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OZET

BiYOAKTIF MOLEKUL ANALOGLARININ YAPIMINDA
KULLANILABILIR SEKER ESTERLERININ SENTEZi

Serap CETINKAYA

Doktora Tezi
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dah
Damisman: Prof. Dr. Ali Faz1l YENIDUNYA
2018, 123+xvi sayfa

Seker-yag asidi esterlerinin sentezinde kisitlayic1 parametre organik ortamda substrat
¢oziiniirliigiidiir. Sekerler bircok organik ortamda yeterince ¢dziinmemektedir. Ote
yandan sekeri ¢ozen bir¢cok organik ortam enzim aktivitesine elverisli degildir. Ayrica
bu iki temel kosulu karsilayan organik ¢oziiciilerin ¢ogu tepkime ortaminda birbiri ile
faz olusturabilmektedir. Bu ii¢ sorunu bertaraf edebilmek i¢in ilk ¢alismalar ¢oziiniirliik
kapsaminda yiiriitiildii. Bulgular dogrultusunda, tepkime ortami olarak iki organik
¢oOziicii ¢ifti tercih edildi: dimetilsulfoksit/tert-biitanol ve dimetil siilfoksit/2-metil-2-
biitanol. Dimetilsulfoksit yerine dimetilformamit de kullanilabilirdi. Ancak, seker
¢Oziinlirligliniin dimetilformamitde nispeten daha az oldugu saptandi. Her bir sekerin
esterlesmede farkli davranis gosterebilecegi diisiincesiyle birden fazla seker denendi.
Ornegin, ribozlarm dogada fonksiyonel molekiillerde yapr birimi olarak heksozlardan
cok daha yaygin tercih edilmesine karsin, mevcut literatiirde seker esterlerinde hig
kullanilmadig goriildii. Yag asidi zincir uzunlugunun tepkime verimi iizerinde etkili
olduguna iligkin bilgi vardir. Bu nedenle deneylerde birden fazla yag asidi
kullanildi.Seker esterleri sirasiyla ince tabaka kromatografisi, IR, ve NMR ile analiz
edildi. Ayrica yalnizca bir Ornegin HSQC ve kiitle spektrometri analizi de
yapildi.Kullanilan seker ve yag asidinin cinsinden bagimsiz olarak enzim igermeyen
kontrol deneyleri de, her seferinde esterlesme {iriinii verdiginden, diger 6rneklere
uygulanan islemler ve analiz yontemlerine bu 6rnekler de dahil edildi. Rasgele 6rnekler
secilerek HPLC ile ppm diizeyinde verim analizi yapildi. Elde edilen bulgular organik
bir tepkime ortaminda ve enzim ya da tanimh bir kimyasal katalizér yoklugunda seker
esterlerinin sentezlenebildigini tekrarli olarak dogruladi. Bu sonug literatiirde mevcut
olmay1p, teze 6zgii orijinal bir bulgudur. Bu bulgu yine literatiirde mevcut olmayan ve
farkli yag asitleri ile sentezlenen riboz esterleri i¢in de dogrulanmistir.

Anahtar kelimeler: Seker, yag asidi, ester, biyomolekiil, biyolojik aktif molekiil.
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ABSTRACT

SYNTHESIS OF SUGAR ESTERS TO BE USED IN THE DEVELOPMENT OF
BIOACTiVE MOLECULE ANALOGUES

Serap CETINKAYA

PhD Thesis
Department of Molecular Biology and Genetics
Supervisor: Prof. Dr. Ali Fazil YENIDUNYA
2018, 123+xvi pages

The limiting parameter in the synthesis of sugar-fatty acid esters is the substrate
solubility in the organic medium. Sugars are not sufficiently soluble in many organic
media. On the other hand, many sugar-dissolving organic media are not suitable for
enzyme activity. In addition, most of these two essential organic solvents can form
phases with each other in the reaction medium. In order to overcome these three
problems, the first studies were carried out on the solvability. In the lights of findings,
two organic solvent pairs were preferred as the reaction medium, as indicated in the
thesis text: dimethylsulfoxide / terbutanol and dimethylsulfoxide / 2-methyl-2-butanol.
Dimethylformamide could also be used instead of dimethylsulfoxide. However, the
sugar solubility was found to be relatively low in this latter solvent. More than one
sugar were tried, on the grounds that each sugar could behave differently to
esterification. For example, although ribose is much more commonly used as a
structural unit in nature than hexoses, it has not been used in sugar esters in the current
literature. There is information that the chain length of the fatty acid is effective on the
reaction efficiency. For this reason, more than one fatty acid was used in the
experiments. Sugar esters were analysed by thin layer chromatography, IR, and NMR,
respectively. Only one sample HSQC and mass spectrometry analysis were also
performed. Since enzyme-free control experiments, independent of the type of sugar
and fatty acid used, gave rise to the esterification product each time, these samples were
also included in the procedures and analysis methods applied to the other samples.
Random samples were also selected and used for the yield analysis at ppm level by
HPLC. The obtained findings reaffirmed that sugar esters could be synthesized in an
organic reaction medium and in the absence of an enzyme or a defined chemical
catalyst. This result has not been available in the literature and therefore it was an
original finding of the treatise. This finding has also been confirmed for ribose esters
with different fatty acids which are not present in the literature.

Key Words: Sugar, fatty acid, ester, biomolecule, biologically active molecule.
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1. GIRIS

Monosakkaritler canlilar diinyasinda 6énemli rollere sahiptir. Heksozlar genellikle enerji
kaynagi ve depo materyalidir. Cogunlukla prokaryotlar ve hayvanlarda yaygindir.
Antijen olma islevleri de vardir. Fruktoz meyve sekeri olarak bilinir ve bitkilerde
yaygindir. Ribozlar biyosferin en yaygmm ve en temel molekiillerinden olup,
niikleotidlerin fosfat ve bazi baglayan temel birimidirler. Ayrica, elektron transferinde
rol alan ve yine niikleotid igeren bilesiklerin yapisinda bulunurlar. Bu bakimdan

molekiillerin evriminde ribozlar yap1 birimi olarak secilmistir denilebilir.

Yag asitleri prokaryotik ve Okaryotik hiicre membranlarinin temel alt bilesenleridir.
Siilfatid gibi biyomolekiillerin yapilarinda da yer alirlar. Monosakkarit ve yag asitleri
ester olusturduklarinda siirfektan 6zelligi de gostermektedir. Bazi biyosiirfektanlar (BS)

ikinci nesil antibiyotiklerin sentezinde ana bilesen olma 6zelligine de sahiptir.

Seker esterleri sentezi tepkime kosullart mevcut literatiirde tablolar halinde verilmistir.
Katalizor olarak cogunlukla immobilize Candida antarctica lipazi;, seker ¢oziicii
dimetilsiilfoksit ya da dimetilformamit, tert-biitanol ya da 2-metil-2-biitanol ile birlikte,
organik tepkime ortami olarak kullanilmistir. Enzimsiz ornekler kontrol olarak

kullanilmis ve bu 6rneklerde ester liretiminin gergeklesmedigi rapor edilmistir.

Projenin baslangictaki hedefi, enzimatik yontemle sentezlenen seker esteri omurgasina
amino asit, fosfat, siilfat gibi alt bilesenlerin eklenmesiyle fonksiyonel grup bakimindan
zengin ve potansiyel olarak biyolojik aktif molekiiller liretmekti. Tez kapsaminda
yapilan deneyler literatiirde tanimlanmis ve birgok calismada denenmis kosullar altinda
gerceklestirilmistir. Kontrol oOrnekleri, diger Ornekler gibi, sirasiyla ince tabaka
kromatografisi, IR ve NMR ile incelenmistir. Tiim analiz sonuglar1 kontrol
orneklerinde, enzim yoklugunda ve %100’e yaklasan verimde, seker esteri iiriinlerinin
bulundugunu dogrulamistir. Bu sonuclar mevcut literatiirdekilerle ¢elismekteydi. Enzim
ya da tanimlanmis bir katalizor yoklugunda seker esteri sentezlenebildigini ikna edici
bir tarzda savunabilmek i¢in, deneyler enzim veya tanimlanmis herhangi bir katalizoriin
yoklugunda birden c¢ok seker, yag asidi ve tepkime ortami1 hazirlanarak
cesitlendirilmistir.  Sonuglar, yukarida anilan ii¢ analiz yontemi ile incelenmistir.

Denenen ii¢ seker, fruktoz, glukoz ve riboz, yag asitleri laurik-, oleik- ve palmitik



asitten ester triinleri elde edilmistir. Proje zamani ve biitgesinin ¢ogu dogal olarak bu

caligmalara ayrilmistir.

Yukarida 6zetlenen bulgular 1s18inda iki farkli yorum yapilabilir: (1) tepkime sicakligi,
55°C, katalitik bir etki sergilemis olabilir; (2) dimetilsiilfoksitle birlikte kullanilan tert-
biitanol ve 2-metil-2-biitanol katalizor rolii iistlenmis olabilir. Ciinkii bazi deneylerde,
tert-biitanol veya 2-metil-2-biitanol’lin varligina bagli olarak farkli ester iiriinler elde

edilmistir.

Bundan sonraki projelerle, enzimsiz ve tanimlanmis baska bir katalizér kullanmaksizin,
biiyiik 6lcekli sentez deneyleri kurgulanacak ve gerceklestirilecektir. Uretilen esterler,
tez projesinin asil hedefi dogrultusunda, cesitli fonksiyonel gruplar ve yeni yag asidi
zincirleri ile zenginlestirilerek yeni biyolojik aktif bilesiklerin sentezlenmesinde

degerlendirilecektir. Bu ¢alismalara biyolojik aktivite deneyleri de eklenecektir.
1.1 Karbohidratlar

Karbohidrat monomerleri, temelde polihidroksi aldehitler veya ketonlardir. Genel
formtilleri (CH,0), olmasina karsin, yapilarinda azot, fosfor ve kiikiirt gibi atomlar1 da
igerirler. Yeryliiziinde en bol bulunan biyomolekiillerdir. Fotosentez ile yilda, 100 milyar
tondan fazla karbondioksit ve suyun, seliiloz ve diger bitkisel iiriinlere doniistiirildigii
varsayllmaktadir. Fotosentez yapmayan organizmalarin enerji birimi glukozdur.
Oligosakkaritlerin bagisiklik sisteminde ve patojenitede antijen, toksin ve enfeksiyon
arac1 olmak gibi ¢ok yonlii islevleri vardir. Karbohidrat polimerleri, hayvanlarin bag
dokularinin koruyucu, mikroorganizma ve bitki hiicre duvarimin yapi bilesenidir.
Glikokonjugatlar olarak bilinen ¢ok bilesenli karbohidrat polimerleri, yeni sentezlenen
proteinlere veya lipitlere kovalent baglanarak hiicre i¢cinde asil yerlerine taginmalarinda

ve ayni zamanda yikimlarina aracilik ederler (Nelson ve Cox, 2013).

Karbonhidrat igeren bilesikler farmasotik, kozmetik, deterjan ve gida endiistrisinde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu maddeler agirlikli olarak kimyasal yontemlerle
tiretilmekle birlikte, enzimatik sentez yontemlerinin kullanimi son yillarda artmistir.
Ayrica, karbohidratlarin organik ¢oziiciilerde diislik ¢oziiniirliigii; su, siiperkritik sivilar
(SCF) ve 1iyonik sivilar (IL) gibi alternatif enzimatik tepkime ortamlarmin

gelistirilmesine yol agmistir (Degn ve Zimmermann, 2001).



1.1.1 Glukoz

Glukoz, monosakkarit sinifina ait en énemli seker olup, C¢H;2,06 molekiil formiiliine
sahiptir. Karbohidratlar, metabolik siireglerle glukoza doniistiiriilerek kullanilir. Glukoz,
biitiin monosakkaritler gibi beyaz kristal yapida olup, suda ¢oziinebilir ve tathidir. Suda
¢oziindiigiinde, polarize 15181 a-D-glukoz 112° saga cevirirken, B-D-glukoz ise 19° saga
cevirir. Bundan dolay1 glukoza dekstroz da denilmektedir. Meyve ve sebzelerde glukoz
serbest olarak bulunur. Glikojen ve seliiloz da glikozit bag1 olusturarak, bilesik halinde
bulunur. Glukoz, indirgeme 06zelligine sahip olan bir monosakkarittir, endiistride
nisastanin hidrolizi sonucu elde edilir ve suruplar1 fermantasyon iirlinlerinde kullanilir.
Glukoz, ayrica fruktoz suruplarinin elde edilmesinde de kullanilir. Alt1 karbonlu olan
glukoz, aldoz grubuna ait bir sekerdir ve diiz molekiil formiilii ve halka yapis1 Fischer

ve Haworth tarafindan belirlenmistir (Sekil 1.1).

o]

| CH40H

?H
H—C —OH —0

|

HO —cl —H OH
H—C —OH
OH OH

- —(i —OH

CH,0H OH

Glukoz Glukoz
(Fischer Formiilii) (Haworth Formniilii)

Sekil 1.1 Glukozun Fischer ve Haworth formiilleri.

Glukozun sudaki ¢6zeltisinde aldehit formu ile a ve B-anomerleri belirli bir denge
icinde bulunur (Sekil 1.2). Glukoz soliisyonunun, denge durumundaki 6zgiil rotasyonu
+52.7°dir ve ayrica, ¢ozeltideki glukozun %64°li B-anomeri formunda iken, %36’s1 -

anomeri formunda ve ¢ok az bir kismi1 da (%0,5) aldehit formunda bulunmaktadir.
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Sekil 1.2 D-Glukoz ve a, -Glukopiranoz halka yapilari.

Alt1 elemanli olan glukopiranoz halkasina ait tiim elemanlar ayni diizlem iizerinde
bulunmaz, yani glukopiranoz halkasi diizlemsel bir yap1 olusturmaz. Bu durumun
sebebi, karbon atomuna bagli olan gruplarin birbirlerini itmeleri ya da ¢ekmeleridir.
Sonug olarak, glukopiranoz halkasinin iki konformasyonu olusur (Sekil 1.3). Bunlar,
sandalye (chair) ve kayik (boat) konformasyonlari olarak bilinmektedir. Sandalye

yapisi, gruplarin ge¢imli olmasindan dolayr daha dayaniklidir.

H H
HO+Y & OH
CH.OH
H
HOH -
a-D-glukoz _ o-D -glukoz a-D-glukoz OH
{o-D-glukopiranoz) (e-D-glukopiranoz) (ex-D -glukopiranoz)
kayik formu sandalye formu

Sekil 1.3 D-Glukoz halkasinin konformasyonlart.

1.1.2 Fruktoz

Fruktoz meyve sekeri olarak bilinen alt1 karbonlu (C¢H;,0¢) en tatli monosakkarittir
(Sekil 1.4) ve suda glukoza gore daha kolay ¢6ziinmektedir. Fruktoz, polarize 15181 sola

cevirir (-90°) ve bu 6zelliginden dolay1 da leviiloz olarak da adlandirilmaktadir. Fruktoz
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organizmada, karaciger ve bagirsaklarda glukoza doniistiiriilerek kullanilir. Glukoz gibi

indirgen bir sekerdir ve glukozla ayn1 osazonu olusturmaktadir.

HO—CH,

OH

Sekil 1.4 Fruktoz (furanoz halkasi formu).

Fruktoz, bir keto heksozdur ve suda ¢oziindiigiinde hemiketal olusturur. Hemiketal, bir

keton grubu ile bir alkol grubu arasinda olusur ve olusum mekanizmasi agisindan aynen

hemiasetallere benzedigi i¢in IUB (International Union of Biochemistry) hemiketal

yerine de hemiasetal teriminin kullanilmasini 6nermistir. Fruktoz suda genellikle B-

fruktofuranoz ve daha az miktarda a-fruktofuranozu olusturur (Sekil 1.5) (Nelson ve

Cox, 2013).

H
H-C-0H
¢-0
HO € -#
H -é =0OH
H-C -OH
CHz0H

D-Fruktoz
{(EKeton Formu)

p-D-fruktopranoz

a CHzOH

u-D-fruktopiranoz

HO —CH; CH20H

o-D-fruktofuranoz

HO —CH;
- OH

f-D-fruktofuranoz

Sekil 1.5 Fruktozun sudaki ¢ozeltisindeki furanoz ve piranoz yapilari.



1.1.3 Riboz

Phoebus Levene tarafindan 1905 yilinda karakterize edilen D-riboz (CsH;oOs), dogada
bol bulunan bes karbonlu bir pentozdur (Sekil 1.6). Niikleik asitlerin yapitasi olarak
secilmistir ve siklik AMP (cAMP), asetil koenzim-A (Asetil CoA), ATP ve NADH gibi

diger bir¢ok fonksiyonel molekiiliin yapisinda yer alir.

C

O |

H—C —OH
H—Cl—OH
H—C —OH

OH OH bon

Sekil 1.6 Ribozun Haworth ve Fischer formiilleri.

1.2. Yag Asitleri

Yag asitleri cogunlukla ¢ift sayida karbon atomuna sahiptir. Doymus ve doymamais (cis
konfigiirasyonda), diiz zincirli ve dallanmis mono-karboksilik asitler olarak
isimlendirilirler. Doymamis yag asitleri igerdikleri cift baglar nedeniyle kolay
oksitlenirler. Is1, 151k ve metaller oksitlenme hizina pozitif etki yapan faktorlerdir. Yag
asitleri, esterler halinde dogal s1v1 ve kati yaglarda bulunurlar. Temel yag asit icerigi bir
yagin karakterini belirlemektedir (Nelson ve Cox, 2000). Hayvan ve bitkilerden bir¢ok
doymus ve doymamis yag asidi karakterize edilmistir (Tablo 1.1 ve Tablo 1.2).

1.2.1 Doymus yag asitleri

Karbon zincirinde ¢ift bag icermeyen yag asitleridir. U¢ ve dort karbonlu propiyonik

asit ve biitirik asit ugucu yag asitleridir. Palmitik- ve stearik asit hayvanlarda yaygindir.

Bu ¢alismada doymus yag asitleri i¢inden ester sentezinde agil verici olarak palmitik
asit (Sekil 1.7) ve laurik asit (Sekil 1.8) secilmistir. Palmitik asit (hekzadekanoik asit)
16 karbonlu olup, baz haline palmitat denilmektedir. Kimyasal formiili
CHj3(CH;)14COOH ve erime sicakligi 63.1 °C’ dir. Peynir, siit, tereyagi ve ette de
bulunur (Nelson ve Cox, 2013).
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Sekil 1.7 Palmitik asidin yapisal formiilii.
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Laurik asit olarak bilinen dodekanoik asit, 12 karbonlu bir doymus yag asididir.
Kimyasal formiilii C;,H,40, ve erime sicaklig1 43,2 °C’dir. Orta boyutlu yag asitlerinin
bir¢ok 6zelligini barindirir. Pudra halinde kat1 ve hafif sabun kokuludur. Tuz ve esterleri
lauratlar olarak bilinir. Trigliseritlerin bir bilesenidir. Insan siiti yagmin %601,
hindistan cevizi siitii ve palmiye meyve cekirdeginde bulunan yagin yaklasik yarisi
laurik asittir. Az miktarda (~%?3) inek ve kegi siitiinde de bulunur. Diger orta zincir

uzunluguna sahip yaglara gore, kanda iigte bir oraninda daha az bulunur.
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Tablo 1.1 Doymus yag asitleri

Yag asidinin adi Karbon iskeleti Yapi formiilii
Asetik asit 2:0 CH;COOH
Propiyonik asit 3:0 CH;CH,COOH
Butirik asit 4:0 CHj3(CH,),COOH
Kaproik asit 6:0 CHj3(CH,)sCOOH
Kaprilik asit 8:0 CHj3(CH;)sCOOH
Kaprik asit 10:0 CHj3(CH;)sCOOH
Laurik asit 12:0 CHj3(CH,),0COOH
Miristik asit 14:0 CHj3(CH,),,COOH
Palmitik asit 16:0 CHj3(CH,),4COOH
Stearik asit 18:0 CHj3(CH,),,COOH
Arasidik asit 20:0 CHj3(CH,),sCOOH
Behinik asit 22:0 CHj3(CH,),0COOH
Lignoserik asit 24:0 CHj3(CH,),,COOH
Serotik asit 26:0 CHj3(CH,),4COOH




1.2.2 Doymamus yag asitleri

Karbon zincirinde ¢ift bag bulunduran yag asitleridir. Baz1 dnemli biyolojik maddelerin
yapimi i¢in organizmalar tarafindan kullamlirlar. Ornegin, prostoglandinler arasidonik
asitten sentezlenmektedir. Yag doku metabolizmasinda 6nemli rolleri vardir ve glikojen,

adrenalin ve diiz kaslar iizerine etkileri nedeniyle de 6nemli maddelerdir.

Yag asitlerinin karboksil gruplari geri doniistimlii olarak alkollerle esterlesebilir.
Esterlesme reaksiyonu, kendiliginden yavas, ancak 1s1 veya asit varliginda hizh

gergeklesir (Nelson ve Cox, 2013).

Bu calismada doymamis yag asitleri iginden ester sentezinde acil verici olarak oleik asit
secilmistir (Sekil 1.9). Oleik asit 18 karbonlu olup kimyasal formiilii C gH340,’dir. iki
farkl1 kristal yapiya sahip olan oleik asidin a-oleik asidi 13,4 °C'de, B-oleik asidi ise
16,3 °C'de erimektedir. Molekiil yapisinda, dokuz ile onuncu karbonlar arasinda bir tane
cift bag vardir. Oleik asit, sabun ve cila yapiminda, tipta, tekstil ve deri endiistrisinde

yaygin kullanima sahiptir.
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Tablo 1.2 Doymamis yag asitleri

Yag asidinin ad1_Karbon iskeleti Yapi formiilii

Miristoleik asit ~ 14: 1A’ CH;(CH,);CH=CH(CH,);COOH

Palmitoleik asit ~ 16: 1A’ CH;(CH,)sCH=CH(CH,);COOH

Oleik asit 18: 1A° CH;(CH,),CH=CH(CH,),COOH

Vaksenik asit 18: 1A" CH;(CH,)sCH=CH(CH,);COOH

Nervonik asit 24: 1A CH;(CH,),CH=CH(CH,),;COOH

Linoleik asit 18: 20712 CH;(CH,),CH=CHCH,CH=CH(CH,);COOH
Linolenik asit 18: 3A%121 CH;CH,CH=CHCH,CH=CHCH,CH=CH(CH,),COOH

Arasidonik asit  20: 4A>%!M1 CH;(CH,),CH=CHCH,CH=CHCH,CH=CHCH,CH=CH(CH,);COOH




1.3 Enzimler ve Katalitik Mekanizmalar

Enzimler hayatin temeli olan ve hiicrelerde gergeklesen biyokimyasal tepkimelerin
alternatifsiz katalizorleridir. Biyokatalizér ad1 verilen bu molekiiller genellikle protein
olmakla birlikte ribontikleik asit ve riboniikleoprotein yapisinda olabilirler. Substratin
baglandig1 ve iirline dontstiiriildigii katalitik mekanizma, aktif bolge, ana yapinin ¢ok
kiigiik bir kismini olusturur. Baz1 biyokatalizorlerin substrat baglama ve doniistiirme
bolgeleri ayr1 olabilir. Bu tiir enzimlere en tipik 6rnek genellikle dimer olarak is goren

deoksriboniikleazlardir.

Bir enzimin Kkatalitik etkisinin atomik seviyede tanimlanmasi enzim mekanigi
aragtirmalarinin birincil amacidir. Kemotripsin, ticari olarak bulunabilmesi ve basit bir
tepkimeyi katalizlemesi nedeniyle, bu amag¢ i¢in uygun enzimlerden biri olmustur.
Substratin katalitik bolgeye baglanmasi hidrofobik, elektrostatik, dipolar etkilesimler ve
hidrojen baglar1 ile olur. Amino asitlerin yan zincirinde bulunan fonksiyonel gruplar
(6rnegin: glutamat ve aspartatin karboksili; lizinin amini; histidinin imidazoli; serin,
treonin ve tirozinin hidroksili, ve sisteinin tiol grubu) kimyasal katalizi ger¢eklestirir.
Bu gruplarla substratlar arasinda olusan elektrostatik baglar ve hidrojen baglan asit-baz,

niikleofilik ve elektrofilik tepkimelerine yol agar.

