekiiler elek kullanildiginda
laurik asit ile % 87 ee (S) ve 25,7 E degerine ulasilmistir. Molekiiler elek miktarindaki
artis tepkime siiresinde carpict sekilde azalmaya neden olmustur. Toluen ¢oziiciisiinde 0
mg molekiiler elek kullanildiginda tepkime siiresi 8 saat iken, 400 mg molekiiler elek

kullanildiginda stire 2,5 saate diigsmiistiir.

Tepkime sicakligi enzimatik tepkimeler lizerinde biiyiik etkiye sahiptir. Yapilan deneylerde
sicakligin enantiyomerik asirilik degerini ve enantiyomerik orani (E) etkiledigi
goriilmiistiir. Sicaklik artisiyla birlikte E degerlerinde belirgin bir artis gdzlenmistir.
Sicaklik etkisi deneylerinde 10 °C sicaklikta % ee (S) degeri 68, E degeri 10,5 olarak
hesaplanirken 60 °C sicaklikta % ee (S) degeri 95, E degeri 56,5 olarak bulunmustur.
Optimum enzim miktarin1 belirlemek hem tepkimenin yiiksek verimle daha kisa siirede
gerceklesmesi hemde maliyeti i¢in 6nemlidir. Denenen tiim enzim miktarlarinda (100-500

mg) yliksek enantiyomerik asirilik degerleri ( > % 90) elde edilmistir.
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Hem tepkimenin maliyeti hemde tepkimeyi yiiksek enantiyosec¢imlilikte katalizlemesi
bakimindan 100 mg enzim miktarinin uygun oldugu disiiniilmektedir. Coziicli olarak
toluenin kullanildig1 tepkimelerde, 100 mg enzim kullanildiginda laurik asit i¢in ee (S) %

95 ve 29,2 E, miristik asit i¢in ee (S) % 90 ve 22,9 E olarak bulunmustur.

Yapilan deneyler sonucunda substratin enantiyomerik saflifin1 ifade eden ee (S)
degerlerinde biiyiik bir artis gézlenmistir. Bu durum rasemik 1-fenil 1-propanoliin yiiksek
enantiyomerik saflikta {iretilebileceginin bir gostergesidir. En uygun kinetik rezoliisyon
kosullart ¢oziicii olarak toluen (3 ml), acil verici olarak laurik asit (I mmol), 400 mg
molekiiler elek kullanildiginda, agil verici/alkol mol oran1 2/1, tepkime sicakligi 50 ve 60
°C olarak bulunmustur. Tepkimelerde denenen tiim enzim miktarlarinda yiiksek
enantiyomerik asirilik degerleri ( > % 90) elde edilmistir. Bu nedenle tepkimenin maliyeti

acisindan 100 mg enzim miktar1 daha uygundur.

Biyokatalizor olarak liyofilize Candida antarctica (Pseudozyma aphidis DSM 70725)
hiicrelerinin  kullanildig1 deneylerde, rasemik 1-fenil 1-propanoliin enantiyosec¢imli
esterlesme tepkimesinin gerceklesmedigi goriilmiistiir. Yapilan literatiir aragtirmasi sonucu
Candida antarctica (Pseudozyma aphidis DSM 70725)’nin  biyokatalizér olarak
kullanildigr  kinetik  rezoliisyon ¢alismalarmma  rastlanamamigtir.  Bu  yiizden
calismalarimizda birtakim zorluklar yasanmstir. Ozellikle Candida antarctica mayasini
cogaltmak giic olmus, az miktarda tiretilebilmistir. 100 ml besiyerinden yaklasik olarak
0,5-0,6 g arasinda kuru hiicre agirligi elde edilmistir. Biyokatalizoriin rasemik 1-fenil 1-
propanoliin enantiyose¢imli esterlesme tepkimesini katalizlememesinin nedeni olarak;
biyokiitle ve siipernatan igerigindeki lipaz miktarinin yetersiz olusu, tepkime ortamina
eklenen miktarin tepkimeyi katalizlemek icin yeterli olmayis1 veya hiicrede varolan lipazin
esterlesme tepkimesine Ozgiil olmamasi diisiiniilebilir. Lipaz iiretimini artirmak igin

mikroorganizmanin lireme ortamina farkli substratlar eklenerek bu sorun giderilebilir.
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Kullanilan Acil Vericilerin Bazi Fiziksel Ozellikleri
Kullanilan Organik Coziiciilerin Baz1 Fiziksel Ozellikleri
(R,S)-1-fenil 1-propanoliin 6rnek HPLC Kromatogrami
Enzim ve Coziicii Tiirli Etkisi Cizelge Gosterimi

Agil verici ve Coziicti Tirti Etkisi Cizelge Gosterimi
Agil verici/Alkol Mol Orani Etkisi Cizelge Gosterimi
Molekiiler Elek Miktar1 Etkisi Cizelge Gosterimi
Sicaklik ve Enzim Miktar1 Etkisi Cizelge Gosterimi
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EK 1 Kullamlan Acil Vericilerin Fiziksel Ozellikleri