Amino asitlerin ¢ok sinirli sayida fonksiyonel gruba sahip olmasi, koenzimlere ve
kofaktorlere duyulan gereksinimi agiklayabilir. Bu molekiiller de substrat iizerinde

fonksiyonel grup benzeri fizikokimyasal etkilesimler gerceklestirir.
1.3.1 Katalizde konformasyon degismeleri

Cogu enzim, konformasyon esnekligi gerektiren katalitik Ozellikler sergilemektedir.
Teorik olarak atomlarin bir protein i¢indeki titresim Ozellikleri, molekiil i¢cinde c¢ok
yiiksek frekansli hareketleri zorunlu kilar (Karplus, 2002). Ornegin, substrat tarafindan
indiiklenen konformasyon degisimi, hekzokinazin MgATP’a baglanmasi, ancak
katalizlememesinden anlasilabilmektedir (Koshland ve Neet, 1968).  Glukozun
hekzokinaza baglanmasi enzimin aktif bolgesinin bulundugu yarigin kapanmasina ve bu
yarikta bulunan su molekiillerinin uzaklasmasina yol a¢maktadir. Bdylelikle
hekzokinaz, fosforil transferini yalnizca glukozun altinci karbonuna, C6(OH)’a,
yapabilmektedir. Izleyen ¢aligmalar, bu mekanizmanin diger enzimlerde de yaygin

olarak bulundugunu gdstermistir.



1.3.2 Cok adimh tepkimelerin katalizi

Cogu enzimatik tepkime birden fazla kimyasal islem icermektedir. Bunlar aslinda ara
tirtinlerin olusturuldugu adimlardir. Bir peptit bagi hidrolizi agilasyon ve deacilasyon
olmak tizere iki asamalidir. Bu durumda aymi aktif bolge iki farkli tepkimeyi
katalizlemektedir. Ornegin, tirozil tRNA sentetazin tirozil tRNA™"i iiretmesinde ilk
adim bir fosforil transferini ve ikinci adim agil transferini igermektedir. Agil transferi
gergeklesirken, tirozil baglandig1 bolgeyi terk etmemektedir. Bu iki tepkime tamamen
farkli olmasina karsin ayn1 aktif bolgede gerceklesir. Burada iki farkli tepkimenin aktif

bolgede farkli yapisal degigsmelere yol agmasi kaginilmazdir.
1.3.3 Enzimlerde yap1 esnekligi

Nanosaniye Ol¢eginde, yiiksek frekansli yapi hareketlerini anlamak i¢in enzimlerin
floresan oOzelliklerinden yararlanilmistir. Oksijen, proteinin neresinde bulunursa
bulunsun, biitlin triptofan birimlerinin floresan 6zelligini yok edebilmektedir (Lakowicz
ve ark., 1973). Floresans olayinda, bir proteinin birincil yapisinda yer alan triptofan
birimleri disaridan verilen ultraviyole 15181 absorplar ve eksite olur. Sonra bu birimler,
1siktan aldig1 enerjiyi salivererek yeniden dnceki konumuna donerler. Siire¢ esnasinda
enerjinin bir kismi 1s1 seklinde kaybedilir. Bu nedenle triptofan birimlerinin geriye
saliverdigi 151k, ultraviyole 1siktan daha uzun dalga boyuna sahip olan floresanstir.
Organik molekiiller genellikle ultraviyole araligindaki 1s181 emer ve gorlniir 11k
araliginda saliverirler. Proteinlerde triptofanin eksite olma omrii birka¢ nanosaniyedir.
Bir proteine yliksek basingli oksijen verildiginde oksijen molekiilleri triptofan birimleri
ile ¢arpisarak floresan 151k yayma oOzelliklerini yok ederler. Oksijen, proteinin i¢
kisminda derinlere gémiilii triptofan birimlerinin tiimiine ulasabilmektedir. Oksijenin
molekiill hacmi, bir proteinin atomlar1 arasindaki bosluktan oldukg¢a biiyiiktiir. Bu
nedenle bir proteinin i¢ine oksijen molekiiliiniin girebilmesi ve yayilmasi i¢gin proteinin

i¢ kisminin esnek ve bosluklu olmasi gerekmektedir.

1.3.3.1 Enzimlerde atomlarin doldurma yogunlugu (packing density)

Bir proteinin igine oksijen molekiillerinin difiizyonu yapisindaki atomlarin
doldurabilirligi ile ters orantilidir. Onceleri bir proteinin i¢ kisminin yag damlaciklarma
benzedigi disiiniilmekteydi. Bunun nedeni i¢ kisimda hidrofobik birimlerin agirlikta
olmasiydi. Daha sonra yapilan deneyler proteinlerin i¢ kisimlarinin  yaga

benzeyemeyecegini gostermistir (Klapper, 1971; Richards, 1974). Protein kristal yap1
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analizleri, atomlarin doldurma yogunluklarinin 0,75 araliginda oldugunu; yani, proteinin
i¢c hacminin %75’ini atomlarin isgal ettigini gostermistir. Bu sonuglardan proteinin i¢
kisminin sivi ya da kati1 degil, ancak mumsu bir yapida olabilecegi 6ne siiriilmiistiir.
Ciinkii sivilarin doluluk yogunlugu 0,5°ten daha az ve katilarinki ise 0,6’dan biiyiiktiir.
Bir riboniikleaz ile yapilan aragtirmalar, doluluk yogunlugunun degisken oldugunu
gostermistir. Aktif bolge bos iken, yiizeye yakin kisimlarinda doluluk yogunlugunun
0,60 ile 0,65; derinlerde ise 0,70 ile 0,85 araliginda oldugu saptanmistir (Richards,
1974). Buradan, bir konformasyon degismesinin proteinin toplam hacminde 6nemli bir
artisa neden olamayacagi, bdyle bir degismenin atomlar arasindaki hassas diizenli van

der Waals etkilesimini yeniden yapilandirmasi gerektigi sonucuna varilmaigtir.
1.3.3.2 Coziinmezlik teorisi

Enzimli tepkime kinetikleri gaz fazi tepkime kinetiklerine benzemektedir (Dewar,
1986). Bir substrat enzimin aktif bdlgesine girdiginde, burada bulunan su
molekiillerinin tiimiiyle yer degistirir. Boylelikle aktif bdlgede tepkime kuru
(coziiclisliz) bir ortamda gergeklestigi i¢in bir gaz faz1 tepkimesini taklit etmis olur. Bu
teori nispeten kiigiik substrat molekiillerinin, daha biiyiik analoglarindan, ni¢in daha
yavas doniistliriildiiklerini aciklayabilmektedir; kiigiik substrat molekiilleri, aktif

bolgedeki su molekiillerinin tiimiinii yerinden edememektedir.
1.3.3.3 Uc-nokta tutunma kurah

Bir molekiiliin iki enansiyomeri aktif bolgeye baglanmak i¢in rekabet eder. Yarisi, daha
diisiik baglanma enerjisine sahip izomer kazanir. Enzimlerin substrat molekiillerin
yalnizca bir izomerini doniistiirebilmelerinin nedeni budur. Kiralite {i¢ boyutlu bir
mekan 6zelligi oldugu i¢in, dogru izomer secimi aktif bolgede iic boyutlu tanimay1
gerektirir. Bu yiizden dogru izomer aktif bdlgeye en az ii¢ farkli noktasindan
tutunmalidir (Ogston, 1948). Katalizi sonuglandirmak ic¢in ayrica birgok fonksiyonel
grup ve bazen de koordine metal iyonlari, enzimin aktif bolgesinde birlikte ¢alismak
zorundadir. Bdylelikle polaritelere, niikloefil/elektrofil ve asit/baz’a dayali organik

kimya tepkime mekanizmalari, enzimli katalizlerde de gecerli olabilmektedir.
1.3.4 Organik ortamlarda enzimli tepkimeler

Su, organik kimya tepkimeleri i¢in genellikle zayif bir ¢6ziicli ortamdir. Tepkime sona
erdiginde suyun uzaklastirilmasi, yiiksek kaynama ve buharlagsma sicakligi nedeniyle,

zor ve maliyetlidir. Ayrica hidroliz, rasemizasyon, polimerizasyon ve bozunma gibi yan
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tepkimeler su varliginda daha kolay ger¢eklesmektedir. Buna karsin, enzimlerin suda
en aktif oldugu dogmas1 ve organik ¢oziiciilerin sadece enzimlerin katalitik giiciinii yok
ettigi varsayimi nedeniyle, geleneksel biyokataliz, temelde sulu ¢ozeltilerde yapilmistir.
Ancak, dogada bircok enzimin veya c¢oklu enzim komplekslerinin hidrofobik
ortamlarda, drnegin, bir membran varliginda veya ona bagli olarak isledigi (Borgstrom
ve Brockman, 1984) hatirda tutuldugunda, yaygin kabul goren bu goriis ¢ok kolayci
olmaktadir. Ote yandan, enzimin aktif konformasyonunun siirekliligi bir miktar suyun
tepkime ortaminda var olmasma baghdir (Schultz ve Schirmer, 1979). Organik bir
tepkime ortaminda katalitik aktiviteyi korumak icin gerekli su, enzimden enzime
degisiklik gosterdigi icin, deneyerek belirlenmelidir (Bell ve ark., 1995). Ornegin, bir a-
kimotripsine karsilik sadece 50 su molekiiliiniin gerekli oldugu ve bu miktarin enzim
lizerinde tam ve bir tek su tabakasi olusturmaya yetmedigi saptanmistir (Zaks ve
Klibanov,1986). Subtilisin ve degisik lipazlar eser miktarda suya ihtiya¢ duymaktadir
(Zaks ve Klibanov, 1988). Ancak, polifenil oksidaz gibi bazi enzimlerin oldukga "1slak’
bir ortamu tercih ettigi bilinmektedir (Kazandjian ve Klibanov, 1985).

Hiicre gibi biyolojik bir sistemde mevcut su, fiziksel olarak, farkli birka¢ kategoriye
ayrilabilir (Cooke ve Kuntz, 1974; Bone, 1987; Rupley ve ark., 1983). Suyun ¢ogu
(>%098) gercek bir ¢oziicii (‘asil su') islevi goriir iken, kiiclik bir kismi enzimlerin
ylizeyine sikica tutunmus halde bulunur ve buna bagli su denilmektedir. Bagli su
siklikla 'yapisal su' olarak da anilmaktadir. Organik ortamda gergeklestirilen enzimli bir
katalizde bu yapisal su etkilenmeden kaldig: siirece, tepkime ortaminin geri kalanim

organik bir ortam ile degistirmek miimkiin olmalidir.

1.3.4.1 Enzimli tepkimelerin organik ortamlarda yapilmasinin avantajlari

Organik ortamlarda yapilan tepkimelerin genel verimi, Oziitleme basamaginin
cikarilmasi nedeniyle, genellikle daha iyidir. Bu nedenle, emiilsiyonlarin olusmasina
neden olan kaybin Oniine gecilebilir ve iiriiniin geri kazanimi1 suya gore daha diisiik
sicaklikta kaynayan organik ¢oziiciilerin kullanimi ile kolaylasir. Organik bir ortam
canliligin silirdiiriilmesi i¢in elverigsiz kosullara sahiptir. Bu nedenle disaridan
kontaminasyon riski ihmal edilebilir oldugundan endiistriyel 6lcekli sistemler icin bile

sterilizasyon gerekmemektedir.

Hidrofobik substratlar, artan ¢oziiniirliikleri nedeniyle, daha yiiksek hizlarda iiriine

doniistiiriilir (Cotterill ve ark., 1991). Lipofilik substratlar ve/veya firiinlerin neden
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oldugu enzim deaktivasyonu ve/veya inhibisyonu en aza indirgenmistir; ¢iinkii, bunlarin
organik ortamda ¢Oziiniirliigii enzim yiizeyinde azalmis bir lokal konsantrasyona yol
acar. Hassas gruplarin (6rnegin epoksitler, asit anhidritleri) (Yamamoto ve ark., 1989)
hidrolizi, kinonlarm polimerlesmesi (Kazandjian ve Klibanov, 1985), siyanohidrinlerin
rasemizasyonu (Wang ve ark., 1989) veya agil gocii (Laumen ve ark., 1990) gibi bircok
yan tepkimeler suya bagimlidir ve bu nedenle organik bir ortamda biiyiik bir dl¢iide

baskilanirlar.

Enzimlerin  immobilizasyonu  gerekmez; ¢iinkii  bunlar, organik ortamda
coziinmezliklerinden dolay1, tepkimeden sonra basit filtrasyon ile geri kazanilabilirler.
Ancak, istenirse, deneysel olarak diatomik toprak (selit), silika veya cam boncuklar gibi
ucuz makroskobik tasiyicilarin ylizeyine basit adsorpsiyonlart miimkiindiir. Tastyict
tizerinden ortama desorpsiyon — sizma — lipofilik bir ¢evre tarafindan biiyiik bir oranda

engellenir.

Enzim denatiirasyonuna neden olan tepkimelerin ¢ogu hidrolitik tepkimeler oldugu ve
bu nedenle su gereksindigi i¢in, enzimlerin diisiik su iceren bir ortamda daha kararl
olmalar1 gerektigi beklenebilir (Aldercreutz ve Mattiasson, 1987). Ornegin, domuz
pankreas: lipazi %99’luk bir organik ortamda ve 100 'C’de ¢ok uzun siire aktif
kalmaktadir (Zaks ve Klibanov, 1984).

Organik bir ortamda termodinamik denge hidrolizden senteze daha kolay
kayabilmektedir. Bu nedenle, hidrolaz enzimleri (temelde lipazlar ve proteazlar)
kullanilarak esterler (Langrand ve ark., 1986; Koshiro ve ark., 1985; Inagaki ve Ueda,
1987), poliesterler (Morrow ve Wallace, 1990; Margolin ve ark., 1991), laktonlar
(Gutman ve Bravdo, 1989; Makita ve ark., 1987), amitler (Kitaguchi ve ark., 1989;
Gotor ve ark., 1988) ve peptitler (Kullmann, 1987) kemo-, regio- ve enansiyo sec¢imli

bir tarzda sentezlenebilmektedir.
1.3.4.2 Tek fazh sulu-organik bir cozeltide coziindiiriilen enzim

Enzim, substrat ve/veya iiriin, su ve dimetil siilfoksit, dimetil formamit, tetrahidrofuran,
dioksan, aseton veya metanol ya da tert-biitanol gibi diisiik alkollerden biri gibi suya
karigabilen bir organik ko-c¢oziiciiden olusan tek fazli bir ¢ozeltide ¢oziindiiriiliir. Bu tip
sistemler temel olarak tek basina bir sulu sistemde nadir ¢6zlinen ve bu nedenle diisiik
tepkime hizlarinda tepkiyen lipofilik substratlarin doniistimii i¢in kullanilmaktadir. Bazi

durumlarda, esteraz ve proteazlarin segicilikleri suya karisabilen organik ¢oziiciiniin
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(ko-¢oziicii) kullanilmasiyla artirilabilmektedir. Pratik bir kural olarak, suya karigabilen
organik  ¢oziicliler toplam  hacmin ~%10’una  kadar  konsantrasyonlarda
kullanilabilmektedir. Sadece bazi ender enzim/¢oziicii kombinasyonlarinda %50-70
bulunmaktadir. Organik ¢06zilicii oran1 belirli bir esik degerini gecerse, enzim
yiizeyinden alinan esansiyel bagli su deaktivasyona neden olur. Enzim ¢ok diigiik su
icerikli ortamlarda ve suya karigabilen saf organik ¢dziiciilerde nadiren katalitik olarak
aktif kalmaktadir; genellikle subtilisin ve bazi lipazlar, 6rnegin Candida antarctica
lipazi, gibi birka¢ enzim bu tiir ortamlarda aktif konformasyonlarini koruyabilmektedir
(Therisod ve Klibanov, 1986; Riva ve Klibanov, 1988; Riva ve Klibanov ve ark., 1988).
Sicakligi 0 "C’nin altinda tutulan tepkimelerde suya karisabilen organik ¢oziiciiler, sulu
sistemlerin donma sicakliklarin1 diisiirmek i¢in basarili olarak kullanilmislardir

(Douzou, 1977; Fink ve Cartwright, 1981; Sakai, 2004, Sakai ve ark., 2005).
1.3.4.3 Iki fazh sulu-organik bir cozeltide ¢oziindiiriilen enzim

Iki makroskobik fazdan olusan tepkime sistemleri, yani ¢dziinmiis enzimi iceren sulu
faz ve (tercihen lipofilik ve yiiksek molekiil agirlikl) hidrokarbonlar, eterler veya
klorlanmis hidrokarbonlar gibi polar olmayan organik c¢oziiciiler, biyokatalizorlerin
organik fazdan mekansal ayrilmasini bagarmak icin avantajli olabilirler (Carrea, 1984;
Halling, 1989; Anderson ve Hahn- Hégerdal, 1990). Boylelikle, biyokatalizor elverisli
bir sulu cevrededir ve substrat ve {riinliin ¢ogunun bulundugu organik c¢oziicii ile
dogrudan bir iletisim halinde degildir. Bu nedenle, organik materyalin sulu fazdaki
sinirli konsantrasyonu, enzim inhibisyonunu dnleyebilir. Buna ek olarak, {iriiniin enzim
yizeyinden uzaklastirilmas: tepkimeyi tamamlanmaya gotiriir. Boyle iki fazh
sistemlerde enzimli tepkimenin sadece sulu fazda ilerledigi gercegi nedeniyle, iki faz
arasinda, biyokatalizore ve biyokatalizorden, yeterli miktarda tepkiyen(ler) ve tirtin(ler)
transferi gereklidir (Lilly, 1982). Boyle sistemlerde ¢alkalama veya karistirmanin temel

bir parametre oldugu agiktir.
1.3.4.4 pH hafizas:

Ayri bir sulu fazdan yoksun organik ¢ozeltilerde pH 6l¢timii zordur (Hsu ve ark., 1990)
ve pH enzimin iyonlasma konformasyonunu ve bdylelikle aktivite, secicilik gibi
ozelliklerini belirlemektedir. Bir protein organik bir ¢dziiciiye konuldugunda yiiklii

gruplar1 sabitlenmis olur. Bu nedenle, liyofilizasyon ile veya optimum pH’da
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coktiiriilerek geri kazanilan kat1 enzimler i¢in bir 'pH-hafizasi' olusturulabilir (Clark,

1994).
1.3.4.5 Coziicii secimi

Bir organik ¢6ziiciinlin enzimin yiiksek aktivitesi ile 'uyumluluguna' bir 6l¢ii saglamak
icin, ¢Oziliciiniin hidrofobikligini tanimlayan Hildebrandt ¢oziiniirliik parametresi (9),
dielektrik sabiti (g) ve dipol momenti (p) gibi bir¢ok parametre onerilmistir. Ancak, en
giivenilir sonuglar, 1-oktanol ve su arasinda herhangi bir c¢oziiciiniin partisyon
katsayisinin logaritmasi (log P) kullanilarak elde edilmektedir (Tablo 1.3) (Laane ve
ark., 1987).

Tablo 1.3 Genel organik ¢oziiciiler i¢in log P degerleri

Coziicii log P Coziicii log P
Dimetilstilfoksit -1,30 Dipropil eter 1,90
Dioksan -1,10 Kloroform 2,00
N,N-dimetilformamit -1,00 Benzen 2,00
Metanol -0,76 Pentil asetat 2,20
Asetonitril -0,33 Toluen 2,50
Etanol -0,24 Oktanol 2,90
Aseton -0,23 Dibiitil eter 2,90
Tetrahidrofuran 0,49 Pentan 3,00
Etil asetat 0,68 Karbon tetrakloriir 3,00
Piridin 0,71 Siklohekzan 3,20
Biitanol 0,80 Hekzan 3,50
Dietil eter 0,85 Oktan 4,50
Propil asetat 1,20 Dekan 5,60
Biitil asetat 1,70 Dodekan 6,60
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Tablo 1.4 Organik ¢oziiciilerin enzim aktivitesi ile uyumlulugu

log P Suya- Enzim Aktivitesi iizerine Coziicii-Etkisi
Karisabilirlik
T %10-50 v/v konsantrasyonlarda enzimi deaktive
am
-2,5’ten 0’a . etmeksizin  yalnizca lipofilik  substratlarin
karisabilir . »
¢Oziindiirilmesinde kullanilabilir.
Ciddi enzim bozunmasma yol acar, yalnizca
Kismen ) . »
0’dan 1,5’e . olaganiistii kararli enzimler i¢in kullamilabilir,
karisabilir

siradan proteinler i¢in deaktivasyon yaygindir.
Bir kisim enzim bozunmasina neden olur,
1.5°ten 2.0’a Az karigabilir  birgok enzimle dikkatli kullanilabilir fakat
aktiviteler siklikla tahmin edilememektedir.
Thmal edilebilir enzim bozunmasima sebep olur

>2.0 Karismaz ) 4 )
ve yiiksek aktivitenin korunumunu temin eder.

1.3.4.6 Enzim aktivitesine katki maddelerinin etkisi

Aktivatorler veya artiricilar olarak belirtilen enzim kararliligini koruyan ajanlarin diistik
konsantrasyonlarda eklenmesi yararli olabilir (Tomazic, 1991; Yamane ve ark., 1990; .
Freeman, 1984). Kararlilik koruyucu ajanlarin protein {izerine etkisi molekiiler diizeyde
cok az anlasilmigtir; bu da bu teknigi ampirik yapmaktadir ve sadece birka¢ katki
maddesi grubu Onerilmektedir. Karbohidratlar, seker alkolleri veya gliserol gibi
polialkoller ve suyun yapisina belirli bir yapisal benzerligi olan polimerlerin (polietilen
glikol, polivinil alkol gibi), inaktif proteinlerin (sigir serum albiimini) yani sira,
proteinleri kararli kildiklart iyi bilinmektedir (Mejri ve ark., 1998; Colaco ve ark.,
1996). Kiiciik (N,N-dimetil formamit ve formamit gibi) polar organik molekiillerin
'molekiiler kayganlastirict' gibi davranarak tepkime hizlarini artirdiklart bilinmektedir
(Yamamoto ve Kise, 1994; Reslow ve ark., 1992; Kitaguchi ve Klibanov, 1989).
Dengeyi arzu edilen yone kaydiran tuzlarin (LiCl, NaCl, KCIl (Okamoto ve Ueji, 1999))
veya zayif organik bazlarin (trietilamin, piridin gibi (Ke ve Klibanov, 1999; Parker ve
ark., 1998)) eklenmesi, substrat ve/veya iirliniin tuz-giftleri olusturmalar1 yoluyla,

tepkime hizin1 ve enansiyomer segiciligini iyilestirebilmektedir.

16



1.3.4.7 Siiperkritik gaz tepkime ortamlar:

Karbondioksit, freonlar (CHF; gibi) gibi siiperkritik gazlar, hidrokarbonlar (etan, eten,
propan) veya c¢oziinme Ozellikleri hekzan gibi bir hidrokarbona benzeyen inorganik
bilesikler (SFs, N,O), lipofilik organik bilesiklerin enzimatik doniisiimii i¢in tek basina
ya da diger coziiciilerle birlikte kullanilabilirler (Nakamura, 1990; Mesiano ve ark.,
1999; Russell ve Beckman, 1991; Aaltonen ve Rantakyld, 1991). Enzimler bu
ortamlarda lipofilik organik ¢oziiciilerde olduklar1 kadar kararlidir. Siiperkritik gazlarin
kullanimi belirli bir enzim sinifi ile sinirlh degildir; ancak hidroksilasyon (Hammond ve
ark., 1985) ve dehidrojenasyon tepkimelerinin (Randolph ve ark., 1988) yani sira,
esterifikasyon (Marty ve ark., 1990), trans-esterifikasyon (Chi ve ark., 1988; Pasta ve
ark., 1989), alkoliz (van Eijs ve de Jong, 1989) ve hidroliz (Randolph ve ark., 1985) gibi
genellikle hidrolazlarin biyokatalizér olarak kullanildigi tepkimelerde yaygin ¢oziicii
ortamlarini olustururlar. Bu tip ¢dziiciilerin en carpict avantajlari toksisiteden yoksun
olmalari, kolay uzaklastirilmalar1 ve diisiik viskoziteli olmalaridir. Diisiik viskozite,
tepkime icinde difiizyonun yiiksek olmasmi saglar. Ek olarak, sicaklik ve basingta
kiiciik degisiklikler, bir enzimin tepkime hizi veya stereo-segicilik gibi katalitik
ozelliklerini kontrol etmeye izin veren kritik noktaya yakin biiyiik ¢oziiniirlik
degismelerine neden olabilir (Beckman ve Russell, 1993). Ancak, baz1 dezavantajlar1 da
vardir. Yiiksek basinca (100 atm ve iizeri) dayanikli cihazlara gereksinim vardir.
Tepkime sonunda basincin diisiiriilmesi enzim denatiirasyonuna neden olabilir (Kasche
ve ark., 1988; Chulalaksananukul ve ark., 1993). Bazi siiperkritik gazlar enzim
yiizeyinde bulunan hassas gruplar ile tepkimeye girerek aktivite kaybina neden olabilir.
Stiperkritik gazlar kozmetik ve besinler i¢in 'dogal' bilesiklerin iiretiminde temel

¢Oziiciiler olarak kullanilmaktadir.

1.3.5 Biyokatalizorlerin avantajlar

Kimotripsin en yaygin calisilan ve mekanigi en iyi anlasilmis olan enzimlerden biridir.
Protein hidrolizini 6zellikle fenilalaninil, tirozil, ve triptofanil gibi hidrofobik asit
birimlerinin karboksamit gruplarin1 katalizler. Kimotripsin asetiltirozin etil esteri
(ATEE) ya da asetiltirozin p-nitrilanilit (ATNA) katalizleyebilmektedir. Kinetik olarak
bir-substratli enzimatik tepkimeler gibi davranan bu tepkimeler geri doniisiimsiiz

oldugundan hizlar1 spektrofotometre ile 6l¢iilebilmektedir.
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Kimotripsin, pH: 7°de kendiliginden gergeklesen bir peptit bagi hidrolizini 10" kat
artirabilmektedir. Bu enzimin aktif bdlgesi 195. pozisyondaki serin biriminin
belirlenmesiyle karakterize edilmistir. Kimotripsin ve diger serin proteaz ve serin
esterazlar, di-izopropilfosforofloridat (DFP) (Jansen ve Balls, 1952) kullanilarak
inaktiflestirilebilmektedir. DFP’nin  kimotripsin ile tepkimesi HF ve di-
izopropilkimotripsini (DIP-kimotripsin) verir. Enzim burada fosforillenmektedir ve di-
izopropil, serin 195’e baglanmaktadir (Hartley ve Kauffman, 1966; Hess, 1971). Serin
195’in kimotripsinin katalik bolgesinde yer aldigir boylelikle saptanmistir (Sigler ve
ark., 1968).

Enzimler biyolojik tepkimeleri siklikla tasavvur bile edilemeyecek hizlarda

! iken,

katalizlemektedir. Enzimsiz tepkimelerin hiz sabitleri (kkat)lof17 ile 107" s
enzimli tepkimelerin hiz sabitleri 10 ile 10’ s™' araligindadir. Enzimli tepkime hizlarmin
{ist sin1r1, enzimin substrat baglanmasi i¢in gerekli difiizyon hiz1 sabitlerine, 10 ile 10°

M5!, yaklagmaktadur.

1.3.6 Lipazlar

Lipazlar (EC 3.1.1.3), lipit-su arayiiziinde trigliseritleri hidrolize edebilen ¢esitli enzim
gruplarindan olusur. Etkinlik, enzimin lipit yilizeyine baglandiginda konformasyonel
degisiklige ugramasiyla dramatik bir sekilde artar. Arayliz aktivasyonu, lipazlar1 suda
¢coziinlir esterleri hidroliz eden diger esterazlardan ayirir. Etkinlikte ve substrat
Ozglnliigiinde genis bir varyasyon gosteren c¢ok sayida lipaz karakterize edilmistir
(Rogalska ve ark., 1993). Trigliseritler, her ii¢ ester bagindan veya 6zel olarak yalnizca
bir veya ikinci konumdan bdliinebilir. Lipazlar, yag asitlerinin uzunluguna bagl olarak
farkli 6zgiinliiker gosterebilmektedir. Organik ortamda, enzim davranisi sentez yoniinde
degisir; lipazlar bu durumda trans-esterifikasyon ya da lipit tlirevleri iiretmek icin
kullamilabilir. U¢ boyutlu kristal yapilar1 bilinen bes lipaz pek ¢ok yapi benzerligi
gostermektedir (Brad ve Brzozowski, 1990; Winkler ve ark., 1990; Schrag ve ark.,
1991; Grochulski ve Li, 1993; Noble ve ark., 1993). Tiimiinde serin proteazlardakine
benzer katalitik bir {iclii amino asit birimi vardir (Wright ve ark., 1969; Blow ve ark.,
1969). Uglii birim Ser-His-Asp/Glu’dir. Katalitik serin, genellikle korunan GxSxG
dizisi ile tanimlanir (Boel ve ark., 1988). Yapilar1 karakterize edilen tiim lipazlarda
niikleofilik birim serin amino asididir. GCL (Geotrichum candidum lipazi) ve CRL
(Candida rugosa lipazi), genel bir dizi homolojisi ve ¢cok benzer yapilara sahip olmasina

karsin, kapak bolgeleri oldukca farklidir. Pseudomonas glumae lipaz1 yapisi belirlenen
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ilk bakteri lipazidir (Noble ve ark., 1993). Bu yap1, o/B-hidrolaz tipi katlanmalarin
cogunu icerir; ek olarak bir kalsiyum baglama yeri bulunmaktadir. ilgili bir enzim olan
kiitinazin yapist da belirlenmistir (Martinez ve ark., 1992). Bu enzimin dogal substrati
olan kiitin, bitkilerin yiizeyinde bulunan bir lipit polyester matrisidir. Kiitinaz lipolitik
aktiviteye sahiptir, ancak arayliz aktivasyonu gostermez ve kapak yapi bulundurmaz.
HPL'in (insan pankreas lipaz1) kristal yapisindan yola ¢ikilarak kobay pankreatik lipazi
(GPL) i¢in bir model yap1 insa edilmistir (Hjorth ve Carrir, 1993). Kapak bolge disinda
kalan bolgelerde iki enzim arasinda dizi benzerligi yliksektir. GPL ayni1 zamanda bir

fosfolipazdir.

Kristallerden ortaya ¢ikarilan bu bes lipazin yapisi, cogunlukla, a-sarmallar ile ¢evrili,
B- katlanmalardan olugsmaktadir. HPL, ayrica, lipit baglamaktan sorumlu ve kolipaz adi
verilen bir domaine sahiptir. Yapilar1 bilinen lipazlarin ¢ogunlugunda katalitik bolgeyi
orten hareketli bir kapak (lid) vardir. Enzim inaktif iken kapak kapalidir. Bu nedenle
kapak acilmasinin arayiliz aktivasyonunda kilit bir rol oynadig1 diisiiniilmektedir. Bu
temel mekanizma RML lipaz1 (Rhizomucor miehei lipaz1) (Brzozowski ve Derewenda,
1991) ve HPL (van Tilbeurgh ve ark., 1993) i¢in gosterilmistir. Kapagin hareket
etmesiyle aktif bolgenin substrat giris yiizeyi genisler ve bolge hidrofobikligi artar.
GCL ve CRL, genel dizi homolojisi gdstermemelerine karsin, benzer katlanmaya sahip

olduklarindan a/B-hidrolaz ailesi i¢inde siiflandirilmistir (Ollis ve Cheah, 1992).
1.3.6.1 Candida antarctica lipaza (CALB)

Maya Candida antarctica yiiksek sicakliklarda bile, trigliseritlere karsi, 6zglin olmayan
bir lipaz aktivitesi sergilemektedir (Michiyo, 1989). Bu organizmadan izoelektrik
noktalar1 ve molekiil agirliklar1 farkli, A ve B olarak adlandirilan iki lipaz izole
edilmistir (Heldt-Hansen ve ark., 1989). Lipaz A (45 kDa, pl 7.5) yiiksek sicaklikta
daha kararhidir ve spesifik aktivite géstermez. Lipaz B (CALB; 33 kDa, pl 6.0) hidroliz
(Rogalska ve ark., 1993) ve organik sentezde (Frykman ve ark., 1993; Mattson ve ark.,
1993; Partali ve ark., 1993) yiiksek stereo-secicilige sahiptir; boylelikle glikolipit

sentezinde 6nemli bir biyokatalizérdiir (Adelhorst ve ark., 1990).

CALB, 317 amino asit biriminden olugsmaktadir. Amino asit dizisi diger lipazlar ile
onemli bir homoloji gostermemektedir (Sekil 1.10). Diger lipazlar i¢in belirlenen
yapilardan, CALB' nin bir Ser-His-Asp/Glu katalitik ti¢liisii ongdriilmesine karsin, aktif

bolgede serini ¢evreleyen GxSxG konsenstis dizisi CALB'de mevcut olmayip, ilk glisin
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yerine treonin gelmistir (TWSQG). Bu enzimde yalnizca bir histidin bulunmasi (H224)

aktif bolgenin tayin edilmesini kolaylastirmaktadir.

-20 -10
ATG AAG CTA CTC TCT CTG ACC CGT GTG GCT GGT GTG CTT GCG ACT TGC GTT GCA GCC ACT
met lys leu leu ser leu thr gly val ala gly val leu ala thr cys val ala ala thr

-11

CCT TTG GTG AAG CGT CTA CCT TCC GGT TCG GAC CCT GCC TTT TCG CAG CCC AAG TCG GTG
pro leu val lys arg 12% pro ser gly ser asp pro ala phe ser g%g pro lys ser val
CTC GAT GCG GGT CTG ACC TGC CAG GGT GCT TCG CCA TCC TCG GTC TCC AAA CCC ATC CTT
leu asp ala gly leu tzg cys gin gly ala ser pro ser ser val sg{ lys pro ile leu
CTC GTC CCC GGA ACC GGC ACC ACA GGT CCA CAG TCG TTC GAC TCG AAC TGG ATC cCC CTC
leu val pro gly thr g%{ thr thr gly pro gln ser phe asp ser a;T trp ile pro leu
TCA ACG CAG TTG GGT TAC ACA CCC TGC TGG ATC TCA CCC CCG CCG TTC ATG CTC AAC GAC
ser thr gin leu gly t%{ thr pro cys trp ile ser pro pro pro pgi met leu asn_asp
ACC CAG GTC AAC ACG GAG TAC ATG GTC AAC GCC ATC ACC GCG CTC TAC GCT GGT TCG GGC
thr gln val asn thr g%g tyr met val asn ala ile thr ala leu tyr ala gly ser gly

111
AAC AAC AAG CTT CCC GTG CTT ACC TGG TCC CAG GGT GGT CTG GTT GCA CAG TGG GGT CTG
asn asn lys leu pro Xg} leu thr trp ser gln gly gly leu val g;i gin trp gly leu
ACC TTC TTC CCC AGT ATC AGG TCC AAG GTC GAT CGA CTT ATG GCC TTT GCG CCC GAC TAC
thr phe phe pro ser }li arg ser lys val asp arg leu met ala ghg ala pro asp tyr

5
AAG GGC ACC GTC CTC CCC GGC CCT CTC GAT GCA CTC GCG GTT AGT GCA CCC TCC GTA TGG
lys gly thr val leu g%? gly pro leu asp ala leu ala val ser g;? pro ser val trp
CAG CAA ACC ACC GGT TCG GCA CTC ACC ACC GCA CTC CGA AAC GCA GGT GGT CTG ACC CAG
gin gln thr thr gly igi ala leu thr thr ala leu arg asn ala %;{ gly leu thr gin
ATC GTG CCC ACC ACC AAC CTC TAC TCG CCC ACC GAC GAG ATC GTT CAG CCT CAG GTG TCC
ile val pro thr thr 28? leu tyr ser ala thr asp glu ile val g}n pro gin val ser

e 1
AAC TCG CCA CTC GAC TCA TCC TAC CTC TTC AAC GGA AAG AAC GTC CAG GCA CAG GCC GTG
asn ser pro leu asp gg{ ser tyr leu phe asn gly lys asn val g;? ala gln ala val
TGT GGG CCG CTG TTC GTC ATC GAC CAT GCA GGC TCG CTC ACC TCG CAC TTC TCC TAC GTC
cys gly pro leu phe ¥21 ile asp Q;; ala gly ser leu thr ser g%? phe ser tyr val
GTC GGT CGA TCC GCC CTG CGC TCC ACC ACG GGC CAG GCT CGT AGT GCA GAC TAT GGC ATT
val gly arg ser ala ;gg arg ser thr thr gly gln ala arg ser g;? asp tyr gly ile
ACG GAC TGC AAC CCT CTT CCC GCC AAT GAT CTG ACT CCC GAG CAA AAG GTC GCC GCG GCT
thr asp cys asn pro ;g¥ pro ala asn asp leu thr pro glu gin ;gi val ala ala ala
GCG CTC CTG GCG CCG GCA GCT GCA GCC ATC GTG GCG GGT CCA AAG CAG AAC TGC GAG CCC
ala leu leu ala pro gé? ala ala ala ile val ala gly pro lys g}g asn cys glu pro
GAC CTC ATG CCC TAC GCC CGC CCC TTT GCA GTA GGC AAA AGG ACC TGC TCC GGC ATC GTC
asp leu met pro tyr ala arg pro phe ala val gly lys arg thr cys ser gly ile val

ACC CCC TGA
thr pro OPA

Sekil 1.10 Candida antarctica lipaz B geninin DNA ve tiiretilmis amino asit sekansi.
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CALB, boyutlar1 30A x 40A x 50A olan kiiremsi o/ tipi bir proteindir (Sekil 1.11).

Altis1 paralel, toplam yedi B-katlanma igerir. B-katlanmalar o-sarmal motiflerle

baglanmistir; bdylelikle, ana yap1 cogunlukla sag doniislii p-o-f motiflerden
olusmaktadir.
313 314
Cc
89 287 ) 268
310 B8 308 H224
218
N
l af
13 212
al D187
13
86 37 183 211
20
4 7 162 226
Bt [ p2 7
a2 o3 o? a9
2 57 93 169 242
62 33 179 208

Sekil 1.11 CALB' nin ikincil yap1 diyagrami (Kabsch ve Sander, 1983).

Ilk iki katlanma (Bl ve P2) anti-paraleldir; son iki katlanma bir halka yap: ile
baglanmistir. Protein, sa¢ tokasi seklinde iki katlanma ile sonlanmaktadir. CALB, 10 a-
sarmal motif icermektedir. -5, 6 ve 10, aktif bdlge cebinin biiylik bir kismini
olusturdugundan, arayiiz aktivasyonu ve substrat spesifisitesi bakimindan 6nemli bir

role sahip oldugu diisiiniilmektedir.

CALB!'de, paralel B-tabakanin karboksi-terminal tarafinda bulunan serin ti¢liisii, Ser105,
Aspl87 ve His224, o/B-hidrolazlarda oldugu gibi, katalitik tglityli olusturmaktadir.
Aktif bolge histidini, His224, yan zinciri aktif bolgenin i¢ine dogru yonelecek sekilde a-
9 sarmalin basinda bulunur. Aspl87, tipik o/B-hidrolaz katlanmasindan beklendigi
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tizere, altinct iplik¢ikten sonra gelen donme (turn) lizerindedir. Asp187'min yan zinciri,
oksijen atomu goémiilii bir su molekiiliiniin yani sira, ana zincir ve diger yan zincir
atomlar1 ile hidrojen baglar1 kurar. Bir sonraki birim glutamik asittir. CALB'de,
glutamik asit aktif bolgenin disina dogru ydnlenmistir; ¢evreleyen ¢oziiciiyle temas

halindedir ve iglevi bilinmemektedir.

Ser105 gevresindeki bolge oldukga dikkat ¢ekici bir sekilde polardir. His224'e ek olarak
polar yan zincire sahip ii¢ amino asit (Thr40, Asp134 ve GIn157) daha vardir. GIn157
yan zincirinin amit grubu {i¢ hidrojen bagi yapar. Thr40 bir hidrojen bagini kabul
ederken, Aspl34’iin protonlanmis karboksilati GIn157 ile hidrojen bagi yapar. Bu ii¢
polar birim boylelikle ¢6ziicliniin tamamen ulasabilecegi bir hidrojen bagi ag1 kurar. Bu
ag yapt amfipatik lipit molekiillerinin aktif bolgede hidrojen bagi yapmalarini
zorlastirabilir. Bu durumda aktif bolgede, serin proteazlarda oldugu gibi bir oksianyon

deliginin olugmas1 6ngoriilmektedir.

CALB'nin aktif bolgesine, ¢oziicii ortam bir kanal aracilig1 ile ulasabilmektedir. Kanalin
cogu li¢ parcali yapidan olusur; sarmallar a5, al0 ve Ile189’u tasiyan halka yapi. Kanal
duvarlari ¢ok hidrofobiktir ve ¢ogunlukla alifatik birimlerle ortiiliidiir. Trp104 haricinde
kanalda higbir aromatik yan zincir bulunmaz. Triptofan yan zincirinin azotu, aktif bolge
Kapak yapinin a5 ya da al0 oldugu diisiiniilmektedir. Bu yapmin en c¢arpici 6zelligi
gomiilii bir aspartik aside (Asp145) sahip olmasidir. Bu amino asit Ser150 ve Thr158 ile
kararlastirict hidrojen baglari yapar. Ote yandan, al0 ¢ok sayida alanin ve diger
hidrofobik amino asitleri icermektedir. Orta kisminda bulunan prolin, sarmalin “V”
seklini (kink) almasmma neden olur. Proteinin geri kalan kismi ile hidrojen bagi

olusturmadigindan a10 serbest hareket edebilir.

CALB, aktif bolgeyi kusatan genis bir hidrofobik dis ylizeye sahiptir. Dis ylizey,
coziiciiye dogru yonlendirilmis alifatik yan zincirlerin hakimiyeti altindadir. Bu yiizeyin
alam 450A'diir ve muhtemelen hidroliz sirasinda bir lipit yiizeyi ile siki sikiya temas

halindedir. Komsu enzim molekiilleri ile de etkilesmektedir.

CALB'nin birincil yapisinda, disiilfit bag1 yapan alt1 sistein birimi vardir. Ilk disiilfit
bag1 birinci ve tclincii anti-paralel iplikcikleri birlestiren Cys22—Cys64 kopriistidiir.
Ikinci koprii Cys216 ile Cys258 arasindadir ve protein yiizeyindeki iki halka bdlgeyi
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baglar. Ugiincii bag Cys293 ve Cys311 arasindadir ve enzimin karboksi ucunu

kararlastirir. CALB, Asn74'de olasi bir N-glikozilasyon bolgesine de sahiptir.

1.3.6.2 Esterifikasyon tepkimesi

Biyokataliz, organik ortamlarda termodinamik dengenin senteze kaydirildigi ve
hidrofobik substratlarin ¢oziiniirliikklerinin artirildigi durumlarda avantajli bir yoldur
(Torres ve Castro, 2004). Susuz ortamlarda lipazlarin aktivite ve stabilitelerini
tyilestirmek i¢in bir dizi yontem izlenmektedir: (a) ylizey aktif maddelerle kovalent
olmayan etkilesim, (b) mikro-emiilsiyonlarda tuzaklama, (c) ters miseller olusturma ve

(d) uygun c¢oziinmeyen destekler iizerine immobilizasyon.

Esterifikasyon tepkimelerinin verimi, substrat konsantrasyonundan ziyade, substratin
toplam yiizey alani ile ve suyun organik ortamdaki termodinamik aktivitesi tarafindan
belirlenmektedir (Krishna ve Karanth, 2002; Papamichael ve ark., 2012). Substrat
yilizeyinin biiyilikliigli, substratin enzimin aktif bolgesine ulasabilirligini etkilemektedir
(Reis ve ark., 2009). Bir bagka etken de enzim ¢oziiniirliigiidiir. Proteinler bir¢ok
organik coziiclide ¢oziinmemektedir. Genel olarak, karboksilik asitler, tersinir asidik
katalize wugratilabilirler. Esterlesme tepkimesinin su iiretmesi sentezi olumsuz
etkilemektedir. Bunun yani sira organik asit ve alkol zincirinin uzunlugu da, substrat

baglanmasini etkilediginden, 6nemli bir parametredir.

Sicaklik ve pH, ¢ogu homojen ve heterojen reaksiyonlarda oldugu gibi, genellikle lipaz
ile yapilan esterifikasyonu etkileyen iki faktordiir. Cesitli memeli lizozomal lipazlar asit
spektrumda optimum aktivite sergilerken, mikrobiyal kaynaklardan elde edilen lipazlar
alkali pH’da daha aktilRler. Ancak, sulu ortamda elde edilen bu degerler gercek
tepkime ortaminda degisebilmektedir. Iyonlar, emiilsiyon ajanlari ve substratlarm

varligi, alkali ortami asitlendirmektedir (Krishna ve Karanth, 2002).

Enzimlerin aktif {i¢c boyutlu yapilar1 birgok hidrojen bagi, hidrofobik ve dipol
etkilesimlerinin yani sira van der Waals kuvvetlerini gerektirir. Bu baglar protein
molekiilleri arasinda ve protein ile ¢oziicli arasinda kurulur. Bu nedenle susuz tepkime
ortaminda enzim stabilitesi birincil 6nemdedir (Costas ve ark., 2008). Tepkime
sicakligi, ¢oziicli ortamin enzim molekiillerine ulasabilirligi ve ortamin iyonik kuvveti,
protein ile ¢oziicii arasindaki mesafeyi belirleyen fizikokimyasal kosullardir. Su ve
organik ¢oziiclilerin homojen karisimlarinda, organik ¢oziicli enzimin esneklik sinirimni

(conformational flexibility) zorlayarak mikro yapisin1 bozar. Sonugta enzimin {i¢
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boyutlu yapisinda telafi edilebilecek (reversible) ve edilemeyecek (denaturation)
acilmalar (unfolding) olabilir (Torres ve Castro, 2004). Polar ¢oziiciiler proteinlerin,

genellikle suda daha esnek olan yan zincirlerini etkilemektedir.
1.3.6.3 Lipazlarin biyoteknolojide uygulamalari

Lipazlarin ticari kullanimi, genis bir yelpazede ve farkli uygulamalar igerdiginden,
milyarlarca dolarlik bir pazar yaratmistir. Deterjan katkis1 olarak her yil yaklasik 1000
ton lipaz tliketilmektedir (Godfrey ve West, 1996). Lipazlar, gida bileseni iiretiminde de
onemli bir rol oynamaktadir (Jaeger ve Reetz, 1998). Ornegin, palmitik asidin stearik
asit ile degistirilmesi Rhizomucor miehei lipaz1 ile katalizlenen bir trans-esterifikasyon
reaksiyonudur (Coleman ve Macrae, 1980). Cikolatada, kakao yag1 yerine kullanilan ve
istenen erime noktasina sahip stearik-oleik-stearik trigliseritlerin sentezlenmesini
saglamaktadir. Ayrica, kagit endiistrisinde kagit hamurundan regineyi uzaklagtirmada,
stit iirlinleri ve meyve sularinda lezzet gelistirmede ve sentetik organik kimyada lipaz
kullanimi gittik¢e artmaktadir (Boland ve ark., 1991; Drauz ve Waldmann, 1995; Faber,
1997; Jaeger ve Reetz, 1998; Schmid ve Verger, 1998; Stecher ve Faber, 1997; Theil,
1995).