Kapah Acik Formiilii Molekiil | Erime | Kaynama
Formiili Agirh@ | Noktasi | Noktasi
9 (O
Laurik C12H2402 200.3204 44 225
Asit
,ﬂvﬂvzﬂvhvth\uﬂ
Miristik | C14H230, 228.374 54 250
Asit
Palmitik C16H3202 256.4276 62 271.4
Asit
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EK 2 Kullanilan Organik Céziiciilerin Fiziksel Ozellikleri

Kapah Log P Acik Formiilii Molekiil | Erime | Kaynama
Formiili Agirh@ | Noktas1 | Noktasi
(9) (O
C4HgO 0,49 72.1066 | -108.4 66
THF
O
Toluen C;Hg 2,5 92.1402 -93 110.6
Hegzan CsHi4 3,5 86.1766 -95 69
P
Heptan C7Hie 4 100.2034 | -90.6 98.4
N N
Izooktan | CgHis 4,5 1142302 | -107 99.2
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EK 3 (R,S)-1-fenil 1-propanoliin 6rnek HPLC Kromatogrami

(R,S)-1-fenil 1-propanoliin esterlesme tepkimesi dncesi HPLC analizi
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(R,S)-1-fenil 1-propanoliin esterlesme tepkimesi sonundaki HPLC analizi
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EK 4 Enzim ve Coziicii Tiirii Etkisi Cizelge Gosterimi

Cizelge 1. Enzim ve ¢oziicii tiirii etkisi ( 1-fenil 1-propanol=0,5 mmol, laurik asit =Immol,
enzim=100 mg, ¢oziicti=3 ml, molekiiler elek=100 mg, T= 40 °C ve N =150 rpm)

Enzim Tiirii Coziicit  ee (S),%  Doniisiim,% E Tepkime Siiresi
Tiirii (saat)
Amano Lipaz AK  Toluen 9,5 13 4,9 96
(P. fluorescens) Hegzan 24 25 7,8 76
Heptan 26 26 8,7 76
[zooktan 15 20 4.6 76
Amano Lipaz PS Toluen 6,9 10 4.6 96
(P. cepacia) Hegzan 21 24 6,1 72
Heptan 19 21 7,3 72
[zooktan 23 28 4.9 72
Novozym 435 Toluen 66 51 8,7 5,5
Hegzan 41 36 9,5 4
Heptan 48 41 8,7 3
[zooktan 51 40 12,5 2,5
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EK 5 Acil verici ve Coziicii Tiirii Etkisi Cizelge Gosterimi

Cizelge 1. A¢il verici ve ¢oziicii tiirii etkisi( I-fenil 1-propanol=0,5 mmol, agil verici= 1
mmol, enzim=100 mg, ¢oziicii=3 ml, molekiiler elek=100 mg, T= 40 °C ve N =150 rpm)

Coziicii  Log P  Acil Verici  ee(S),%  Doniigiim,% E Tepkime
Tiirii Tiirii siiresi
(saat)
Laurik asit 15 18 6,2 168
THF 0,5 Miristik asit 16 18 7,4 168
Palmitik asit - - - -
Laurik asit 66 51 8,7 5,5
Toluen 2,5 Miristik asit 60 47 9.4 5,5
Palmitik asit 66 53 7,4 5,5
Laurik asit 41 36 9,5 4
Hegzan 3,5  Miristik asit 38 41 4,7 4
Palmitik asit 30 39 3,7 4
Laurik asit 48 41 8,7 3
Heptan 4,0  Miristik asit 46 40 8,5 5
Palmitik asit 42 38 8,0 5
Laurik asit 51 40 12,5 2,5
fzooktan 4,5  Miristik asit 66 43 29,8 2,5
Palmitik asit 50 38 16,7 2,5
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EK 6 Acil verici/Alkol Mol Oram Etkisi Cizelge Gosterimi

Cizelge 1. Toluen coziiciisiinde agil verici/alkol mol orammin etkisi ( 1-fenil 1I-
propanol=0,5 mmol, toluen=3 ml, Novozym 435=100 mg, molekiiler elek=200 mg, T= 40
°C ve N =150 rpm)

Acil Verici Asit /Alkol ee (S),%  Doniisiim ,% E Tepkime
Tiirii mol orani siiresi
(saat)
1/1 77 51 15,4 3
Laurik asit 3/2 72 48 17,4 3
2/1 70 44 36,4 3
3/1 67 41 116,8 3
1/1 72 45 34 3
Miristik asit 312 73 45 38,9 3
2/1 70 48 15,1 3
3/1 65 44 20,6 3

Cizelge 2. Izooktan c¢oziiciisiinde acil verici/alkol mol orammn etkisi (I-fenil 1I-
propanol=0,5 mmol, izooktan=3 ml, Novozym 435=100 mg, molekiiler elek=200 mg, T=
40°C ve N =150 rpm)