Sentetik organik kimyada lipazlarin katalizor olarak kullanilmasina iligskin raporlarin
sayist gittikce artmaktadir. Regioselektif hidroliz, agilasyon veya trans-esterifikasyona
ek olarak, inanilmaz derecede genis bir enansiyosecici islem c¢esidi gelistirilmistir.
Lipazlar ile katalizlenen enansiyosegici organik donilisiimler prokiral substrat
tepkimeleri ve rasematlarin kinetik ¢oziiniirliik reaksiyonlaridir. Baglangigta, iki ana
bilesik sinifi olarak prokiral veya kiral alkoller veya karboksilik asit esterleri
kullanilmaktaydi. Uygulamalar, yakin donemde, siyanohidrinler, klorohidrinler, dioller,
o- ve P-hidroksi asitler, aminler, diaminler ve amino alkolleri de kapsamustir. Ilke
olarak, organik bilesiklerin en énemli siniflari, lipaz-kataliz kullanarak enansiyosecici
olarak {iretilebilir. Ya sulu bir ortam segilir (hidroliz reaksiyonlar1) ya da organik
coziicliler (agilasyon ya da trans-esterifikasyon) kullanilir. Bu sentetik organik
reaksiyonlar i¢in tipik katalizorler bakteri lipazlaridir. Ekonomik 6neme sahip énemli
bir ornek, yiiksek tansiyon tedavisinde kullanilan kalsiyum antagonisti Diltiazem'in
tiretimi ile ilgilidir. Anahtar adim, bir enansiyomerik formun tercihli hidrolizi temelinde
bir kiral epoksi esterin rasemik karisiminin kinetik ¢oziiniirliigtidiir. 1993 yilindan beri,
yilda 50 tondan fazla kiral yap1 tast1 imal edilmis ve daha sonra Diltiazem'e

doniistiiriilmiistiir.
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Enansiyosegcici organik kimyada bir lipazin endiistriyel olarak uygulanmasinin bir diger
goze c¢arpan Ornegi, optik olarak aktif aminlerin tretimi ile ilgilidir. Burkholderia
plantarii lipaz1 olduk¢a genis bir c¢esitlilikte rasemik aminlerin enansiyosegici
acilasyonunu katalize eder (ee>% 95). Belki de kinetik ¢oziiniirliigiin bir dezavantaji,
toplam maddenin yalnizca yarisinin kullanilmasidir. Bununla birlikte, doniisiim oraninin
>%350 olmasma izin veren yontemler gelistirilmektedir. Temel ilke “dinamik kinetik
¢cOziinlirliktiir. Buna gore, sistem enansiyosegici lipazin yami sira substratin hizli
rasemizasyonuna neden olan bir ikinci katalizorii de icerir. Boylelikle, teorik olarak
yalnizca bir enansiyomeri %100 elde etmek miimkiindiir. Bu ilke, biyokataliz i¢in ve
aslinda sentetik organik kimya ic¢in tamamen yeni perspektifler agmayr vaadetse de
pratikte uygulanabilirligi zordur. Her seyden once lipazin ikinci katalizor ile uyumlu

olmas1 gerekir. Bu temelde birkag ilging arastirmaya rastlamak miimkiindiir.
1.4 Karbohidrat Esterlerinin Sentezi

Karbohidrat esterleri, kimyasal ya da enzimatik olmak iizere iki yoldan
sentezlenebilmektedir. Kimyasal sentezde genellikle birden fazla tepkime gerceklesir ve
mono-, di-, tri-ester gibi birden fazla iirlin olusur; ancak, verim oldukg¢a yiiksektir. Bu
nedenle kimyasal yoldan esterifikasyonda karsilasilan en biiyilik sorun, istenilen iiriiniin
sentezlenen ester karisimindan saflastirilma maliyetidir. Biyokatalizorlerle, substrat
molekiilii {izerindeki fonksiyonel grup sayisini azaltmaya yarayan zahmetli koruma
tepkimelerine gerek duyulmaksizin, bir¢ok monosakkarit-yag asidi esteri bir izomer
halinde sentezlenebilmektedir (Bjorkling ve ark., 1991; Mutua ve Akoh, 1993). Bu
yiizden, oOzellikle Candida antarctica ve Thermomyces lanuginosus (Humicola
lanuginosa) lipazlarmin biyokatalizor olarak kullanildig1 karbohidrat esterleri iiretimi
alternatif bir yol olarak gelismekte ve dezavantajlarini azaltmak i¢in ¢esitli yaklagimlar
uygulanmaktadir (Ikeda ve Klibanov 1993; Sarney ve ark., 1994; Sarney ve ark., 1997;
Kitagawa ve Tokiwa 1998). Ornegin, seker esteri verimini artirmak amaciyla bazi
deneylerde ortama yiizey aktif maddeleri eklenmistir. Saf organik ortamlarda yasanan
enzim inhibisyonu sorunu ise, 55-60 C araliginda, yiiksek bir tepkime sicakligt
kullanilarak asilmaya calisiimistir. Tepkime sonrasinda iiriin, ortaminin organik ya da

su olmasina bakilmaksizin, genellikle distilasyon islemiyle izole edilmektedir.

Sulu ortamlarda ve hidrolitik aktivite i¢in evrilmis olan hidrolazlarin sentez

tepkimelerinde kullanilmalari, diisiik su icerikli organik ortamlarda miimkiin
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olmaktadir. Lipaz ve proteazlar sentez tepkimelerinde kullanilan yaygin

biyokatalizorlerdir.

Eser miktarda su iceren organik tepkime ortamlar1 genellikle hidrofobiktir. Polar seker
molekiilleri bu ortamlarda olduk¢a diisiik ¢oziiniirliik gostermektedir ve bu karbohidrat
esterlerinin enzimatik yolla sentezinde baslica problemdir. Bu problemin iistesinden
gelmek icin, siklikla, ya polar organik ¢oziictilerde aktiflestirilen yag asitleri kullanilmig
ya da apolar organik ¢oziiciilerde aktiflestirilen sekerler kullanilmistir. Her iki secenekte
de maliyetin oldukca yiiksek olmasi nedeniyle, bazen de, ortalama bir polariteye sahip

organik ¢oziiciiler tercih edilmistir.
1.4.1 Karbohidrat esterlerinin organik ortamda kimyasal sentezi

Seker-yag asidi esterlerinin sentezi ilk zamanlarda hem sekerlerin hem de serbest yag
asitlerinin  ¢oziindiigi DMSO, DMF veya DMP gibi toksik ¢d6ziiciilerde
gerceklestirilmekteydi (Hass-Snell, 1959). Ilk zamanlarda, sentezlenen seker-yag asidi
esterleri gida katki maddesi olarak kullanilmalarina karsin, toksik ve kokulu kalintilar
icermeleri nedeniyle sonralar vazgecilmistir. Seker-yag asidi esterleri igin ticari siireg,
yag asidi metil esterlerinin DMF’de sentezlenmesiyle baslatilmistir (Osipow ve

Rosenblatt, 1967).

Sonrasinda, nispeten daha giivenli bir kimyasal trans-esterifikasyon tepkimesi
gelistirilmistir (Sekil 1.12). Siikrozun seker kaynagi olarak kullanildigi bu islemde
tepkime ortami glikol veya su, katalizoér de potasyum karbonattir. Baz1 kimyasal sentez
deneylerinde ise seker kaynagi erimis siikrozdur ve tepkime sicakligt da buna gore
secilmigtir. Ortama, ¢Oziinmiis seker miktarin1 artirmak i¢in lityum, potasyum ve

sodyum tuzlar1 eklenmistir.

Karbohidrat-yag asidi esterlerinin sentezi i¢in susuz ortamda enzimlerin kullanildig1 ¢ok

sayida sistem gelistirilmistir (Adelhorst ve ark., 1990).
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Sekil 1.12 Modifiye seker ve lipazin kullanildig1 seker-yag asidi esteri sentezi.

1.4.2 Karbohidrat esterlerinin organik ortamlarda biyokatalizor yardimiyla

sentezi

Karbohidrat-yag asidi esterleri lipazlar ile organik ortamda sentezlenebilmektedir.
Enzim katalizorler spesifik izomerlerin yliksek verimlerde elde edilmesini

saglamaktadir (Arcos

ve ark., 1998a; Degn ve ark., 1999; Ducret ve ark., 1995; Sarney ve ark., 1997).
Amfifilik dogalar1 ve biyo-bozunur olmalarindan dolayr yag asidi esterlerinin
endiistriyel olcekli sentezi gittikge Oonem kazanmaktadir (Bjorkling ve ark., 1989;
Sarney ve Vulfson, 1995; Schekermann ve ark., 1995). Elde edilen esterler besin, ilag
ve kozmetik driinlerinde katki maddesi olarak kullanilabilmektedir (Akoh, 1994;
Nishikawa ve ark., 1981; Pomeranz, 1994).

Candida antarctica lipazinin biyokatalizor olarak kullanildig1 deneylerle saf ve karisim
halinde bir dizi organik tepkime ortaminin farkli karbohidratlar ile miristik asit
esterlerinin sentezlenmesine elverisliligi arastirilmistir. En  yiiksek verim, tert-
biitanol:piridin  (55:45 v/v) karistiminda ve miristil-glukoz esterinden, 20,2
umolmin'g ' elde edilmistir. Candida antarctica lipazi yag asidini spesifik olarak
glukozun altinci karbonuna eklemekte ve sonunda, a ve  olmak tizere, iki 6-0-miristat-
D-glikopiranoz anomeri olusmaktadir (Arcos ve ark., 1998a; Degn ve ark., 1999;
Ljunger ve ark., 1994). Bundan sonra, substrat ve biyokatalizor miktarlar degistirilerek
ester verimi optimize edilmeye calisilmistir. Bu kosullar altinda 6nemli miktarda

coziinmemis glukozun tepkimeye katilmasiyla verim 34 mg/ml’ye ylikselmistir. Aym
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kosullar altinda 22,3 pmolmin 'g™' fruktoz-miristik asit, 26,9 pmolmin'g"' o-D-
metilglukopiranosit ve 1,9 umolrnin_lg_1 maltoz-miristik asit esteri elde edilmistir.
Maltotrioz, sellobiyoz, siikroz ve laktoz ise miristik asit ile esterlesme tepkimesi
vermemistir. Tepkime ortamina %2 DMSO katildiginda enzim aktivitesinde 6nemli
azalma saptanmistir. Tepkime ortaminda 9%0,85 ile %2,17 (v/v) su varlig1 enzim

aktivitesinde dnemli bir degisiklik yapmamustir.

1.4.2.1 Coziicii hidrofobisitesi ve substrat coziiniirliigii

Organik tepkime ortamlarinda enzim aktivitesi siklikla ¢oziiciinlin hidrofobisitesi (logP)
ile dogru orantilidir (Carrea ve ark., 1995; Kazlauskas ve Bornscheuer, 1998; Ducret ve
ark., 1998; Laane ve ark., 1987; Reslow ve ark., 1987; van Tol ve ark., 1995; Valivety
ve ark., 1992). Yiiksek enzim aktiviteleri yiiksek logP degerlerinde elde edilmistir.
Ayrica, enzimin kararliligir genellikle yiiksek hidrofobisiteye sahip c¢oziiciilerde daha
yiiksektir. logP degeri ikinin altinda olan organik ¢oziiciiler enzimatik kataliz i¢in uygun
bulunmamaktadir (Laane et al., 1987). Diislik bir logP degerine sahip organik ¢6ziicii
molekiilleri enzim molekiiliiniin yiizeyi ile nispeten daha fazla etkilesebilmekte ve
substrat ile enzim arasina girebilmektedirler. Ayrica, piridin gibi nispeten daha polar
yaptya ve diisiik hidrofobisiteye (logP=0,69) sahip saf organik ortamlar enzim ile
spesifik etkilesimler yaparak enzim deaktivasyonuna sebep olabilmektedir (Halling,
1994). Ancak, hidrofilik bir substratin ¢oziiniirliigii dikkate alindiginda, hidrofobik bir
¢oziicii her zaman iyi bir se¢im olmayabilmektedir. Bu nedenle, karbohidratlar ya da
glikozitlerin acil akseptorii olarak kullanildigi trans-esterifikasyon tepkime ortamlari
siklikla iki ya da daha fazla organik coziiciiden olusturulmaktadir (Akoh ve Mutua,
1994; Ferrer ve ark., 1999; Ferrer ve ark., 2000; Mutua ve Akoh, 1993; Rich ve ark.,
1995). Bu konuda dogrudan esterifikasyon tepkimeleriyle ilgili bilgi yetersizdir.

Seker-yag asidi esterlerinin sentezinde kullanilabilecek bir dizi organik ¢oziicli karigimi
onerilmistir (Degn ve Zimmermann, 2001). Bu tepkime ortami karigimlarinin
hidrofobisite degerleri, ¢oziinmiis karbohidrat miktarlar1 ve rezidiiel enzim aktivite
degerleri saptanmistir (Tablo 1.5) (Laane ve ark., 1987). Tabloda dikkat ¢eken bir
sonug, farkli ¢oziicii ortamlarinda farkli miktarda ¢6ziinen karbohidratin, diger bir
sOylemle baslangi¢c karbohidrat konsantrasyonunun, tepkimenin veriminde sinirlayici
etken olmasidir. Enzim aktivitesi de tepkime ortamina gore farklilik géstermektedir. En
yiiksek aktivite tert-biitanol-aseton ve tert-pentanol-aseton karigimindan elde edilmistir.

Baska bir aragtirmada  asetonitril tepkime ortami olarak kullanilmis ve verim
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alimmigken (Ducret ve ark., 1995), verilen listede asetonitrilin karbohidrat-miristik asit
esterinin sentezine uygun olmadig: goriilmektedir. Bu ¢eliski a¢il dondriiniin ve tepkime
sicakliginin farkli olmasina baglanmaktadir (Degn ve Zimmermann, 2001). Diisiik
sicakliklarda miristik asit gibi bazi yag asitlerinin tepkime ortamini dondurdugu ve
tepkime kinetigini diisiirdiigli gdzlenmistir (Janssen ve ark., 1999). Benzer sekilde diger
baz1 arastirmalarda hekzan ve toluenin de i¢inde bulundugu hidrofobik birka¢ organik
ortamda lriin elde edilmistir. (Otamiri ve ark., 1991; Tsitsimpikou ve ark., 1997;

Valivety ve ark., 1992).

Tablo 1.5 Enzim aktivitesi, glukoz ¢oziinilirliigli ve farkli hidrofobisiteli ¢oziiciilerde
enzim kararlilig

Glukoz
Enzim aktivitesi coziinurliigii Rezidiiel Coziicii

Coziicii pmol min™' g (mM) aktivite (%) hidrofobisitesi
DMSO 0 29 0 -1,3
Dioksan 1,1 7.5 53 -1,1
DMF 0 12 0 -1,0
Asetonitril 0 1,1 27 -0,33
Aseton 3 2,6 56 0,23
THF 1,6 2,1 46 0,49
Piridin 0 134 0 0,69
t-Biitanol 3,7 12 75 0,80
t-Pentanol 3,6 10 71 1,4
Toluen 0 0,6 54 2,5
Hekzan 0 0 80 3,5

Saf DMSO ve %20' den fazla DMSO igeren aseton ortaminda Candida antarctica lipazi
tamamen inaktiflesmektedir (Tablo 1.6). En yiliksek enzim aktiviteleri {igiinciil
alkollerin piridin veya DMSO ile karigimlarindan elde edilmistir. DMSO ve piridin,
karbohidrat (glukoz) ¢oziicii roliinii iistlenirken alkoller enzim aktivitesinin korunmasini

temin etmektedir (Ferrer ve ark., 1999).

Tepkime ortaminin enzimin bagli suyu i¢in gerekli olan baslangi¢ su miktar1 tepkime
sirasinda sabit kalmamaktadir. Bunun nedeni, esterlesme tepkimesinin su molekiilii
tiretmesidir. Gittikge artan baslangic su miktar1 tepkime verimini diisiirmektedir. Bu
yiizden tepkime sirasinda iiretilen suyun tutulmasi gereklidir. Bunun i¢in en pratik

¢Ozlim tepkime ortamina molekiiler elek eklemektir.
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Tablo 1.6 Farkli ¢oziicii karisimlarinda, enzim aktivitesi, glukoz c¢oOziintrligii ve
rezidiiel enzim aktivitesi

Enzim — Gikoz  Rezidiiel Enzim — Gkez  Rezidiiel
Céziicii “k;‘l; ‘(fl“‘ coziiniirligii  aktivite Coziicii “k;‘l; ‘(fl“‘ coziinfirligii  aktivite

min” g (mM) (%) min” g (mM) (%)
Hekzan DMSO %1 0 0 8,3 t-Biitanol:piridin %1 3,8 12 74
Hekzan DMSO %5 1,9 0,4 1,3 t-Biitanol:piridin %5 49 12 65
Hekzan DMSO %10 0 nd 0 t-Biitanol:piridin %10 4,6 14 69
Aseton DMSO %1 1,4 1,5 60 t-Biitanol:piridin %20 9.4 20 72
Aseton DMSO %5 1,9 2,6 94 t-Biitanol:piridin %30 9,6 21 70
Aseton DMSO %10 1,2 8,1 70 t-Biitanol:piridin %40 13,2 39 73
Aseton DMSO %20 0 33 0 t-Biitanol:piridin %42,5 14,9 42 64
Aseton DMSO %30 0 43 0 t-Biitanol:piridin %45 15,2 51 75
t-Biitanol:DMSO %1 34 12 70 t-Biitanol:piridin %47,5 14,0 54 76
t-Biitanol:DMSO %5 5,0 20 77 t-Biitanol:piridin %50 13,5 63 61
t-Biitanol:DMSO %10 7,6 29 85 t-Biitanol:piridin %60 5,7 77 25
t-Biitanol:DMSO %20 10,8 67 51 t-Biitanol:piridin %70 3,6 92 12
t-Biitanol:DMSO %30 2.5 127 2 t-Biitanol:piridin %80 1,3 114 7
Hekzan:piridin %1 0 0,2 78 t-Biitanol:piridin %90 0,3 122 3
Hekzan:piridin %5 0 0,1 57 t-Biitanol:dioksan %1 3,8 10 69
Hekzan:piridin %10 0,3 0,0 69 t-Biitanol:dioksan %5 3,6 8,1 72
Hekzan:piridin %20 1,8 0,3 42 t-Biitanol:dioksan %10 3,8 10 56
Hekzan:piridin %30 2,9 0,8 32 t-Biitanol:dioksan %20 43 8,2 37
Aseton:piridin %1 2.8 1,6 46 t-Biitanol:dioksan %30 39 8,8 37
Aseton:piridin %5 3,5 2,2 37 Hekzan:dioksan %1 0 0,2 76
Aseton:piridin %10 34 3,0 24 Hekzan:dioksan %5 0 0,4 69
Aseton:piridin %20 32 6,7 27 Hekzan:dioksan %10 0 0,2 57
Aseton:piridin %30 23 8,9 26 Hekzan:dioksan %20 0,3 0,2 52
t-Pentanol:piridin %20 7,2 26 75 Hekzan:dioksan %30 0,6 0,3 55
t-Pentanol:piridin %40 12,0 32 73 Aseton:dioksan %1 3,5 1,9 63
t-Pentanol:piridin %45 10,6 46 70 Aseton:dioksan %5 2.8 2.4 42
t-Pentanol:piridin %50 11,0 43 71 Aseton:dioksan %10 2.5 3,0 47
t-Pentanol:piridin %55 9,6 56 59 Aseton:dioksan %20 2.3 3,9 44
t-Pentanol:piridin %60 7,3 71 43 Aseton:dioksan %30 1,9 32 46
t-Pentanol:piridin %80 1,0 98 12
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1.4.2.2 Uriin verimi

Doygun tepkime ortaminda ilave karbohidrat varligi, baslangi¢c ¢oéziinmiis karbohidrat
konsantrasyonuna  gore, esterlesme miktarini %100’ {in  iizerine (%188)
cikarabilmektedir (Ducret ve ark., 1995; Ljunger ve ark., 1994a; Degn ve ark., 1999).
Karbohidrat-yag esterlerinde verim, organik coziiciiniin glukozu ¢6zme kapasitesine

gore belirlenmektedir (Sekil 1.13).
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Sekil 1.13 Farkli glukoz baslangi¢ konsantrasyonlarina gore ester verimi.

1.4.2.3 Enzim miktarmin verime etkisi

Coziinmemis glukoz iceren doygun bir ¢oziicii sisteminde maksimum enzim aktivitesi
icin gerekli (immobilize) enzim konsantrasyonunun 10 mg/ml oldugu rapor edilmistir

(Degn ve Zimmermann, 2001).
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1.4.2.4 Tepkime sicakhi@inin enzim aktivitesi ve rezidiiel enzim aktivitesi iizerine
etkisi

Elli i¢ santigrat derecenin C. antarctica lipazinin enzim aktivitesi i¢in optimum oldugu
ve 60 'C’de verim farkinin deney hata sinir payi icinde kaldigi ve 50 ‘C’nin altindaki
sicakliklarda ise rezidiiel aktivitede anlamli bir artisin oldugu rapor edilmistir (Tablo

1.7).

Tablo 1.7 C. antarctica lipazimin farkh sicakliklardaki aktivitesi ve rezidiiel aktivitesi

Sicaklik (°C)  Enzim aktivitesi (umol min-1 g-1)  Rezidiiel aktivite

45 14,1 79
53 19,2 71
60 20,2 51

1.5 Yiizey Aktif Maddeler

Suya ya da sulu ¢ozeltilere eklendiklerinde viskoziteyi azaltan polar bilesiklere genel
olarak ylizey aktif maddeler (YAM) veya siirfektanlar denilmektedir (Baykut ve Biran
1996). Bu bilesikler temel olarak hidrofilik bir bag ve hidrofobik ve diiz bir kuyruk
kismindan olusurlar (Sekil 1.14).

.’\fv\f"

Bas Kuyruk

Sekil 1.14 Siirfektan molekiiliiniin sematik gdsterimi.

1.5.1 Siniflandirilmalan

Polar bas gruplarmn ylik durumuna gore anyonik, katyonik, iyonik olmayan (non-iyonik)

ve amfoterik (zwitteriyonik) olmak iizere dort ana grupta siniflandirilirlar.

1.5.1.1 Anyonik simf

Siirfektanlarin biiyiik cogunlugu anyoniktir. Uretimlerinin nispeten kolay ve daha ucuz

olmasi nedeniyle en ¢ok tercih edilen gruptur. Bas kisim genellikle fosfat, karboksilat
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veya siilfonattir ve son iki bilesik siklikla kullanilmaktadir (Sekil 1.15) (Baykut ve
Biran, 1996).

Karboksilatlar (R-COOH, R-COOX): Uzun zincirli karboksilik asitlerin sodyum ya da
potasyum tuzlaridir (R-COO-M"). R, diiz ve hidrofobik alkil zinciri olan kuyruk kismini
simgelemektedir. Karboksil grubuna ait hidrojen atomu, K™ veya Na' gibi bir degerlikli

katyon (M) ile yer degistirmektedir.

Siilfat bas (-O-SO;H), hidrofobik molekiillerin suda ¢oziinmesine yardimeci olan
hidrotropik o6zellik gostermektedir. Nispeten sulu ortamlarda kolay ¢doziiniirler ve

ortamin viskozitesini daha fazla azaltirlar.

D
WD.g.D MNa
O
Sodyum dodesilsiilfar

Sekil 1.15 Bir anyonik siirfektan 6rnegi.

1.5.1.2 Katyonik simif

Bas kisimlar1 genellikle amin veya amonyum bilesiklerinin tuzlarindan olusmaktadir.
Birinci, ikincil ve tgilinciil aminler (R1-NH,, R,-NH, R3-N), yalnizca asidik ortamda
¢oziinebilmekle birlikte, amonyum tuzlart (RyN') tim pH spektrumunda
cOziinebilmektedir (Sekil 1.16). Deterjan 06zelliklerinin nispeten zayif ve iiretim
maliyetinin yiiksek olmasi nedeniyle cogunlukla amfoterik siirfektanlarla birlikte

kullanilabilmektedirler (Sekil 1.17) (Clint, 1992).

N
/N

Inn

Sekil 1.16 Amonyum tuzlarinin genel formulii.
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Dodesilpiridinyum kloriir

Sekil 1.17 Bir katyonik stirfektan 6rnegi

1.5.1.3 Noniyonik yiizey aktif maddeler

Bas kismin genel formiilii O(CH,CH,O),H olan bu bilesikler yiiksiizdiir (Sekil 1.18).
Boylelikle, ortamin tuzlulugu ve pH’sindan etkilenmedikleri i¢in daha kararlidirlar.
Ancak yiiksek ortam sicakliklar1 ¢6ziiniirliigii azaltir ve siirfektan ¢ozelti disina ¢ikmaya

baslar (Baykut ve Biran, 1996).

P
mv‘}

Polietilenglikol (4) lauril eter

Sekil 1.18 Noniyonik ylizey aktif maddelerin genel yapisi.

1.5.1.4 Amfoterik siif

Digerlerinden farkli olarak kuyruk kisminda katyonik (art1 yiiklii) fonksiyonel gruplar
bulundururlar (Sekil 1.19). Boylelikle yiiksek pH’larda anyonik, diisik pH’larda
katyonik davranis sergilerler. Sert suya sahip ortamlarda ve genis bir pH spektrumunda

kullanilabilmektedirler (Baykut ve Biran, 1996; Rosen, 1978).
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Sekil 1.19 Amfoterik ylizey aktif maddelerin genel yapisi.
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1.5.1.5 Biyosiirfektanlar

Glikozitler, seker esterleri, fosfolipitler ve proteinler bu gruba girmektedir (Sekil 1.20).

Baslica avantajlar1 biyobozunur olmalar1 ve zehir etkilerinin bulunmamasidir.

‘WKWV’foW: ~

HO
0 0 N 0
sukroz monestearat <Z|-I 2 5 (J_F\D
CH;OH |.-f_:\- l"'\.—l"l\.-l"_cl'l
] OH OH
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HO | —0
[y " LY P T N
aN 0 lauril diglukozid
OH
0 OH
sorhitan momelaurat  {OH ?'h‘“".”':'w“”’““’h”’"‘v"’“uf
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Sekil 1.20 Baz1 seker esteri siirfektan 6rnekleri.

1.5.2 Coziinmiis siirfektan ozellikleri

Diisiik miktarlarda siirfektanlar genellikle eklendikleri ortamlarin yiizey ve arayiiz
gerilimini hizla azaltarak coziicii, 1slatma, yayilma, dagilma, emiilsiyon olusturma,
kopiirme ve dezenfektan Ozelliklerini degistirirler.  Bu degismeler, siirfektan
konsantrasyonu belirli bir noktaya ulastiginda ortamin ozmotik basinci, elektrik
iletkenligi ve viskozitesinde belirli bir sapma ortaya ¢ikar. Buna kritik misel derisim

(KMD) degisimi denilmektedir (Sekil 1.21).

deterjanlk

iletkenlik

osmotik basmng

fiziksel dzellik

yiizey gerilim

-
-

KMD YAM derigimi

Sekil 1.21 KMD (kritik misel derisim) degisimi grafigi.
KMD degisimini aciklayabilmek i¢in kolloidal partikiillerin (misellerin) nasil
olustuguna iliskin bir hipotez ileri siiriilmiistiir. Hipotezde, siirfektan bas kisimlarinin su
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ile temas halinde siralanarak kuyruklarin etrafin1 kusatmasiyla hidrofobik bir i¢ kisim
olusturacaklar1 varsayilmistir. Bu yoldan olusacak kolloidal boyutlu partikiillere “misel”
ve bu misel olusumunun baslayacagi siirfektan derisimine ise “Kritik Misel Derisimi
(KMD)” denilmistir (Sekil 1.22) (Baykut ve Biran 1996, Clint 1992). Belirli kosullar
altinda, biyosiirfektan molekiillerinin tamami misel olusumuna katilmaz ve serbest
halde bulunur. Bu durumda siirfektan monomerleri ile misel yapilar arasinda bir denge

s0z konusudur (Rangel-Yagui ve ark., 2005).

hidrofobik kuyruk hidroﬁlik basgrup

f i
*
| 7

YAM monomerleri Misel

Sekil 1.22 Biyosiirfektan misellerin olusumu.

1.5.3 Kritik misel derisimi degisiminin 6l¢iimii

En yaygin teknikler viskozite, tiirbidite, diflizyon, elektrik iletkenligi, ozmotik basing ve
floresans Olgiimii ve ¢oziindiirme yontemleridir. Bu 0Olgiilen degerler, karsilik gelen
biyosiirfektan derisimleri degerleri ile birlikte kullanilarak egriler ¢izildiginde ortaya
¢ikan kirilmalar KMD degisim degerlerini verir (Sekil 1.21) (Rangel-Yagui ve ark.,
2005; Unsal, 2008).

Misel ¢ap1 ve morfolojisi siirfektan konsantrasyonunun yani sira, ortamin sicakligi, pH
ve elektrolit iceriginden etkilenmektedir (Unsal, 2008). Iyonik olmayan (non-iyonik)
stirfektanlar diger siniflara gore daha diisiik KMD degerlerine sahiptir. Bu durumun, bir

elektrostatik itmeden kaynaklandig ileri siiriilmiistiir.
1.6 Literatiir Ozeti

Mikroorganizmalardan elde edilen birgok lipaz, yaklagik 40 yildan beri, c¢esitli

karbohidrat ve yag asitlerinden ester sentezlenmesinde kullanilmaktadir. Mevcut lipaz
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enzimleri Rbyzopus, Enterbacterium, Aspergillus, Pseudomonas, Cbromobacterium,
Candida, Mucor ve Penicillium cinslerine ait suslardan iiretilmektedir. Genellikle uzun
zincirli yag asitleri, palmitik asit (16 karbonlu), stearik-, oleik- ve linoleik asit (18
karbonlu). Glukoz, fruktoz, sorbitol ve siikroz gibi mono- ve disakkaritler, karbohidrat

kaynagini olusturmaktadir (Seino ve ark., 1984).

Organik coziicliler, tek baslarina ya da karisim halinde, biiyiik bir oranda tepkime
ortami olarak kullanilmasma karsin, bazen sulu tampon c¢oziiciiler de denenmistir.
Tepkime sicakligi 40 'C ile 70 ‘C araligindadir. Sulu ortam tepkimeleri icin diisiik,

organik ortamlar i¢in yliksek sicakliklar se¢ilmektedir (Seino ve ark., 1984).

Tepkimeler c¢ogunlukla immobilize lipazlarla yapilmakta; enzim kinetigi iretilen
kaynaga, substratlarin molekiil yap1 ve biiyiikliikklerine gore degisiklik gostermektedir.
Ornegin, Candida cylindracea lipaz1 karbohidrat esterlerinin sentezinde en aktif enzim

olarak bilinmektedir (Seino ve ark., 1984).

Biyosiirfektanlar ve emiilsifikasyon ajanlar1 (BE), hidrofilik ve hidrofobik iki birimden
olusan, genellikle mikroorganizmalarda iiretilen yiizey aktif maddelerdir. Hidrofilik
birim amino asitler, proteinimsi yapilar ya da karbohidratlardan (mono-, oligo-, ve
polisakkarit), hidrofobik birim ise bir yag asidinin hidrokarbon zincirinden
olugmaktadir. Bu amfifilik yapt BS veya BE’in birbirine karigmayan (faz olusturan)
stvilarin  arayliziinde farkli geometrik goriiniime sahip diizenli molekiil kiimeleri
(miseller) olusturmasina neden olur. Bu diizenli yapilar, hidrojen baglar1 ve hidrofobik
etkilesimler yardimiyla, sivi fazlarin arayiiziinde yiizey gerilimini (viskoziteyi) azaltir;
kat1 yiizeylerin 1slanmasini temin eder. Bu islevler kapsaminda bir biyosiirfektanin
performansi, arayilizde elde edilen minimum yiizey gerilim degeri ve kritik misel

konsantrasyonu ile ol¢tilmektedir (Fietcher, 1992).

Ester verimi yaklasik %35 ile %70 araligindadir. Baz1 arastirmalarda fruktoz ve glukoz
ile benzer, disakkaritlerle degisken oranlarda ester elde edildigi rapor edilmistir. Bir
arastirmada maltozun laktoz ve slikrozdan daha iyi bir substrat oldugu saptanmistir (Ku

ve Hang, 1995).

Organik tepkime ortamlarinda iirlin verimini simirlayict  faktoriin - karbohidrat
¢Oziiniirliigli oldugu belirtilmektedir. Mevcut literatiirde kullanilan substrat oranlari,
seker: yag (M:M), 1:1 ile 1:3 araligindadir. Bir arastirmada glukoz kullanilan

tepkimelerde 1:1 seker yag orani ile %90 esterlesme gerceklestirildigi; yani glukozun
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%90’ min iirline (6-0-palmitoilglukoz) doniistiigli rapor edilmistir (Tsuzuki ve ark.,

1999).

Her bir esterlesme tepkimesi dogal olarak bir molekiil su {iretir. Ortamda suyun
birikmesi tepkimenin hizin1 ve yoniinii etkilemektedir. Bu suyun ortamdan
uzaklastirilmas: i¢in genellikle tepkime ortamina belirli miktarda molekiiler elek

eklenmektedir (Tsuzuki ve ark., 1999).

Uriin verimi tepkime ortamma gore de degisiklik gdstermektedir. Ornegin, glukoz ve
palmitik asitten; hekzanli ortamda ~%41, aseton ortaminda ~%54 verim kaydedilmistir.
Burada mekanik etkinin (inkiibasyon sirasinda calkalama hizinin) verim miktarinda

degisiklik yaptig1 ayrica vurgulanmaktadir (Tarahomjoo ve Alemzadeh, 2003).

Daptomisin Streptomyces roseosporus’un firettigi bir tridekapeptittir. Proteinlerin
birincil yapilarinda rastlanmayan bir¢ok amino asidi igerir. N-terminalinde dekanoil yag
asidi vardir. Ana yapisi, Thr-4 hidroksil grubu iizerinden C-terminalde bulunan
karboksilatla halka yap1 olusturan bir dekapeptittir (Sekil 1.23). Diger asidik lipopeptit
antibiyotikleri ile benzer bir yapiya sahiptir. Bunlara Streptomyces coelicolor'un
kalsiyuma bagli antibiyotikleri (CDA), Streptomyces fradiae'nin A54145’i0 ve

Actinoplanes friuliensis'in friulimisinleri ve amfomisinleri dahildir.

A
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Sekil 1.23 Daptomisin.

Asidik lipopeptitler ribozomlarda sentezlenmeyen dogal peptit {irlinler ailesi
kapsamindadir. Non-ribozomal peptitler dogada en ¢ok yapisal ¢esitlilik ve yaygin

dagilim gosteren ikincil metabolitlerdendir ve vankomisin, siklosporin, bleomisin ve
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daptomisin gibi onemli terapdtik ajanlari igerir. Bu kompleks yapilarin endiistriyel
yontemlerle sentezlenmesi miimkiin olmadigindan, in situ biyosentez mekanizmalarinin
anlasilmasi ve benzer yontemlerin gelistirilebilmesi i¢in 6nemli gayretler olmustur. Bu
peptitlerin  biyosentezinin temelini, non-ribozomal peptit sentetazlar (NRPS)
olusturmaktadir. Bu biiyilk montaj hatti enzimleri ¢oklu modiillerden olusur ve
sentezlenmekte olan peptit zincirine belirli bir amino asidin dahil edilmesinden ve
aktivasyonundan sorumludur. NRPS modiillerini olusturan katalitik domainlerin
fonksiyonu ve substrat 6zgiilliigli agikliga kavusturulmustur. Boylelikle, yeni iirlinlerin
biyosentezini gerceklestiren yontemlerin gelistirilmesi miimkiin olabilmektedir. Bir
NRPS modiiliine temel 6zelligini kazandiran yap1 adenilasyon (A) domainidir. Bu
yapi, substrat amino asidi aktiflestirerek bir amino ag¢il-AMP ara {iriinii olusturur.
Bundan sonra ilgili substrat amino asit, NRPS ile kovalent bag yapar ve sentezlenmekte
olan lipopeptit zincirine peptit bagi ile eklenir. Bu baglamda mutant adenilasyon
domainleri vasitasiyla lipopeptit tiirevlerinin sentezlenebilmesi de miimkiin

gorinmektedir (Micklefield, 2004).

Enzim kaynag1 ve tipinin mono- veya diester ve iiriiniin belirli bir izomerinin sentezinde
belirleyici oldugu bilinmektedir. Regioselektif Thermomyces lanuginosus ve Candida
antarctica lipaz1 (CALB), 6’-O-palmitoilmaltoz ve 6'-0-laurilglukozu sentezlemektedir.
Ote yandan CALB, 6,6'-di-acilsiikrozu verirken, T. lanuginosus lipazi1 6'-0- agilsiikrozu
iretmektedir. Bu tepkimeler biitanol (2-metil-2-biitanol, 2M2B) ve dimetilsiilfoksit
(DMSO) ortaminda gergeklestirilmistir (Ferrer ve ark., 2005).

Baz1 calismalarda seker esterlerinin anti-bakteriyel ve anti-fungal potansiyelleri de
arastirilmistir. Yaklasik 1 ile 10 mg/ml dozda, 6'-O-laurozilsiikroz ve 6’-O-laurilmaltoz,
bazi Gram (+) bakterilerin biiylimesini inhibe ettigi rapor edilmistir (Ferrer ve ark.,

2005).

Lipopeptitler net yiikii sifir, negatif (surfaktin, daptomisin) ya da pozitif olan
(polimiksin) essiz bir halka peptit sinifin1 temsil ederler (Sekil 1.24). Bu biyoaktif
sekonder metabolitler ¢ok Onemli terapotik ve biyoteknolojik Ozelliklere sahiptir.

Antibiyotik aktiviteleri, siirfektan aktivitelerinden daha popiilerdir.
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CO —L-Glu' — L-Leu*— D-Lev’

L-Val’

CH,— (CH,),— CH

O — L-Leu’— D-Leu® —L-Asp’
Sekil 1.24 Halka lipopeptit surfaktin.

Bacillus subtilis’in irettigi surfaktin, bilinen en giiclii biyosiirfektanlardan biridir. Kritik
misel konsantrasyonundan (23 mg/L) ¢ok diisiik konsantrasyonlarda, 10 pM, suyun
yiizey gerilimini 72 mN.m'’den 27 mN.m e diisiirebilmektedir. Yaklagik 170

surfaktin molekiilii bir araya gelerek ¢ubuk seklinde bir misel olusturur.

Surfaktin, amfifilik bir molekiil olmas1 sebebiyle hiicre zarim1 kararsizlagtirarak
biitlinliigiinii bozar. Hiicre zarina hidrofobik etkilesimler araciligi ile girerek homodimer
olusturur. Bir ve iki degerlikli katyonlar1 tutar (chelates). Bir deterjan gibi, kanallar

acarak, hiicre zarini ¢6ziiniir hale getirir.

Surfaktin anti-bakteriyel ve anti-fungal aktivitelerin yaninda anti-viral etkiye de
sahiptir. Ozellikle zarfl1 (enveloped) Herpes ve retroviriisler iizerine etkilidir. Ancak 40
uM ile 60 pM araliginda hemolitik aktivite gosterdiginden toksik 6zellige sahiptir. Bu
da saglik alaninda kullanimini kisitlamaktadir (Seydlova ve Svobodova, 2008).

CALB ile katalizlenen stearik asit ve glukoz mono-esteri sentez mekanizmasini
aciklamak i¢in matematik ifadeler igeren bir Pin-Pon (Ping-Pong) kinetik model
Onerilmistir. Model, farkli sicakliklarda gergeklestirilen tepkime verileri ile test
edilmistir. Bu calisma, mono-ester sentezi i¢in gerekli aktivasyon enerjisinin 19,4

kJ/mol oldugunu 6ngdérmiistiir (Yu ve ark., 2008).

Bir arastirmada tepkime ortami organik coziiciilerin yani sira CO, de igermektedir.
Substrat olarak 1:2 (M:M) glukoz ve palmitik asit kullanilmistir. Calismada basing,
sicaklik, substrat ve enzim konsantrasyonlar: gibi anahtar siire¢ parametrelerinin
belirlenmesi hedeflenmistir. Sonu¢ olarak, tepkimenin genlesmis bir sivi fazda
gerceklesmesini saglamak i¢in, %3'e kadar (v/v) bir aseton miktar1 gerektigi, optimum

sicakligin 50 °C ve optimum basincin 65 bar oldugu, optimum enzim miktarinin

40



ortamda c¢oziinmiis yag asidi miktarimin agirlikga %30’u kadar olmasi gerektigi
belirlenmistir. Tepkime sirasinda ortaya c¢ikan suyun uzaklastirilmasi i¢in molekiiler

elek icermeyen bir mekanizma onerilmistir (Tai ve Brunner, 2009).

Polimiksin B (PMB) yaklasik 60 yil 6nce toprak bakterisi Bacillus polymyxa’dan
kesfedilmistir. Kimyasal yapisindaki korunmus elementler polar (Thr) ve katyonik (L-a-
y-amino asitler) segmentleriyle ayrilmis iki hidrofobik domain (N-terminal yag acil
zinciri ve D-Phe’-L-Leu’ segmenti) diaminobutirik asit (Dab) birimleridir. PMB'nin ana
bilesenleri olan PMBI (1) ve PMB2 (2), sirasiyla (S)-6-metiloktanoik asit ve (S)-6-
metilheptanoik asit ile N-terminalden agillenmistir (Sekil 1.25). Cogunlukla baska
yollardan tedavi edilmeyen ciddi enfeksiyon vakalarinda son care antibiyotik olarak
kullanilmaktadir. Bugiin i¢in polimiksinlere direnglilik olduke¢a diisiiktiir (Velkov ve

ark., 2010).

Polimiksinlerin baslangic hedefi zarin LPS bilesenidir. Bu nedenle, polimiksin
aktivitesinin mekanizmasinin anlasilmasi, LPS yapisinin bilinmesini gerektirir. LPS,
lipit A'ya baglanmis bir i¢ cekirdek 2-keto-3-deoksioktonoik asit (Kdo) ve cesitli
polisakkaritlerin tekrar eden birimlerinden olusan bir degisken O-antijeni olmak {izere
tic bolgeden olusur. Lipit A'nin konsensiis yapisi, 1’- ve 4’-konumlarindan fosforile olan
B-1'-6'-bagli D-glukozamin (GIcN) disakkarittir (Sekil 1.26). Lipit A genellikle alt1 agil
zincir igerir. Dogrudan glukozamin sekerlerine baglanan dort agil zinciri, B-hidroksiagil
zincirleridir. ikincil agil zincirleri genellikle B-hidroksi grubuna baglanir. Lipit A, yag
acil zincirlerinin siki bir sekilde paketlenmesiyle genel dig membran yapisinin stabilize

edilmesine yardime1 olan hidrofobik bir ¢apa islevi goriir (Velkov ve ark., 2010).

Polimiksinler antimikrobiyal etkilerini LPS'nin lipit A bileseni ile dogrudan
etkilesimleri vasitasiyla bakteri dis membranini gecirgen kilarak (permeabilize ederek)
gergeklestirirler. Bu nedenle, Gram-negatif bakteriler i¢in gostermis olduklar1 dar etki
spektrumu, LPS'e secici baglanmalarinin bir sonucudur. Polimiksinlerin yapisal
amfifilikligi ve muhtemelen gozenekli kiimelenmeler olusturma 6zelligi, dis membram

(OM) permeabilize edici mekanizmanin temelini olusturabilir (Velkov ve ark., 2010).
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Sekil 1.25 Polimiksin B.

Polimiksinin pozitif yiiklii Dab birimleri ile negatif ytlklii lipit A fosfatlar1 arasindaki
elektrostatik etkilesimin, normalde dis zarmn lipopolisakkaritlerini stabilize eden Ca®" ve
Mngr iyonlarin1 uzaklastirdigina inanilmaktadir (Sekil 1.26). Bu baslangigtaki
elektrostatik etkilesim, kompleksi gecici olarak stabilize eder ve polimiksin
molekiiliiniin N-terminal yag acil zincirini dis membrana yakin hale getirir. Yag acil
zinciri ve D-Phe’-L-Leu’ (PMB) hidrofobik domainin membrana girmesi ile komsu lipit
A yagh acil zincirlerini bir arada tutan kuvvetler zayiflar ve tek tabakali dig membranin
genislemesine sebep olur. Alternatif bir mekanizma da Onerilmistir. Bu modelde,
polimiksinin ~ anyonik  fosfolipitlerle  vezikiil-vezikiil  etkilesimleri  yaptigi
varsayllmaktadir. Bu temas, iki vezikiiler yap1 arasinda fosfolipit degis tokusunu tesvik
ederek i¢ ve dis zarin membran kompozisyonunu degistirecek ve sonugta ozmotik

dengenin bozulmasiyla hiicrenin pargalanmasina sebep olacaktir (Velkov ve ark., 2010).
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Sekil 1.26 Lipit A'nin (Escherichia coli) kimyasal yapisi. Polimiksin direngli suslarda
gozlenen fosfat gruplarmin amino-4-deoksi-L-arabinoz ile modifikasyonu
gri renkte gosterilmistir (Velkov ve ark., 2010).

Biyosiirfektan ve biyo emiilsifiye edici (BE) iireten mikroorganizmalar1 taramak,

belirlemek veya degerlendirmek i¢in kullanilan 11 ana yontem bulunmaktadir:

* Hidrokarbonlarla kaplanmis agar tabaklar: Saf izolatlar yag kapli agar tabaklar iizerine
cizilir ve istenen sicaklikta bir hafta inkiibasyona birakilir. Emiilsiyonlasmis bir seffaf

alan (halo) ile ¢evrili koloniler BS {ireticileri olarak kabul edilir (Satpute ve ark., 2010).
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* Aksimetrik damla sekli analizi (ADSA): Bu teknik, kat1 bir ylizey iizerinde bir sivi
damlacik profilinin temas agisinin (CA, contact angle) yani sira yilizey gerilimini (SFT,
surface tension) de belirler. Hiicreler, bir tampon ¢ozeltisi iginde ya da besiyerinde asili
tutulur. Sonug olarak, her siispansiyonun damlaciklar1 floroetilenpropilen yiizey tlizerine
yerlestirilir ve bir damlamanin profili, 2 saatlik bir zamana bagli olarak saptanir.
Siispansiyonlarin SFT'si, ADSA ile damla profilinden hesaplanir. Yalnizca BS iireten
siispansiyonlar, iirlin konsantrasyonuna ve/veya BS iireten mikroorganizma sayisina
bagli olarak SFT'de azalma gdsterir (Satpute ve ark., 2010).

* Hiicre yiizeyi hidrofobisitesi teknigi: Hiicrenin yiizey hidrofobisitesi ile BS iiretimi
arasinda dogrudan bir korelasyon vardir. Hiicreler, santrifiijleme (12,000 g/30 dakika/4
°C) ile hasat edilir ve iki kez 50 mM fosfat tamponu (pH 7,0) ile yikanir ve ayni tampon
kullanilarak 0,5 absorbansta (Agg) yeniden siispanse edilir. Hiicre siispansiyonlar1 (3
mL) hidrokarbonlara (0,5 mL) eklenir ve 3 dk vortekslenir. Hidrokarbon fazinin
tamamen yukari ¢ikmasi i¢in 10 dk bekletilir. Sulu faz alinarak Agg' de Slgiim yapilir.
Sulu fazda Agpo'deki azalma, hiicre yiizeyi hidrofobisitesinin (%H) bir 6l¢iimii olarak
alinir; bu, su formiille hesaplanir: %H = [(A¢-A)]/AoX100. A, hidrokarbonla
karistirmadan onceki ve A ise sonraki okunan absorbans degeridir. BS iiretimi
hidrokarbon alimryla iligkilidir. Mikroorganizmalar, BS/BE hiicre disina salindiginda,
diisiik yiizey hidrofobisitesi gosterir (Satpute ve ark., 2010).

* Mavi agar tabak yontemi: Bu teknik, Pseudomonas sp.'nin iirettigi ramnolipit ve
benzeri glikolipitlerin saptanmasi i¢in 6zel olarak gelistirilmistir. Diger Gram negatif
izolatlar i¢in de uygulanabilir. Mineral tuzlar igeren agar ortami1 (MSA) (karbon kaynagi
(%2) ve setiltrimetilamonyum bromiir (CTAB: %0,0005), metilen mavisi (MB:
%0,0002) ile takviye edilmistir. Anyonik BS’1n, katyonik CTAB-MB ile ¢6ziinmez iyon
cifti olusturmasi koloni ¢evresinde koyu mavi renkte seffaf bir gériiniime (halo) sebep
olur. Bu gorlintimle ¢evrili koloniler BS pozitif kabul edilir (Satpute ve ark., 2010).

* Hemolitik aktivite: Nitel tarama testidir. Yiizde bes tam taze kan ile takviye edilmis
Luria agar (LA) veya niitrient agar (NA) gibi kat1 ortamlar kullanilir. Cizgi ekimden
sonra izolatlar uygun sicaklikta 48 saat inkiibe edilir. Gozle goriilebilen hemoliz, yiizey
aktif molekiillerin varligina isaret eder (Satpute ve ark., 2010).

* Modifiye c¢okiikk damla yontemi: Mikrotitrasyon kuyucuklari ince bir katman
olusturacak sekilde Pennzoil ile kaplanmistir. Kuyucuklarin ortasina 5 pL'lik bir 6rnek
(kiiltiir besiyeri) ilave edilir ve 1 dk boyunca gozlemlenir. Kiiltlir iceren damla yagin

yiizeyinden diismesi, BS varliginin bir gostergesidir (Satpute ve ark., 2010).
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* Yag yayma yontemi: Bir Petri tabagina 20 mL ham petrol ve 50 mL damitilmis su
(DW) eklenir. Yagla kaplanmis su ylizeyine 10 pL'lik kiiltiir besiyeri ilave edilir.
Emiilsiyon haline getirilmis bir daire ile ¢evrili koloni, BS iiretimi i¢in pozitif kabul
edilir. BS iireticilerinin varligini tespit etmenin en iyi yontemlerinden biridir (Satpute ve
ark., 2010).

* Egimli lam testi: izolatlar 24 saat boyunca agar tabaklarda biiyiitiiliir. Koloni &rnegi,
cam lamin bir ucunda bir %0,9 NaCl damlacig1 ile kanstirihir. Lam egimlidir ve
damlacik gozlemlenir. BS iireticileri ¢oken damlalarin goriilmesi ile tespit edilir
(Satpute ve ark., 2010).

* Koloni-ince tabaka kromatografisi (TLC) teknigi: Bu teknikte, bakteri kiitlesi
dogrudan 6nceden gelistirilmis (kloroform: metanol; 2: 1) TLC plakaya konulur.
Bakteri kiitlesi kurutulduktan sonra plaka kloroform: metanol: 5 M amonyak (85: 25: 4
v/v) igerisinde ylriitiiliir ve gelistiriciler (developers) yardimiyla bantlar goriintiilenir.
Elde edilen kromatograf, organizmanin karakteristik lipit kompozisyonlarini gdsterir
(Satpute ve ark., 2010).