Acil Verici Asit /Alkol ee (S),%  Doniisiim ,% E Tepkime
Tiiri mol orani siiresi
(saat)
1/1 53 46 7,2 1,5
Laurik asit 3/2 47 46 5,4 1,5
2/1 45 43 6,1 1,5
3/1 47 46 5,4 1,5
1/1 63 53 6,6 1,5
Miristik asit 32 63 >2 71 15
2/1 57 58 4,1 1,5
3/1 53 54 4.4 1,5
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EK 7 Molekiiler Elek Miktar Etkisi Cizelge Gosterimi

Cizelge 1. Toluen ¢oziiciisiinde molekiiler elek miktarimin etkisi (1-fenil 1-propanol=0,5
mmol, agil verici= laurik asit (Immol), toluen= 3 ml, Novozym 435=100 mg, T=40°C ve
N =150 rpm)

Acil Verici Molekiiler elek  ee (S),%  Doniisiim,% E Tepkime
Tiirii miktari,mg siiresi
(saat)
0 37 32 12,1 8
50 44 37 10,7 7
100 66 51 8,7 5,5
150 67 51 9,1 4
Laurik asit 200 73 47 22,6 3,5
250 75 47 26,9 3
300 78 49 22,8 3
350 84 51 24,7 3
400 87 52 25,7 2,5

Cizelge 2. Toluen c¢oziiciisiinde molekiiler elek miktarimin etkisi (1-fenil 1-propanol=0,5
mmol, agil verici= miristik asit (Immol), toluen= 3 ml, Novozym 435=100 mg, T= 40°C
ve N = 150 rpm)

Acil verici Molekiiler elek  ee (S),%  Doniisiim, % E Tepkime
Tiirii miktari,mg siiresi
(saat)
0 36 33 9,2 8
50 45 36 14,1 7
100 60 47 9,5 5,5
150 73 53 10 4
Miristik asit 200 72 46 25,9 3,5
250 70 46 21,4 3
300 72 46 25,9 3
350 79 49 24,5 3
400 83 54 15,7 2,5
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Cizelge 3. Izooktan ¢éziiciisiinde molekiiler elek miktarinin etkisi (1-fenil 1-propanol=0,5
mmol, agil verici= laurik asit (Immol), izooktan= 3 ml, Novozym 435=100 mg, T= 40°C
ve N =150 rpm)

Acil Verici Molekiiler elek  ee (S),%  Doniisiim, % E Tepkime
Tiirii miktari,mg siiresi
(saat)
0 25 33 3,9 3
50 45 46 4,9 3
100 51 40 12,5 2,5
Laurik asit 200 45 43 6,1 2
250 49 55 5,5 1,15
300 52 46 6,8 1,15
350 57 51 5,9 1
400 55 49 6,3 1

Cizelge 4. Izooktan ¢éziiciisiinde molekiiler elek miktarinin etkisi (1-fenil 1-propanol=0,5
mmol, a¢il verici= miristik asit (Immol), izooktan=3 ml, Novozym 435=100 mg, T= 40 °C
ve N =150 rpm)

Acil Verici Molekiiler elek  ee (S),%  Doniisiim, % E Tepkime
Tiirii miktari,mg siiresi
(saat)
0 33 38 4,6 3
50 46 44 5,9 3
100 66 43 29,8 2,5
Miristik asit 200 58 62 3,6 2
250 66 50 9,5 1,15
300 53 43 9,7 1,15
350 67 46 16,7 1
400 67 47 14,3 1
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EK 8 Sicaklik ve Enzim Miktar1 Etkisinin Cizelge Gosterimi

Cizelge 1. Sicaklik etkisi (1-fenil 1-propanol=0,5 mmol, agil verici=laurik asit (Immol),
coziicti=toluen (3 ml), Novozym 435=100 mg, molekiiler elek=400 mg ve N = 150 rpm)

Acil Verici Sicaklik ee (S),%  Doniisiim, % E Tepkime
Tiirii ‘C) siiresi (saat)
10 68 50 10,5 6
20 89 54 21,5 6
Laurik asit 30 70 48 15,1 3
40 86 52 23,9 3
50 95 55 29,2 2,5
60 95 52 56,5 2,5

Cizelge 2. Enzim miktart etkisi (I-fenil I-propanol=0,5 mmol, acil verici=laurik asit
(Immol), ¢oziicii=toluen (3 ml), molekiiler elek=400 mg, T=50°C ve N= 150 rpm)

Acil Verici Enzim ee (S),%  Doniisiim,% E Tepkime
Tiirii miktart siiresi (saat)
(mg)
100 95 55 29,2 2,5
200 98 58 25,9 2,5
Laurik asit 300 97 60 18,6 2,5
400 97 56 30,5 2,5
500 95 64 11,4 2,5

Cizelge 3. Enzim miktart etkisi (1-fenil I-propanol=0,5 mmol, agil verici=miristik asit
(Immol), ¢oziicii=toluen (3 ml), molekiiler elek=400 mg, T=50°C ve N= 150 rpm)

Acil Verici Enzim ee (S),% Doniigiim, % E Tepkime
Tiirii miktart siiresi (saat)

(mg)

100 90 54 22.9 2,5

200 96 56 273 2,5

Miristik asit 300 94 58 18 2,5

400 97 67 10,7 2,5

500 95 65 10,6 2,5
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