* Emiilsifikasyon testi (EA): Kiiltiir besiyeri oda sicakliginda 10.000 rpm'de 15 dk
santrifiijlenir. Ustsivi (3 mL), yag veya hidrokarbon (0,5 mL) ile karistirilir ve 2 dk
boyunca kuvvetli bir sekilde vortekslenir. Sulu ve yag fazinin ayrilmasi icin 1 saat
beklenir. Yag veya hidrokarbon icermeyen ayni miktarda bir iistsivi 6rnegi kontrol
olarak kullanilir. Sulu fazin absorbansi bir spektrofotometre kullanilarak 6l¢tliir.
Seyreltme faktorii ile g¢arpilan 400 nm'de 0,01 birimlik bir absorbans, mililitrede
(EU/mL) bir emiilsifikasyon aktivitesi birimi olarak kabul edilir (Satpute ve ark., 2010).
* Bulaniklik deneyi: Kiiltiir besiyeri filtrelenir ve filtrat kurutularak bir tampona ilave
edilir. ODu46’de Olglim yapilir. Sonra 6rnegin iizerine hidrokarbon eklenir ve karigim 2
dk vortekslenir. 10 dk bekletilir ve yine OD olgiiliir. EA, baslangic ve son OD
arasindaki farktan hesaplanir (Satpute ve ark., 2010).

Seker esterleri, ayn1 zamanda siirfektan 6zellikli bilesiklerdir; siirfektanlar gibi iki sivi
faz arasinda arayiiz gerilimini azaltirlar. Bu nedenle emiilsiyon ajanlar1 olarak
kullanilabilmektedirler. Ornegin; siitler ve 6zellikle bitki siitleri bekletildiklerinde faz
ayrigmasi egilimindedirler. Ornegin; fruktoz esterlerinin taze Hindistan cevizi siitii
orneklerine 1:10 oraninda eklenmesi sonucunda 38,0 N/m degerinde bir ylizey gerilimi
ve %54,1 degerinde bir emiilsiyon endeksi dl¢iilmiistiir. Bir baska seker esteri olan 5-0-

Palmitoil-L- (+) — arabinoz’un da c¢ok cesitli sanayi formiilasyonlarinda giivenli ve
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iyonik olmayan bir yiizey aktif madde olarak kullanilabilecegi rapor edilmistir (Neta ve
ark., 2012).

Daptomisin, Gram pozitif bakterilerle komplike cilt ve yumusak doku enfeksiyonlari
(cSSTI) olan hastalarda etkindir. Etkinlik alanina metisilin duyarliligindan bagimsiz
olarak Staphylococcus aureus enfeksiyonlart da dahildir. Yasl hastalarda, yine metisilin
duyarliligina bakilmaksizin, S. aureus'un neden oldugu enfeksiyonlar da dahil olmak

izere, daptomisinin etkinligi ve giivenilirligi dogrulanmistir (Konychev ve ark., 2013).

Glikolipit biyosiirfektanlar, genellikle a/B glukoz ya da galaktoz ile bir lipit omurgadan
olusurlar. Prokaryot ve dkaryot hiicre zarinin yapisinda sterilglikozit, glikozilseramit ve
diagilgliserolglikozitler halinde yer alirlar. Glikolipitler, diger lipitlerle birlikte, iki
tabakal1 hiicre zarmin yapisal ve statik bilesenleri olarak kabul edilirler. Yap1 elemant
olmanin yam sira; bir yandan iyon gecirmez 6zellikleri ile yiizeyin yiik yogunlugu ve
hidrasyonunu dengeleyerek, diger yandan zar proteinleri ile etkilesimleri ile bu
molekiillerin zara yerlesmelerine, katlanmalarina ve hareket etmelerine yardim ederek,
hiicre zarinin i¢ kisminin ve dis ylizeyinin fiziksel 6zelliklerine katkida bulunurlar.
Seramit, glikozilseramit, sfingolipit ve glikosfingolipitlerin bilesenleri olarak hiicre
cogalmasimi ve farklilagmasini 6nlemede, hiicre dongiisiinii durdurmada ve sinyal
aktarim yolaklarinda, yaslanma, apoptoz ve enflamasyon gibi temel siireclerde rol

oynadiklar1 rapor edilmistir (Cortés-Sanchez ve ark., 2013).

Tepkime fiiriinleri Once ince tabaka kromatografisi (TLC) ile kalitatif olarak
incelenmektedir. Ilk calismalarda yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC)
ikinci analitik adimi olusturmaktaydi. Doksanli yillardan sonra Fourier-transform
infrared (IR) spektroskopi ikinci analitik adim olarak kullanilmaya baslamistir. Niiklear
Magnetik Rezonans (NMR) prensip olarak IR’a benzemesine karsin, liriin piklerini daha
net gorlntiilemesi bakimindan son iiriin karakterizasyonunda ii¢lincii analitik adimi
olusturmaktadir. Dordiincii analitik adim kiitle spektrofotometrisidir ve iirtiniin molekiil

yapisini belirlemek i¢in kullanilmaktadir (Pappalardo ve ark., 2017).

Tert-biitanol de DMSO ile birlikte tepkime ortami olarak kullanilabilmektedir. Bir
arastirmada L-(+)-arabinoz-palmitik asit esteri sentezi bu ortamda gergeklestirilmistir.

Uriin, 5-0-Palmitoil-L-(+)- arabinoz monoesteridir (Pappalardo ve ark., 2017).
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2. MATERYAL VE METOD

2.1 Kullanilan Kimyasallar ve Cihazlar

Deneylerde kullanilan kimyasal ve cihazlarin listesi Tablo 2.1, 2.2 ve 2.3’te verilmistir.
Calismalarda kullanilan tiim kimyasallarin analizler i¢in uygun analitik saflikta

olmasina dikkat edilmistir.

Tablo 2.1 Deneylerde kullanilan kimyasallar, firmalar ve katalog numaralari.

Madde Ad1 Uretici firma Katalog numarasi
DMSO Merck 802912
2M2B Sigma 721123
tert-biitanol Sigma 308250
Kloroform Merck 102445
Metanol Merck 106009
Asetik asit Sigma 1.00063
Biiiret reaktifi Merck 110307
Glukoz Merck G8270
Fruktoz Merck 1.05323
Riboz AppliChem A2219,0010
Palmitik asit Sigma P0500
Oleik asit Merck 4954
Hekzanoik asit Sigma 153745
Laurik asit Sigma W261408
Orcinol Sigma 447420
p-anisaldehid Sigma A88107
Silika TLC Merck 105554
Molekiiler elek Alfa aesar L05335
Candida antarctica lipazi Sigma L4777
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Tablo 2.2 Deneylerde kullanilan cihazlar

Arag/Gereg Marka Model

Hassas terazi PRESICA XB220A

Vorteks IKA GENIUS 3
Liyofilizator SCANVAC CoolSafe 55-4

Su banyosu Niive ST402

Evaporator IKA RV 10

Etliv SHEL LAB SI6-2

Manyetik karistirict MULTIMATIC ON

Kromatografi tanki LATCH-LID CHROMATOTANK
Spektrofotometre AOE UV-1800

Tablo 2.3 Yap1 Karakterizasyon Calismalarinda Kullanilan Cihazlar

Adi Modeli Bulundl!gu yer

NMR Spektrometresi BRUKER 400 Erciyes Universitesi
NMR Spektrometresi Varian UNITY INOVA 500 Istanbul Universitesi
FT-IR Spektrometresi PERKIN ELMER 400 Erciyes Universitesi
HPLC AGILENT 1260 Erciyes Universitesi
ESI-MS Thermo Finnigan LCQ Istanbul Universitesi

2.2 immobilize Lipazin Aktivite Tayini

Spektrofotometrik yontemle lipaz aktivitesi tayininde p-nitrofenil palmitat (p-NPP)
substrat olarak kullanilmistir. Hidrolitik aktivite baslangigta agik sar1 tepkime ortami
rengini koyu sartya doniistiiriir. Koyu renk 410 nm’de ortamin absorbansinda artisa

neden olur. Absorbans farki lipazin hidrolitik aktivitesinin karsilig1 olarak alinir.

Bir Uluslararast Unite (International Unit: IU) lipaz aktivitesi, optimum kosullarda

dakikada 1 pmol p-NPP hidrolizini katalizleyen lipaz miktaridir.
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2.3 p-Nitro Fenol Standart Egrisinin Olusturulmasi

Farkli derisimlerde p-nitrofenol (0,01, 0,02, 0,03, 0,04, 0,05, 0,06, 0,07, 0,08 ve 0,1
mM) ¢ozeltisi 50 mM fosfat tamponu (pH: 7,5) i¢inde hazirlanmistir (Tablo 2.4). Fosfat
tamponu (50 mL) 200 mg Triton X-100, 50 mg gum arabik ve %10 propanol ve %1 Tris
(w/v) icermektedir. Derisimler ODy4;¢’da okunmustur. p-nitrofenol’in molar absorbsiyon

katsayisindan (¢ = 10500 M '.em™) yararlanilarak standart egri ¢izilmistir.

Tablo 2.4 p-Nitrofenol standart egrisi

Kor 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Distile Su (mL) 1,0 - - - - - - -
1 mM p-NP ¢ozeltisi (uL) - 10 20 30 40 60 80 100 120 140 160
Tampon (uL) - 990 980 970 960 940 920 900 880 860 840
Tris (%1, w/v) 1 mL

Tablo 2.5 Lipaz Aktivite Tayin Yontemi

Kor Ornek
Saf Su 100 uL ---
Substrat 900 uL 900 uL
Serbest Enzim - 100 uL

Inkiibasyon (15 dk, 37 °C’de)

%]1°1ik Tris Baz1 1 mL

Santrifiigasyon (6000 rpm, 15dk)

Enzim iinitesi asagidaki formiil yardimiyla belirlenmistir:

. Abs x Vtoplam
€ X Siire (dk)X Enzim Miktar! (mL)

2.4 Protein Tayini

Protein miktar tayini belirlenmesinde ticari olarak satin alman Bitiret reaktifi
kullanilmistir. Biiiret yontemi, duyarliligi diisiik (1-10 mg/ml) olmakla birlikte, sik¢a

kullanilmaktadir. Alkali kosullarda belirtecin bakir iyonlar (Cu™) proteinin azotlarina
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baglanarak renkli bir kompleks olusturmustur. Renk farki spektrofotometrede 540 nm

dalga boyunda absorbans olarak okunmustur.

Standart olarak sigir serum albumini (BSA) kullanilmistir. Bu proteinden bir dizi
derisimi farkli ¢ozeltiler hazirlanmistir (0,1, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8, 1,0, 1,2, 1,4, 1,6, 1,8, 2,0,
2,2,24,2,6 ve 2,8 mg/mL). Her bir standart ¢ézelti 6rnegi (1 mL) lizerine 4 mL Biiiret
reaktifi eklenmistir ve 30 dk oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Enzim
ornekleri ile birlikte 540 nm’de absorbans degerleri okunmus ve miktar grafigi

(standart egri) ¢izilmistir.
2.5 Esterifikasyon Tepkimesi

Lipaz ile katalizlenen glukoz, fruktoz ve riboz esterlerinin sentezi, 50 mL'lik
Erlenmeyer siseleri i¢inde, baz1 degisikliklerle birlikte, yaymlanan yontem izlenerek

asagidaki sekilde gerceklestirilmistir (Degn ve ark., 2001):

Dimetilsiilfoksit (DMSO; %20, v/v) ile 2-metil-2-biitanol (2M2B; %80, v/v) ya da
tert-biitanol (%80, v/v) karisimindan olugan 25 mL’lik tepkime ortaminda
esterifikasyon D-glukoz (0,2 M), fruktoz (0,2 M) veya riboz (0,2 M) ile palmitik asit
(0,6 M), oleik asit (0,2 M veya 0,6 M), palmitik asit (0,2 M) veya laurik asit (0,2 M)
arasinda gerceklestirilmistir (Tablo 2.6, 2.7 ve 2.8). Katalizor olarak 140 mg immobilize
Candida antarctica lipaz1 eklenmistir. Esterifikasyon sirasinda ortaya ¢ikan su
molekiillerini tutmak i¢in 2 g molekiiler elek kullanilmistir. Her tepkime i¢in katalizor
icermeyen bir kontrol 6rnegi hazirlanmistir. Ornekler bir ¢alkalamal inkiibator iginde
55 °C ve 200 rpm’de inkiibasyona birakilmistir. Tepkime siiresinin (24, 48 ve 72 saat)
bitiminden sonra 6rnekler 5.000 rpm’de santrifiijlenmistir ve iist sivi yeni cam siselere

alinarak ileriki islemler i¢in -20 °C’de saklanmistir.
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Tablo 2.6 Glukoz ile esterifikasyonun tepkime kosullari

Kod Tepkime Hacim  Substrat Substrat  Sicakhk Siire Enzim- Molekiiler
ortami (ml) orani °C (saat) miktan elek (g)
™ mg
70 DMSO/TBU 4/16  Glukoz/PA 0,2/0,6 55 48 140 2
7K DMSO/TBU 4/16  Glukoz/PA 0,2/0,6 55 48 - 2
80 DMSO/2M2B 4/16  Glukoz/PA 0,2/0,6 55 48 140 2
8K DMSO/2M2B 4/16  Glukoz/PA 0,2/0,6 55 48 - 2
100 DMSO/TBU 4/16  Glukoz/OL 0,2/0,2 55 24 140 2
10K DMSO/TBU 4/16  Glukoz/OL 0,2/0,2 55 24 -- 2
PA: Palmitik asit OL: Oleik asit

Tablo 2.7 Fruktoz ile esterifikasyonun tepkime kosullari

Kod Coziicii Hacim substrat Substrat  Sicakhik Siire Enzim- Molekiiler
(ml) orani °C (saat) miktan elek (g)
M) mg
90  DMSO/TBU 4/16  Fruktoz/OL 0,2/0,2 55 72 140 2
9K  DMSO/TBU 4/16  Fruktoz/OL 0,2/0,2 55 72 -- 2
120 DMSO/2M2B 4/16  Fruktoz/OL 0,2/0,2 55 24 140 2
12K DMSO/2M2B 4/16  Fruktoz/OL 0,2/0,2 55 24 -- 2
P1 DMSO/2M2B 4/16  Fruktoz/PA 0,2/0,2 55 24 -- 2
L1 DMSO/2M2B 4/16 Fruktoz/LA 0,2/0,2 55 24 -- 2
OL: Oleik asit PA: Palmitik asit LA: Laurik asit

Tablo 2.8 Riboz ile esterifikasyonun tepkime kosullari

Kod Coziicii Hacim substrat Substrat  Sicakhik Siire Enzim- Molekiiler
(ml) orani °C (saat) miktan elek (g)
(M) mg
C1/0 DMSO/TBU 4/16 Riboz/OL 0,2/0,2 60 24 140 2
Cl1/K DMSO/TBU 4/16 Riboz/OL 0,2/0,2 60 24 -- 2
C2/0 DMSO/2M2B 4/16 Riboz/OL 0,2/0,2 60 24 140 2
C2/K  DMSO/2M2B 4/16 Riboz/OL 0,2/0,2 60 24 -- 2

OL: Oleik asit
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2.6 Sentezlenen Seker Esterlerinin Yap1 Karakterizasyonu
2. 6.1 Kromatografik analiz
2.6.1.1 ince tabaka kromatografisi (TLC)

Sentez calismalar sirasinda reaksiyonlarin yiiriiyiistinii izlemek, sentezlenen iiriinlerin

saflik derecelerini belirlemek amaci ile ince tabaka kromatografisinden yararlanilmistir.

Ince tabaka plaklarmin alt ucunda 1 cm’lik bosluk ¢izilerek belirlenmistir.
Esterifikasyon fiirtinlerinden dogrudan 2’ser mikrolitre alinarak, kontrol ornekleri ile
birlikte, TLC silika jel 60 plakanin iist ucuna sirastyla emdirilmistir. Ornekler
kloroform, metanol, asetik asit ve su (70: 20: 8: 2) karisimindan olusan yiiriitme sivisi
araciligr ile ayrigtirllmistir. Kurutma isleminden sonra, bantlagsma Oriintiileri p-
anisaldehid/H,SO4 veya orsinol ile 100 °C’de 10 dk boyanarak goriintiilenmistir. Elde
edilen her bir bant i¢in Rf degeri hesaplanmistir (Degn ve ark., 2001).

2.6.1.2 Yiiksek basin¢h s1ivi kromatografisi (HPLC)

Kiigiik oOlgekli analizlerde molekiillerin ayrilmasi, saflastirilmasi ve agirliklarinin
belirlenmesinde etkin ve hizli bir kromatografi yontemidir. Molekiil agirlig1 arali§ina
uygun, hazir kolonlarin se¢ilmesi ve kullaniminmi gerektirir. Bir dedektor yardimiyla bir
karisimda bulunan her bir farkli molekiil ayr1 ayr1 saptanir. Bu g¢alismada HPLC,
sentezlenen seker esterlerinin verim hesab1 i¢in ve Agilent Zorbax karbohidrat analiz

kolonu kullanilarak yapilmistir.
2.6.2 Spektral analizler
2.6.2.1 IR spekturumlan

Isinla uyarilan bir {irlinliin yapisinda yer alan atomlarin tiir ve bag ozelliklerine gore
yaydiklar1 farkli titresimleri okuyan IR sistemi, molekiil yapilarinin aydinlatilmasina

iliskin ¢alismalarin genellikle ilk adiminda kullanilir.

IR spektrumlarinin 6l¢timii, Perkin Elmer spektrofotometresinde ATR yoOntemiyle

gerceklestirilmistir.
2.6.2.2 'H, "C-NMR ve 2D-HSQC analizi

Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) spektroskopi, molekiil ve bilesikleri igerik, saflik,
yapt ve konformasyon bakimindan tanimlamada kullanilan bir kimyasal analiz

yontemidir. Temelinde quantum fizigi vardir. Her bir atomun ¢ekirdegi siirekli donme
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halinde ve elektrik yiiklii oldugundan 6zgiin bir manyetik alana sahiptir. Bu manyetik
alana disaridan ¢ok daha giiclii ve slireksiz bir manyetik alan uygulandiginda atom
cekirdekleri daha yiiksek bir enerji seviyesine gecerler. Onceki hallerine donerken radyo
frekansinda dalgalar yayarlar. Bu dalgalar bir dedektor vasitasiyla okunur ve her bir
cekirdek i¢in 0zgiin bir sinyal (spektrum) elde edilir. Bu ¢aligmada sentezlenen seker
ester {irlinleri, Bruker ve Varian Unity Inova NMR spektrometre cihazlarinda

incelenmistir.
2.7 Biyoaktivite Calismalar
2.7.1 Doku Kkiiltiirii hazirlanmasi

Fibroblastlar memeli organizmalarda en yiiksek sayiya sahip hiicrelerdir ve ortalama 24
saatte bir kez boliinmektedirler. Sitotoksisite testi i¢in 1.929 fare fibroblast hiicre hatti
(ATCC cell line, NCTC clone 929) kullanildi. Doku kiiltiirii Dulbecco’s minimum
Eagle medium (DMEM: %10 fetal calf serumu (FCS) ve 2 mM/mL L-glutamine;
Sigma, St. Louis, MO, USA) besiyerinde, %5 CO, altinda ve 37°C’ de hazirland:.
Sitotoksisite testlerinde herhangi bir antibiyotik kullanilmamaktadir. Kiiltiir konfliient
duruma ulastiginda yani hiicreler kiiltiir flaski tabaninin yaklasik %75 in1 kapladiginda,
pasajlama yapildi. Bu islem igin ilk 6nce besiyeri ortami bosaltildiktan sonra kiiltiir PBS
(Fosfat buffered saline) ile yikandi. Hiicreler kismi tripsin (0,05 trypsin+%0,02 EDTA,
WISENT Inc St. Bruno, Quebec, Kanada) sindirimi ile serbest hale getirildi. Sindirim
islemi ortama taze DMEM eklenerek sonlandirildi. Hiicre siispansiyonundan 96
kuyucuklu ELIZA plagmm her bir kuyucuguna 100 pL hacimde yaklasik 10* hiicre

konuldu.
2.7.2 XTT sitotoksisite testi

Herbir seker esteri i¢in dort farkli ¢ozelti ( 10°,10% ve 107 M ) hazirland1 ve sitotoksik
potansiyelleri XTT [2,3-bis(2-metoksi-4-nitro-5-sulfofenil)-5-[(fenilamino)-karboil ]-
2H-tetrazolyum hidroksit) yontemi ile belirlendi. Besiyeri olarak FBS ve L-glutamin
iceren DMEM kullanildi. XTT ticari olarak mevcut bir hiicre proliferasyon reaktifidir
(Biological Industries, ABD) ve tetrazolyum tuzlarinin hiicrenin mitokondri
dehidrojenaz enzimi tarafindan formazona pargalanmasina bagl olarak hiicre sayisinin
saptanmasini saglar (Berridge, M.V, 2005). Yukarida belirtildigi sekilde hazirlanan her
bir 100pL hiicre siispansiyonu iizerine 10uL XTT eklenerek 2s inkiibasyon yapildi.

Plaklar1 OD4sp’de  negatif kontrol orneklerine karsi okundu (Thermo Scientific
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Microplate Photometer, Multiskan FC, ABD). Canli hiicre sayis1 yiizde olarak asagidaki
formiil kullanilarak hesaplandi: (%) = [(OD4so (6rnek) / ODyso (negatif kontrol)) X
100]. Sonuglar; % 95 giiven seviyesinde, ¢oklu karsilastirmalar i¢in tek yonlii varyans
analizi (ANOVA) ile Student t testi istatistik programlar1 kullanilarak ve 0,05 yanilma

pay1 ile analiz edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Enzim AKktivitesi

Enzim aktivitesini belirlemede c¢ogunlukla Winkler ve Stuckmann yontemi tercih
edilmektedir (Abramic ve ark., 1999; Bruno ve ark., 2004; Bruno ve ark., 2005; Casa ve
ark., 2002; Dalmau ve ark., 2000; Nthangeni ve ark., 2001). Spektrofotometrik 6l¢lime
dayali bu yontemde substrat p-nitrofenol palmitatin (p-NPP) hidrolizi ile agiga ¢ikan p-
nitrofenol (p-NP), O0rnek rengini agik saridan koyu sariya dondiiriir. Koyu renk,
absorbans artigina neden olur. Boylelikle; lipaz aktivitesi, baslangi¢c absorbansina gore

elde edilen farktan, en fazla %5 hata payi ile belirlenebilmektedir (Palomo ve ark.,

2002).
0]
W(\ CH, OH
o o Lipaz i
\N+ O+

p-NPP O pNP

p—

Sekil 3.1 p-NPP’1n enzimatik hidrolizi.

Bu calismada Candida antarctica (CALB) lipazinin aktivitesi yukarida acgiklanan
yontemle belirlenerek esterifikasyon deneylerinde kullanilmistir. p-NP {iriintiniin molar
absorbsiyon katsayisi (¢ = 10.500 M'.cm ™) deneysel olarak cizilen standart grafiginden

belirlenerek enzim aktivite degerlerinin hesaplanmasinda kullanilmigtir.
3.1.1 Enzim aktivitesinin belirlenmesi i¢in gerekli standart egri ¢izimi
3.1.1.1 Hidroliz iiriiniiniin standart egrisi

Stok (1 mM) p-nitrofenol ¢ozeltisinden 0,005 mM ile 0,1 mM araliginda seyreltme
yapilmistir. Seyreltme 6rneklerinin OD4;9 nm’de okunan absorbans degerleri standart

egri ¢ciziminde kullanilmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2 p-Nitrofenol standart egrisi.

3.1.1.2 Sigir serum albiiminin standart egrisi

Stok sigir serum albiimininden bir dizi diliisyon 6rnekleri (0,02, 0,05, 0,1, 0,125, 0,15
ve 0,2 mg/mL) hazirlanmistir. Her bir diliisyon 6rnegi (100 pL) iizerine 2 mL Bradford
reaktifi eklendi ve oda sicakliginda 10 dk inkiibasyondan sonra ODs9s nm’de absorbans
degerleri kaydedilmistir. Bu absorbans ve derisim degerleri ile standart protein egrisi

olusturulmustur (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3 Protein standart grafigi.
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3.1.1.3 Enzim aktivite tayini sonug¢lari

Tablo 3.1 Candida antarctica lipazinin aktivite tayini

Enzim Miktar 410 nm

1.2,377
2.2,509
3.2,237
4.2,036
1
1
2
3

Candida antarctica 3 mg/ml

Candida antarctica 1,4 mg/ml
Candida antarctica 0,7 mg/ml

. 1,975
. 1,272
. 1,296
. 1,227

3.1.1.4 Enzim protein miktar tayini sonuglar:

Protein miktarin1 belirlerken 500 pl enzim c¢ozeltisi lizerine 4 ml Biiiret reaktifi
eklenerek 6l¢lim alinmistir. ODs49’ta kaydedilen 0,061 absorbans degerine gore 1 ml’de

3 mg protein oldugu belirlenmistir.
3.2 ince Tabaka Kromatografi (TLC) Analizi

Seker esterleri tepkime {irtinleri, ilgili seker substratlar esliginde, TLC kagit ve
jellerinde ayristirilarak goriintiilenmistir (Sekil 3.4). Uriin, seker substratlarin ve
tepkime tirtinlerinin olusturdugu bantlarin Rf (mevcudiyet faktorii) degerleri temelinde

belirlenmistir.
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Sekil 3.4 Seker esterlerinin TLC analiz sonuglari

3.3 Seker Esterlerinin Yap1 Analizi

3.3.1 Glukoz-palmitik asit esterleri

OH
OH Q
+ )W/Wv\
HO CHs
OH
Nowozyme
55°C, 24 h
OH o
O)WVWCH s
(0]
OH

Sekil 3.5 Glukoz-palmitik asit esteri sentez semasi.
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Bilesimi, C (%63.13) H (%10.11) O (%26.76). Molekiil agirligi, 418.56468 g/mol.
Molekiil formiilii: C,,H4,07. Tepkime ortami, tert-biitanol (TBU) ve dimetilsiilfoksit
(DMSO) (16 ml: 4 ml). Glukoz, 3 g; palmitik asit, 0,72 g; molekiiler elek, 2 g;

immobilize C. antarctica lipazi, 140 mg.
Spektral bulgular:
1. 6-O-Glukoz palmitat (70):

IR (ATR) v (cm™) pikleri, cm™ (Sekil 3.6): 3364 (O-H gerilme titresimi), 1722 (ester
C=0 gerilme titresimi), 1196 (C-O titresimi), 2970, 2927 (alifatik C-H asimetrik gerilim
titresimi), 2854 cm™ (alifatik C-H simetrik gerilim titresimi).

BC.NMR (400 MHz) (DMSO-ds/TMS) & pikleri, ppm (Sekil 3.7): 13,74 (CH,),
22,30 (palmitik asit C15), 24,65 (palmitik asit C3), 28,82, 28,99, 29,14, 29,32, 30,63,
30,83 ve 31,01 (palmitik asit C4, 5, 6,7, 8, 9, 10, 11, 12, 13), 31,56 (palmitik asit C14),
33,94 (palmitik asit C2), 36,20 ve 40,14 (CH,COO), 68,08 ve 68,27 (Siklik Glukoz C-
OH), 175,66 (CH,COO).

97.2
95 4

90 |
85

80 l952.90

751 3364.0

%T 704

65 |

60

1019.2

50 4 911.92

45.0

4000.0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400.0
cm-1

Sekil 3.6 Glukoz-palmitat’m (70) IR spektrumu (ATR).
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Sekil 3.7 Glukoz palmitat’in (70) BC-NMR spektrumu.

2. 6-O-Glukoz palmitat (7K):

IR (ATR) pikleri, cm™ (Sekil, 3.8): 3376 (O-H gerilme titresimi), 1710 (ester C=0O
gerilme titresimi), 1208 (C-O gerilim titresimi), 2967, 2915 (alifatik C-H asimetrik
gerilim titresimi), 2850 (alifatik C-H simetrik gerilim titresimi).

BC-NMR (400 MHz) (DMSO-ds/TMS) & pikleri, ppm (Sekil 3.9): 13,69 (CH;),
22,18 (palmitik asit C14), 24,52 (palmitik asit C2), 28,70, 28,86, 29,01, 29,19, 30,96
(palmitik asit C3, 4, 5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12), 30,96 (palmitik asit C13), 40,14 ve 61,48
(a¢ik zincir glukoz/siklik glukoz C6), 67,58, 67,78, 67,96 (agik zincir glukoz C3), 70,48
(agik zincir glukoz C4,5/siklik glukoz C2), 74,56 (siklik glukoz C3), 75,92 (siklik
glukoz C5), 76,44 (siklik glukoz C4), 92,07 ve 96,60 (agik zincir glukoz C2/siklik
glukoz C1), 175,19 (CH,COO).
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Sekil 3.8 6-O-Glukoz palmitat’in (7K) IR spektrumu (ATR).
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Sekil 3.9 6-O-Glukoz palmitat’n (7K) *C-NMR spektrumu.

3. 6-O-Glukoz palmitat (80):

Tepkime ortami: 2-Metil-2-biitanol ve dimetilsiilfoksit (16ml: 4ml). Glukoz, 3 g;

palmitik asit, 0,72 g; molekiiler elek, 2 g; immobilize C. antarctica lipazi, 140 mg.
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IR (ATR) pikleri, em™ (Sekil 3.10): 3387 (O-H gerilme titresimi), 1722 (ester C=0O
gerilme titresimi), 1186 (C-O gerilim titresimi), 2967, 2924 (alifatik C-H asimetrik
gerilim titresimi), 2855 (alifatik C-H simetrik gerilim titresimi).

BC.NMR (400 MHz) (DMSO-d/TMS) & pikleri, ppm (Sekil 3.11): 8,39, 13,87
(CHs), 22,24, 22,37, 22,50 (palmitik asit C15), 24,70 (palmitik asit C3), 28,04, 28,25,
28,43, 28,88, 29,03, 29,06, 29,20, 29,31, 29,36, 29,39 (palmitik asit C4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13), 31,62, 33,95 (palmitik asit C14), 35,82, 36,00, 36,19 (palmitik asit C2),
61,78 (siklik glukoz C6), 70,41, 70,60 (siklik glukoz C4, C5/C1), 70,60, 70,82 (siklik
glukoz C2, 3/C1), 175,73 (CH,COO).

979

95 |

85 |

616.95

80
3387.8
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65 1184.3
28245 1166.2 880.39
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55
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Sekil 3.10 6-O-Glukoz palmitat’mn (80) IR spektrumu (ATR).

62



80

Sekil 3.11 6-O-Glukoz palmitat’m (80) C13-NMR spektrumu.

4. 6-O-Glukoz palmitat (8K):

Tepkime ortami: 2-Metil-2-biitanol (2M2B) ve DMSO (16ml: 4ml). Glukoz, 3g;
palmitik asit, 0,72 g; molekiiler elek, 2g.

IR (ATR) pikleri, em™ (Sekil 3.12): 3378 (O-H gerilme titresimi), 1721 (ester C=0
gerilme titresimi), 1186 (C-O gerilim titresimi), 2967, 2924 (alifatik C-H asimetrik
gerilim titresimi), 2855 (alifatik C-H simetrik gerilim titresimi).

BC.NMR (400 MHz) (DMSO-dg/TMS) & pikleri, ppm (Sekil 3.13): 13,73 (CHs),
22,32 (palmitik asit C15), 24,66 (palmitik asit C3), 28,20, 28,84, 29,01, 29,16, 29,34
(palmitik asit C4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13), 31,58 (palmitik asit C14), 33,91, 35,96
(palmitik asit C2), 40,15 (CH,COO), 70,32 (Siklik glukoz C1, 2, 3, 4, 5, 6), 175,63
(CH,COO).
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Sekil 3.12 6-O-Glukoz palmitat’in (8K) IR spektrumu (ATR).
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Sekil 3.13 6-O-Glukoz palmitat’in (8K) BC-NMR spektrumu.
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3.3.2 Glukoz-oleik asit esterleri

OH
HO : o
OH
+ )WMMM
Ho™ S HO ~ CHj
OH
Nowvozyme
55°C, 24 h
OH o
HO )K/\/\/\/\/\/\/\/\
O% =
HO™ - ©
OH

Sekil 3.14 Glukoz-oleik asit esterinin sentez semasi.

Bilesimi, C(%64,83) H(%9,98) 0(%25,19). Molekiil agirlhigi, 444.60196 g/mol.
Molekiil formiilii, C,4H440. Tepkime ortami: TBU (16 ml) ve DMSO (4 ml). Glukoz,
0,72 g; oleik asit, 1,128 g; molekiiler elek, 2 g; immobilize C. antarctica lipazi, 140

mg.
1. 6-O-Glukoz oleat (100):

IR (ATR) pikleri, em™ (Sekil 3.16): 3383 (O-H gerilme titresimi), 1718 (ester C=0
gerilme titresimi), 1187 (C-O gerilim titresimi), 2968, 2925 (alifatik C-H asimetrik
gerilim titresimi), 2881 (alifatik C-H simetrik gerilim titresimi).

BC-NMR (400 MHz) (DMSO-ds/TMS) & pikleri, ppm (Sekil 3.17): 9,05, 14,36
(CHas), 22,43, 22,54, 22,81 (oleik asit C17), 24,95, 25,64 (oleik asit C3), 27,01, 27,85
(oleik asit C8 ve C11), 28,95, 29,02, 29,04, 29,08, 29,15, 29,29, 29,54 (oleik asit C4, 5,
6, 13, 14, 15), 31,35, 31,50, 31,70 (oleik asit C7 ve C12), 31,89 (oleik asit C16), 34,13,
36,09, 36,37 (oleik asit C2), 61,66 (acik zincir/siklik glukoz C6), 67,18, 67,38, 67,57
(acik zincir glukoz C3), 73,52 (siklik glukoz C3), 72,39, 72,81 (siklik glukoz C2/agik
zincir glukoz C5), 70,72 (ag¢ik zincir glukoz C4), 70,72, 77,19 (siklik glukoz C4), 73,52
(siklik glukoz C3), 71,03, 75,25 (siklik glukoz C5), 92,66 (siklik glukoz C1), 174,77
(CH,COO).
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BC-NMR (HSQC) (400 MHz) (DMSO-dy/TMS) & (ppm): 14,36 (oleik asit CHs),
24,95 ve 25,64 (oleik asit C-3), 27,01 (oleik asit 8-11), 31,55 (oleik asit C-7, 12, 16),
73,52 (siklik glukoz C-3), 70,72 ve 77,19 (siklik glukoz C-4), 92,66 (siklik glukoz C-1),
97,34 (acik zincir glukoz C-2), 128,17 ve 130,02 (oleik asit C-9 ve C-10), 174,77
(CH,COO).
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Sekil 3.15 6-O-Glukoz oleat’in (100) HPLC verim hesab1 (% 90.99; 0,66 g).
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Sekil 3.16 6-O-Glukoz oleat’in (100) IR spektrumu (ATR).
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Sekil 3.17 6-O-Glukoz oleat’m (100) *C-NMR spektrumu.
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Sekil 3.18 6-O-Glukoz oleat (100) HSQC Spektrumu.
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2. 6-O-Glukoz oleat (10K) :

Tepkime ortami: TBU (16 ml) ve DMSO (4 ml). Glukoz, 0,72 g; oleik asit, 1,128g;

molekiiler elek, 2 g.

IR (ATR) pikleri, cm™ (Sekil 3.19): 3364 (O-H gerilme titresimi), 1717 (ester C=0O
gerilme titresimi), 1199 (C-O gerilim titresimi), 2970, 2933 (alifatik C-H asimetrik
gerilim titresimi), 2874 (alifatik C-H simetrik gerilim titresimi).

BC-NMR (400 MHz) (DMSO-ds/TMS) pikleri, ppm (Sekil 3.20): 14,29 (CH;),
22,52, 24,93 (oleik asit C3), 27,00 (oleik asit C8 ve C11), 28,94, 29,02, 29,07, 29,13,
29,28, 29,47, 29,53 (oleik asit 4, 5, 6, 13, 14, 15, 17), 31,42, 31,62, 31,81 (oleik asit
7,12 ve 16), 34,11 (oleik asit C2), 61,66 (siklik glukoz C6/acik zincir glukoz C6), 67,21,
67,41, 67,60 (acik zincir glukoz C3), 70,71 (siklik glukoz C4/acik zincir glukoz C4),
71,01 ve 75,23 (siklik glukoz C5), 73,52 (siklik glukoz C3), 72,33 ve 72,79 (siklik
glukoz C2 / acik zincir glukoz C5), 77,13 ve 77,16 (siklik glukoz C4), 92,64 (siklik
glukoz C1), 97,31 (acgik zincir glukoz C2), 129,12, 129,98 (oleik asit C9 ve C10),
174,87 (CH,COO).
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Sekil 3.19 6-O-Glukoz oleat’in (10K) IR spektrumu (ATR).
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Sekil 3.20 6-O-Glukoz oleat’m (10K) "*C-NMR spektrumu.

3.3.3 Fruktoz-oleik asit esterleri

HO

HO .. on )W/vwv\
o + HO X CH

HO

HO Nowvozyme

55°C, 24 h

HO o
N W\/\/\A
HO 1. o X CHs
(0]

HO
HO

Sekil 3.21 Fruktoz-oleik asit esterinin sentez semasi.
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Bilesimi, C(%64,83) H(%9,98) 0(%25,19). Molekiil agirligi, 444,60196 g/mol.
Molekiil formiilii, C,4H4407. Tepkime ortami, TBU (16 ml) ve DMSO (4 ml). Fruktoz,

0,72 g; oleik asit, 1,128 g; molekiiler elek, 2 g; immobilize C. antarctica lipazi.

Spektral bulgular
1. 6-O-Fruktoz oleat (90)

IR (ATR), cm™ (Sekil 3.23): 3382 (O-H gerilme titresimi), 1721 (ester C=0O gerilme
titresimi), 1198 (C-O gerilim titresimi), 2969, 2938 (alifatik C-H asimetrik gerilim
titresimi), 2876 (alifatik C-H simetrik gerilim titresimi).

BC-NMR (400 MHz) (DMSO-ds/TMS) & pikleri, ppm (Sekil 3.24): 13,93 (CH;),
24,75, 25,37 (oleik asit C3), 26,92, 26,94 (oleik asit C8 ve C11), 28,91, 28,98, 29,07,
29,27, 29,36, 29,45, 29,51 (oleik asit C4, 5, 6, 13, 14, 15, 17), 30,77, 30,97 (oleik asit
C7,12), 31,15, 31,66 (oleik asit C16), 34,04 (oleik asit C2), 62,93 (acik zincir fruktoz
C6), 65,06, 68,29 (agik zincir fruktoz C1), 68,49, 68,89, 70,59 (acik zincir fruktoz C3,
4,5), 175,85 (CH,COO).
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Sekil 3.22 6-O-Fruktoz oleat’in (90) HPLC ile verim hesab1 (% 98.9; 0,71 g).
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Sekil 3.24 6-O-Fruktoz oleat’in (90) *C-NMR spektrumu.
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2. 6-O-Fruktoz oleat (9K)

Tepkime ortami, TBU (16 ml) ve DMSO (4 ml). Fruktoz, 0,72 g; oleik asit, 1,128 g;
molekiiler elek, 2 g.

IR (ATR) pikleri, cm™ (Sekil 3.25): 3381 (O-H gerilme titresimi), 1722 (ester C=0
gerilme titresimi), 1198 (C-O gerilim titresimi), 2969, 2932 (alifatik C-H asimetrik
gerilim titresimi), 2864 (alifatik C-H simetrik gerilim titresimi).

BC-NMR (400 MHz) (DMSO-ds/TMS) & pikleri, ppm (Sekil 3.26): 13,78 (CHa),
22,32, 24,66 (oleik asit C3), 25,27, 26,84 (oleik asit C8 ve C11), 28,77, 28,88, 28,94,
28,97, 29,17, 29,35, 29,41 (oleik asit C4, 5, 6, 13, 14, 15, 17), 30,68, 30,89 (oleik asit
C7,12), 31,07, 31,56 (oleik asit C16), 33,95 (oleik asit C2), 40,27 (CH,COO), 68,08,
68,28, 68,47, 68,67 (acik zincir Fruktoz C-OH), 129,43 (oleik asit C10), 129,58 (oleik
asit C9), 175,66 (CH,COO).

"H-NMR (500 MHz) (DMSO-d¢/TMS) § pikleri, ppm (Sekil 3.27, 3.28): 0,86 (t, 3H,
J=4,40 Hz, CH3), 1,14 (s, 12H, oleik asit C5, 7, 12, 15, 16, 17-H), 1,23 (s, 8H,oleik asit
C4,6,13,14-H), 1,48 (t, 2H, J=6,83 Hz, oleik asit C3-H), 1,97 (q, 4H, J=5,32 Hz, oleik
asit C8,11-H), 2,16 (t, 2H, J=7,32 Hz, oleik asit C2-H), 2,40 (s, 2H, fruktoz C1-H),
2,49-2,50 (m, 3H, fruktoz C3,4,5-H), 3,26 (s, 2H, CH,-0-CO), 4,18 (s, 4H, OH), 5,31
(t, 2H, J=4,39 Hz, oleik asit C9,10-H).
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Sekil 3.25 6-O-Fruktoz oleat’in (9K) IR spektrumu (ATR).
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Sekil 3.26 6-O-Fruktoz oleat’m (9K) *C-NMR spektrumu.
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Sekil 3.27 6-O-Fruktoz oleat’m (9K) '"H-NMR spektrumu.
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Sekil 3.28 6-O-Fruktoz oleat’in (9K) "H-NMR spektrumu (1,5-2,5 ppm).

3. 6-O-Fruktoz oleat (120)

Tepkime ortami, 2M2B (16 ml) ve DMSO (4 ml); fruktoz, 0,72 g; oleik asit, 1,128 g;

molekiiler elek, 2 g; immobilize C. antarctica lipazi, 140 mg.
IR (ATR) v (cm™) (Sekil 3.29): 3388 (O-H gerilme titresimi), 1718 (ester C=0O

gerilme titresimi), 1168 ve 1187 (C-O gerilim titresimi), 2968, 2923 (alifatik C-H

asimetrik gerilim titresimi), 2878 (alifatik C-H simetrik gerilim titresimi).
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Sekil 3.29 Bilesik 120 niin IR spektrumu (ATR).
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4. 6-O-Fruktoz oleat (12K)

Tepkime ortami, 2M2B (16 ml) ve DMSO (4 ml); fruktoz, 0,72 g; oleik asit, 1,128 g;

molekiiler elek, 2 g.

IR (ATR) pikleri, em™ (Sekil 3.31): 3378 (O-H gerilme titresimi), 1719 (ester C=0O
gerilme titresimi), 1166 ve 1186 (C-O gerilim titresimi), 2967, 2925 (alifatik C-H

asimetrik gerilim titresimi), 2878 (alifatik C-H simetrik gerilim titresimi).

2C.NMR (400 MHz) (DMSO-ds/TMS) & pikleri, ppm (Sekil 3.32): 9,01, 14,31
(CHs3), 24,93 (oleik asit C3), 27,00 (oleik asit C8 ve C11), 28,74, 29,06, 29,16, 29,30,
29,39, 29,55 (oleik asit C4, 5, 6, 7, 12, 13, 14, 15, 17), 31,61, 31,75 (oleik asit C16),
34,09, 36,14, 36,34, 36,51 (oleik asit C2), 63,32, 63,45 (ag¢ik zincir fruktoz C1 ve C6),
64,16, 64,76 (acik zincir fruktoz C6), 68,19 (acik zincir fruktoz C1), 69,15, 69,35,
69,67, 70,35 (ac¢ik zincir fruktoz C5), 75,67, 76,12 (agik zincir fruktoz C3/siklik fruktoz
C5), 81,26, 82,30, 83,32 (siklik fruktoz C3 ve 4), 98,48, 102,40, 104,55 (siklik fruktoz
C2), 129,97 (oleik asit C9 ve C10), 174,90 (CH,COO).
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Sekil 3.30 6-O-Fruktoz oleat’in (12K) HPLC ile verim hesab1 (% 98.9; 0,71 g).
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3.3.4 Fruktoz-palmitik asit esterleri

OH
(8
HO i .‘“m\ J-K/\/\/\/\/\/\/\
oH + HO CHy
O
HO
HO

Novozyme

55°C, 24h

OH 0
HO,,,,‘ ..‘\\\\\OJJ\/\/\/\/\/\/\/\CHE’
o]
HO
HO

Sekil 3.33 Fruktoz-palmitik asit esterinin sentez semasi.

1. 6-O-Fruktoz palmitat (P1)

Bilesimi, C(%63,13) H(%10,11) 0O(%?26,76). Molekiil agirhig, 418,56468 g/mol.
Molekiil formiilii, C;,H4,07. Tepkime ortami, 2M2B (16 ml) ve DMSO (4 ml); fruktoz,
0,72 g; palmitik asit, 1,024 g; molekiiler elek, 2 g.

BC-NMR (400 MHz) (DMSO-ds/TMS) & pikleri, ppm (Sekil 3.34): 8,94, 14,25
(CHs), 22,54 (palmitik asit C15), 24,94 (palmitik asit C3), 28,82, 29,03, 29,19, 29,25,
29,40, 29,48, 29,52 (palmitik asit C4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13), 31,58, 31,77
(palmitik asit C14), 34,08, 36,34, 36,52 (palmitik asit C2), 63,23, 63,38, 63,44 (siklik
fruktoz C1 ve C6), 64,80 (agik zincir fruktoz C6), 68,25 (agik zincir fruktoz C1), 69,11,
69,31, 69,49, 69,67, 70,37 (agik zincir fruktoz C5), 75,70, 76,19 (agik zincir fruktoz
C3/siklik fruktoz C5), 82,34, 83,34 (siklik fruktoz C3 ve C4), 98,45, 102,41, 104,57
(siklik fruktoz C2), 174,81 (CH,COO).
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Sekil 3.34 6-O-Fruktoz palmitat’in (P1) *C-NMR spektrumu.

3.3.5. Fruktoz-laurik asit esterleri

HO
B, N o
O + )W/\
HO HO CHs
HO
Novozyme
55°C, 24 h
HO O
N PN
HO .. 3 o CHy
o)
HO
HO

Sekil 3.35 Fruktoz-laurik asit esterinin sentez semas.
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Bilesim: C (%59,65), H (%9,45), O (%30,90). Molekiil agirligi, 362,45836 g/mol.
Molekiil formiilii, C;gH3407. Tepkime ortami, 2M2B (16 ml) ve DMSO (4 ml); fruktoz,
0.72 g; laurik asit, 0,8 g, molekiiler elek, 2g.

1. 6-O-Fruktoz laurat (L1)

IR (ATR) pikleri, em™ (Sekil 3.36): 3383 (O-H gerilme titresimi), 1717 (ester C=0O
gerilme titresimi), 1167 ve 1186 (C-O gerilim titresimi), 2925 ve 2968 (alifatik C-H

asimetrik gerilim titresimi), 2881 (alifatik C-H simetrik gerilim titresimi).

BC-NMR (400 MHz) (DMSO-ds/TMS) pikleri, ppm (Sekil 3.37): 14,33 (CH3), 22,53
(laurik asit C11), 24,94 (laurik asit C3), 29,00, 29,15, 29,20, 29,36, 29,44 (laurik asit
C4,5,6,7,8,9), 31,46, 31,66, 31,74, 31,85 (laurik asit C10), 34,11 (laurik asit C2),
61,45, 63,30, 63,37, 63,46, (siklik fruktoz C1 ve C6), 64,18, 64,81 (agik zincir fruktoz
Co), 67,19, 67,40, 67,58 (agik zincir fruktoz C1), 68,25, 69,65, 70,36 (acik zincir
fruktoz C5), 75,73, 76,16 (agik zincir fruktoz C3/siklik fruktoz C5), 81,83, 82,34, 83,35
(siklik fruktoz C3 ve C4), 98,46, 102,42, 104,57 (siklik fruktoz C2), 174,91 (CH,COO).
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Sekil 3.36 6-O-Fruktoz laurat’in (L1) IR spektrumu (ATR).
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Sekil 3.37 6-O-Fruktoz laurat’in (L1) *C-NMR spektrumu.

3.3.6. Riboz-oleik asit esterleri
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Sekil 3.38 Riboz-oleik asit esterinin sentez semasi.
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Bilesimi: C (%66,63), H (%10,21), O (%23,16). Molekiil agirligi, 414,57598 g/mol.
Molekiil formiilii, C,3H4,0¢. Tepkime ortami, TBU (16 ml) ve DMSO (4 ml); riboz, 0,6

g; oleik asit, 1,128 g; molekiiler elek, 2 g; immobilize C. antarctica lipazi, 140 mg.
Spektral bulgular
1. 5-O-Riboz oleat (C1/0)

IR (ATR) pikleri, em™ (Sekil 3.40): 3367 (O-H gerilme titresimi), 1717 (ester C=0O
gerilme titresimi), 1198 (C-O gerilim titresimi), 2969, 2933 (alifatik C-H asimetrik
gerilim titresimi), 2866 (alifatik C-H simetrik gerilim titresimi).

BC-NMR (400 MHz) (DMSO-d;/TMS) & (ppm) (Sekil 3.41): 14,23 (CH;), 22,41,
22,52, 24,92 (oleik asit C3), 27,00 (oleik asit C8 ve 11), 28,95, 29,91, 29,03, 29,08,
29,54, 29,14, 29,29 (oleik asit C4, 5, 6, 13, 14, 15, 17), 31,58, 31,63 (oleik asit C7, 12,
16), 34,08 (oleik asit C2), 63,67 (acik zincir riboz C5), 67,18, 67,38, 67,57, 68,09, 69,00
(a¢ik zincir riboz C3 ve C4), 71,02, 72,34 (acik zincir riboz C3 ve C4/siklik riboz C5),
75,96 (siklik riboz C4), 83,32 (siklik riboz C2 ve C3 / agik zincir riboz C-2), 94,13,
94,91, 101,85 (siklik riboz C1), 129,92 (oleik asit C9 ve 10), 174,79 (CH,COO).
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Sekil 3.39 5-O-Riboz oleat’in (C1/0) HPLC ile verim hesab1 (%90,30 (0,54 g)).
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Sekil 3.41 5-O-Riboz oleat’n (C1/0) *C-NMR spektrumu.
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2. 5-0O-Riboz oleat (C1/K)

Tepkime ortami, TBU (16 ml) ve DMSO (4 ml); riboz, 0,6 g; oleik asit, 1,128 g;

molekiiler elek, 2 g.

IR (ATR) pikleri, em™ (Sekil 3.42): 3371 (O-H gerilme titresimi), 1714 (ester C=0O
gerilme titresimi), 1197 (C-O gerilim titresimi), 2969, 2926 (alifatik C-H asimetrik
gerilim titresimi), 2864 (alifatik C-H simetrik gerilim titresimi).

BC-NMR (400 MHz) (DMSO-d;/TMS) & (ppm) (Sekil 3.43): 14,29 (CH;), 22,52,
24,92 (oleik asit C3), 26,99 (oleik asit C8 ve 11), 28,95, 29,03, 29,09, 29,13, 29,29,
29,48, 29,54 (oleik asit C4, 5, 6, 13, 14, 15, 17), 31,63 (oleik asit C7, 12, 16), 34,09
(oleik asit C2), 63,68 (alifatik riboz C5), 67,18, 67,38, 67,57, 68,98 (alifatik riboz C3 ve
C4), 72,34 (siklik riboz C5/alifatik riboz C3 ve C4),75,97 (siklik riboz C4), 83,32
(siklik riboz C2 ve C3/alifatik riboz C2), 94,13, 94,91, 101,86 (siklik riboz C1), 129,96
(oleik asit C9 ve C10), 174,86 (CH,COO).
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Sekil 3.42 5-O-Riboz oleat’in (C1/K) IR spektrumu (ATR).
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Sekil 3.43 5-O-Riboz oleat’n (C1/K) *C -NMR spektrumu.

3. 5-0-Riboz oleat (C2/0)

Tepkime ortami, 2M2B (16 ml) ve DMSO (4 ml); riboz, 0,6 g; oleik asit, 1,128 g;

molekiiler elek 2 g; immobilize C. antarctica lipazi, 140 mg.

IR (ATR) pikleri, em™ (Sekil 3.44): 3383 (O-H gerilme titresimi), 1718 (ester C=0O
gerilme titresimi), 1187 ve 1167 (C-O gerilim titresimi), 2968, 2925 (alifatik C-H
asimetrik gerilim titresimi), 2881, 2860 (alifatik C-H simetrik gerilim titresimi).

BC-NMR (400 MHz) (DMSO-d;/TMS) & pikleri, ppm (Sekil 3.45): 8,95, 14,23
(CH3), 22,43, 22,54, 24,94 (oleik asit C3), 27,01 (oleik asit C8 ve C11), 29,05, 29,33,
29,57 (oleik asit C4, 5, 6, 12, 13, 15, 17), 31,37, 31,76 (oleik asit C7, 12, 16), 34,10,
36,17, 36,35, 36,53 (oleik asit C2), 63,68 (alifatik riboz C5), 67,61, 69,08, 69,29, 69,47
(alifatik riboz C3 ve C4), 71,06, 71,59, 72,36 (siklik riboz C5/alifatik C3 ve C4), 75,60,
75,97 (siklik riboz C4), 82,33 (siklik riboz C2 ve C3/alifatik C2), 94,15, 94,93, 101,8
(siklik riboz C1), 129,96 (oleik asit C9 ve C10), 174,79 (CH,COO).
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4. 5-0O-Riboz oleat (C2/K)

Tepkime ortami, 2M2B (16 ml) ve DMSO (4 ml); riboz, 0,6 g; oleik asit, 1,128 g;
molekiiler elek 2 g.

IR (ATR) pikleri, cm™ (Sekil 3.46): 3383 (O-H gerilme titresimi), 1717 (ester C=0
gerilme titresimi), 1187 ve 1167 (C-O gerilim titresimi), 2968, 2925 (alifatik C-H

asimetrik gerilim titresimi), 2881 (alifatik C-H simetrik gerilim titresimi).

BC-NMR (400 MHz) (DMSO-d;/TMS) & pikleri, ppm (Sekil 3.47): 9,03, 14,33
(CHa3), 22,43, 22,55, 24,94 (oleik asit C3), 26,99 (oleik asit C8 ve C11), 28,95, 29,09,
29,29, 29,54 (oleik asit C4, 5, 6, 13, 14, 15, 17), 31,36, 31,74 (oleik asit 7, 12, 16),
34,13, 36,17, 36,35, 36,52 (oleik asit C2), 63,49, 63,68 (ac¢ik zincir riboz CS5), 68,36,
68,91, 69,15, 69,35, 69,53 (agik zincir riboz C3 ve C4), 71,08, 72,32 (siklik riboz
C5/agik zincir riboz C3 ve C4), 75,94 (siklik riboz C4), 83,28 (siklik riboz C2 ve
C3/agik zincir riboz C2), 94,89, 101,84 (siklik riboz C1), 128,15, 130,01 (oleik asit C9
ve C10), 174,93 (CH,COO).
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Sekil 3.46 5-O-Riboz oleat’in (C2/K) IR spektrumu (ATR).
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Sekil 3.47 5-O-Riboz oleat’m (C2/K) *C -NMR spektrumu.

3.4 Sitotoksisite Analiz Sonuclari

Canli hiicre sayist yiizde olarak asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi: (%) =
[(ODy4sp (6rnek) / ODyso (negatif kontrol)) x 100]. Sonuglar; % 95 giiven seviyesinde,
coklu karsilagtirmalar icin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile Student t testi

istatistik programlar1 kullanilarak ve 0,05 yanilma payi ile analiz edildi.

Seker esterlerinin fare fibroblastlar1 iizerine anlamli bir sitotoksik etki yapmadiklari

saptandi.
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4. TARTISMA VE SONUC

4.1 TLC Verileri

Reaksiyon karisimindan dogrudan aliquotlar alinarak iiriin varligi ve verim ince tabaka
kromatografisi ile kalitatif olarak incelenmistir. Uriin bantlari, tutma faktdrii (Rf)
hesaplanarak saptanmistir (Sekil 3.4). Sentezlenen tiim seker esterlerinin Rf degerleri
0,2 ile 0,5 araliginda yer almistir. Bu degerler mevcut literatiirde rapor edilenlerle
uyumludur (Bousquet ve ark., 1998; Khaled ve ark., 1991; Tortorello ve Delwiche,
1983).

4.2 HPLC Verileri

Coziintiir karbohidratlarin  (disakkaritler, heksozlar ve pentozlar) ayristirilmasi,
tanimlanmast ve miktarlariin belirlenmesi HPLC ile kisa siirede yapilabilmektedir
(Temizkan ve ark., 2008). Bu calismada sekerlerin esterlere doniisiim yiizdeleri iizerine
bir fikir edinmek amaciyla rastgele secilen 6rnekler HPLC ile analiz edilmistir (Tablo

4.1).

Tablo 4.1 Sentezlenen seker esterlerinin HPLC doniisiim ylizdeleri

Seker doniisiimii (%)

Bilesik Organik coziicii (HPLC)
6-0-glukoz oleat (100) TBU/DMSO 90,99
6-O-fruktoz oleat (90) TBU/DMSO 98,90
6-O-fruktoz oleat (12K) 2M2B/DMSO 98,90
5-O-riboz oleat (C10) TBU/DMSO 90,30

Tablodaki verilerden seker donilislim oraninin (iiriin veriminin) tepkime ortami, seker
cinsi ve enzim varhigindan ¢ok az etkilendigi (yaklasik, %2 - %10) sdylenebilir.
Literatiirde Candida antarctica lipazi ile enzimatik olarak sentezlenen farkli seker
esterlerine ait bilesiklerin doniisiim ylizdeleri ayr1 bir tablo halinde hazirlanmistir (Tablo
4.2). Bu tablodaki verilerin 6nemli bir kisminin nispeten ¢ok diisiik oldugu ve doniistim

oranlarimin ¢ok daha genis bir aralikta degiskenlik gosterdigi goriilebilir.
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Tablo 4.2 Literatiirde mevcut bazi seker esterlerinin doniisiim oranlar1

—_— Organik Seker Doniisiim
Bilesik Coziicii (%) (HPLC) Referans
Siikroz-laurik asit 2M2B/DMSO 45 Ferrelr9V969 ark.,
Glukoz-palmitik asit n-hekzan 92 Tsuzu1k919v9e ark.,
Fruktoz-palmitik asit n-hekzan 89 Tsuzu1k919v9e ark.,
ik asi Arcos ve ark.,
Fruktoz-oleik asit aseton 77 1008h
Glukoz-laurik asit Iyonik s1v1 29,7 Ha ve ark.,
2010
Glukoz-palmitik asit Iyonik s1vi 33,5 Haz"glé(l)rk-,

4.3 IR Verileri

Infrared (IR, kizil6tesi) absorbsiyon spektroskopisi bir tiir titresim spektroskopisidir.
Dalga boyu uzunlugundan ziyade emilen ya da yansitilan 1sin sayisinin Slgiimiine
dayanir. Biyomolekiil ve biyopolimerlerin (karbohidratlar, niikleik asitler,
polisakkaritler, proteinler ve yag asitleri) saptanmasi ve molekiil yapilarinin
aydinlatilmasinda yaygin kullanilan yontemlerden biridir (Biiyliksirit ve Kuleasan,
2014). Bu ¢alismada 6rnekler yansiyan 1sim1 O6lgen ATR (attenuated total reflectance)

sisteminde incelenmistir (Tablolar 4.3, 4.4 ve 4.5).

Glukoz-palmitik asit ve glukoz-oleik asit esterlerinin grafiklerinde —OH gerilim
titresiminin 3364-3387 cm' arasinda oldugu gozlemlenmistir (Tablo 4.3). Bu pik,
molekiil i¢i hidrojen bagina isaret etmektedir. C=O ester fonksiyonel grubuna ait
bantlar 1710-1722cm™ araliginda goriilmektedir. —CH asimetrik alifatik gerilim
titresimi genel olarak 2924-2970 cm™ araliginda, simetrik alifatik gerilim titresimi ise

2850-2872 cm™ araliginda pik vermektedir.

DMSO/TBU ortaminda ve enzimsiz sentezlenen 6-O-glukoz palmitat (7K) bilesiginin

IR spektrumunda 1695 cm™ piki ortamda heniiz mevcut olan palmitik aside aittir.
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HO\\ \,-I/
OH
D-Glukoz + Oleik asit
Tablo 4.3 Glukoz esterlerine ait IR verileri
Bant 7K 70 8K 80 10K 100
O-H 3376 3364 3378 3387 3364 3383
C=0 1710 1722 1721 1722 1717 1718
1186 1186 1187
C-0 1208 1196 1166 1166 1199 1167
Alclfitllk 2967 2970 2967 2967 2970 2968
. 2915 2927 2924 2924 2933 2925
asimetrik
Alifatik 2881
C-H 2850 2854 2855 2855 2874
. . 2860
simetrik

Fruktoz oleik asit, fruktoz palmitik asit ve fruktoz laurik asit esterlerinin sentezinde —
OH gerilim titresiminin 3371-3388 cm’ arasinda oldugu gozlemlenmistir (Tablo 4.4).
Bu bant molekiil i¢i hidrojen baginin varligina isaret etmektedir. C=0 ester fonksiyonel
grubuna ait bant 1717-1722 c¢cm™ araliginda bulunmaktadir. —CH asimetrik alifatik
gerilim titresimi 2925-2969 cm™ araliginda, simetrik alifatik gerilim titresimi ise 2864-
2881 cm™ araliginda yer almaktadir. 6-O-fruktoz oleat’m (120) IR spektrumunda 1653

cm™ band oleik asitten kaynaklanmaktadir.
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A D-Fruktoz + Oleik asit
HO
HQ o
) 6 |1| 3 5 7 9 11
4 o\ e
HO..5” \?‘ S0 NN TN ST 0T Y12
\,—0
HO/%
HO™ D-Fruktoz + Laurik asit
Tablo 4.4 Fruktoz esterlerinin IR pikleri
Bant 9K 90 12K 120 L1
O-H 3381 3382 3378 3388 3383
Cc=0 1722 1721 1719 1718 1717
1186 1187 1167
c-o o8 198 1166 1168 1186
Alfatik 2960 2969 2967 2968 2968
T 2932 2938 2925 2923 2925
asimetrik
Alifatik
C-H 2864 2876 2878 2878 2881
simetrik

Riboz oleik asit esterlerinin sentezinde —OH gerilim titresimi 3367-3383 cm™ araliginda
goriintiilenen bant, molekiil i¢i hidrojen baginin varligina isaret etmektedir (Tablo 4.5).
C=0 ester fonksiyonel grubuna ait pikler 1714-1718 c¢m™ araliginda saptanmistir. -CH
asimetrik alifatik gerilim titresimleri 2925-2969 cm™, simetrik alifatik gerilim
titresimleri ise 2860-2881 cm™ araligindaki piklerle temsil edilmektedir. 5-O-riboz
oleat’mm (C1K) IR spektrumunda gozlenen 1634 cm’ bandi ortamda heniiz var olan
oleik asidi isaret etmektedir.
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Tablo 4.5 Riboz esterlerinin IR verileri
Bant C1/K C1/0 C2/K C2/0
O-H 3371 3367 3383 3383
Cc=0 1714 1717 1717 1718
1187 1187
C-0 1197 1198 1167 1167
A'C‘fg‘k 2969 2969 2968 2968
- 2926 2933 2925 2925
asimetrik
Alifatik
C-H 2864 2866 2881 2881
. . 2860
simetrik

Literatiirde yer alan seker esterlerinden bazilarina IR bulgular1 karsilastirma amaciyla
tez metninde yer verilmistir (Tablo 4.6).

o]
OH

OH
HO

HO 0
/
H,C

5-O-(trans-feruloil)-D-arabinofuranoz (Vafiadi ve ark., 2009)
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Tablo 4.6 Literatiirde sentezlenen bazi esterlerin IR verileri

o . 5-O-(trans- 6-0-
5-0-palm1t.01l-L-(+)- feruloil)-D- Glukoz Glukooz
arabinoz . palmitat
arabinofuranoz stearat
O-H 3400 3408 3423
C=0 1736 1725 1740 1738
1099
C-0 1031 1176
C-H ali./asi 2962 2915
C-H ali./sim 2925 2853
Tarahomjoo
Pappalardo ve Vafiadi ve ark., Yuve ve
Referans ark., 2017 2007 ark., 2007  Alemzadeh,
2003

Yukarida verilen literatlir bulgular1 1s18inda ester grubuna ait IR bantlar1 1725, 1736,
1738 ve 1740 cm™’de goriillmektedir. Feruloil esteraz bilesigi n-hekzan ve #-biitanol
karisimindan olusan reaksiyon ortaminda sentezlendigi ve 1725 cm™’de C=O ester

gerilmesine sahip oldugu belirtilmistir (Vafiadi ve ark., 2007).

Yukaridaki verilerden bazi sonuglar ¢ikarmak miimkiin goriinmektedir: (1) Bu
calismada ester baglari IR spektrumunda 1710 ve 1722 cm™ arahiginda yer almaktadr.
(2) Fruktoz esterleri nispeten daha dar bir aralikta bulunmaktadir (1717-1722 cm™,
Tablo 4.4.). (3) Literatirde glukoz palmitatin ester bagi biraz daha saga kaymis
durumdadir (1738 cm™,Tablo 4.6). Bu, cihaz tipi, calisma modu, ya da rnegi ¢ozmek
icin segilen ¢oziicliniin farkli olmasindan kaynaklanabilir. —OH gerilim piki i¢in de ayni
durum s6z konusu olabilir. Bu ¢alismada —OH piki sag smir degeri yaklagik 3387 cm™
iken literatlirde glukoz palmitattaki karsiliginin yine saga kaydigi goriilmektedir (3423
cm™). C-O bagina ait pik ise bu calismada elde edilen araligin yaklasik ortasinda bir
degere sahiptir. Sonug olarak, IR spektrumunun ayni bilesikler i¢in yakin, fakat daha
genis bir aralikta pikler liretmesi asir1 bir sapma olmadigi siirece kabul edilebilir
olmalidir. Bu vargi, NMR analizlerinin daha kesin ve beklenen spektrumlar1 vermis

olmasiyla desteklenebilir.
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4.4 NMR Verileri

Atom c¢ekirdekleri disaridan ve belirli bir yonde ¢ok biiyiik bir elektromanyetik kuvvete
maruz birakildiklarinda gegici olarak miknatis 6zelligi kazanirlar. Bu durumda ancak iki
yonde hareket edebilirler. Davranislar1 geri tepmeli bir top 6rnegi ile aciklanabilir.
Atomlar normalde her yone ve ayni anda mermi firlatan bir top gibi her yone 1s1ma
yapabilirler ve bu durumda hareketleri bir kiire i¢indedir. Disaridan kuvvet
uygulandiginda nispeten diisiik enerji seviyesine sahip ¢ekirdekler namludan ¢ikan top
mermisi gibi uygulanan kuvvetle ayn1 dogrultuda hareket ederken, daha yiiksek enerji
seviyesine sahip ¢ekirdekler top gibi geri teper; yani zit yonde hareket eder (Samueli ve
Boudenot, 2005). Bu iki ve zit yonlii hareket gegici miknatis 6zelligi kazanmalarindan
kaynaklanir. Atom ¢ekirdekleri dnceki enerji seviyesine donerken radyo dalgalari salar.

NMR cihazi bu salinan radyo dalgalarini okur (Erdik, 2015).

Bu calismada *C-NMR spektroskopi ile elde edilen molekiil yapilari 'H-NMR ve
HSQC spektroskopileri yontemleriyle dogrulanmastir.

4.4.1 ®C-NMR verileri

Glukoz-palmitik asit esterleri 70, 7K, 80 ve 8K, DMSO-TBU ve DMSO-2M2B
tepkime ortami kullanilarak elde edilmistir (Tablo 4.7). O harfi Candida antarctica
lipaz1 varliginda sentezlenen Ornekleri, K harfi ise enzimsiz ve tanimli bir kimyasal
katalizor kullanilmaksizin elde edilen ester Orneklerini simgelemektedir. NMR
grafiklerinde her iki 6rnek grubunda ester baglarinin olustugunu 175,19- 175,73 ppm
araligindaki pikler ifade etmektedir.

OH ﬁ
HO 4 6 1 3 5 7 o _11  _13  _15
2 o)
HO\\ \1/
OH D-Glukoz + Palmitik asit
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Tablo 4.7 Glukoz-palmitat 6rneklerinin BC-NMR analizi

BC-NMR (400 MHz) (DMSO-d,/TMS) & (ppm):

13,74 (CHs), 22,30 (palmitik asit C15), 24,65 (palmitik asit C3), 28,82, 28,99, 29,14,
29,32, 30,63, 30,83 ve 31,01 (palmitik asit C4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13), 31,56

70 (palmitik asit C14), 33,94 (palmitik asit C2), 36,20 ve 40,14 (CH,COO), 68,08 ve
68,27 (siklik glukoz C-OH), 175,66 (CH,COO).
13,69 (CHy), 22,18 (palmitik asit C14), 24,52 (palmitik asit C2), 28,70, 28,86, 29,01,
29,19, 30,96 (palmitik asit C3, 4, 5, 6, 7, 8,9, 10, 11, 12), 30,96 (palmitik asit C13),
7K 40,14 ve 61,48 (agik zincir glukoz/siklik glukoz C6), 67,58, 67,78, 67,96 (acik zincir

glukoz C3), 70,48 (ag¢ik zincir glukoz C4, 5 / siklik glukoz C2), 74,56 (siklik glukoz
C3), 75,92 (siklik glukoz CS5), 76,44 (siklik glukoz C4), 92,07 ve 96,60 (agik zincir
glukoz C2 / siklik glukoz C1), 175,19 (CH,COO).
8,39, 13,87 (CHs), 22,24, 22,37, 22,50 (palmitik asit C15), 24,70 (palmitik asit C3),
28,04, 28,25, 28,43, 28,88, 29,03, 29,06, 29,20, 29,31, 29,36, 29,39 (palmitik asit C4,
80 5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13), 31,62, 33,95 (palmitik asit C14), 35,82, 36,00, 36,19
(palmitik asit C2), 61,78 (siklik glukoz C6), 70,41, 70,60 (siklik glukoz C4, C5 / C1),
70,60, 70,82 (siklik glukoz C2,3 / C1), 175,73 (CH,COO).
13,73 (CHy), 22,32 (palmitik asit C15), 24,66 (palmitik asit C3), 28,20, 28,84, 29,01,
29,16, 29,34 (palmitik asit C4, 5, 6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13), 31,58 (palmitik asit C14),
33,91, 35,96 (palmitik asit C2), 40,15 (CH,COO), 70,32 (siklik glukoz C1, 2, 3, 4, 5,
6), 175,63 (CH,COO).
92,66, 97,32 ve 103,67 (sikik glukoz C-1 / agik zincir glukoz C-2), 70,19, 70,75,
77,15, 77,20, 78,71, 81,08 ve 81,53 (siklik glukoz C-4), 71,04, 75,28, 75,76, 76,06 ve
Glukoz 76,53 (siklik glukoz C-5), 70,19 ve 70,75 ( agik zincir glukoz C-4), 72,38 ve 72,80 (
acik zincir glukoz C-5 / siklik glukoz C-2), 73,54 (siklik glukoz C-3), 64,26 ve 69,94
(a¢ik zincir glukoz C-3), 61,68 ( agik zincir glukoz C-6 / siklik glukoz C-6).
180,58 (C1), 34,23 (C2), 24,80 (C3), 29,21 (C4), 29,37 (C5), 29,57 (C6), 29,81 (C7,
8,9,10, 11, 12),29,49 (C13), 32,05 (C14), 22,79 (C15), 14,14 (C16).

8K

Palmitik asit

Dimetilsiilfoksit-TBU tepkime ortaminda sentezlenen glukoz oleat’in (100) ester

grubundaki karbon atomu 174,77 ppm’de bir kayma ile temsil edilmektedir (Tablo 4.8).

OH (|3|
HO 4 6 1 3 5 7 o0 11 _13  _15 17
\?/ \?/ N0 N TN TN g \10 ~127 Na7 67 M8
2 o)
HO\\ \1/
OH

D-Glukoz + Oleik asit
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Tablo 4.8 Glukoz oleat’in *C-NMR ile molekiil yapr tayini

BC-NMR (400 MHz) (DMSO-d;/TMS) & (ppm):

9,05, 14,36 (CH3), 22,43, 22,54, 22,81 (oleik asit C17), 24,95, 25,64 (oleik asit C3),
27,01, 27,85 (oleik asit C8 ve Cl11), 28,95, 29,02, 29,04, 29,08, 29,15, 29,29, 29,54
(oleik asit C4, 5, 6, 13, 14, 15), 31,35, 31,50, 31,70 (oleik asit C7 ve C12), 31,89 (oleik
. asit C16), 34,13, 36,09, 36,37 (oleik asit C2), 61,66 (acik zincir/siklik glukoz C6),
100 67,18, 67,38, 67,57 (acik zincir glukoz C3), 73,52 (siklik glukoz C3), 72,39, 72,81
(siklik glukoz C2/a¢ik zincir glukoz C5), 70,72 (acik zincir glukoz C4), 70,72, 77,19
(siklik glukoz C4), 73,52 (siklik glukoz C3), 71,03, 75,25 (siklik glukoz C5), 92,66
(siklik glukoz C1), 174,77 (CH,COO).
14,29 (CH3), 22,52, 24,93 (oleik asit C3), 27,00 (oleik asit C8 ve C11), 28,94, 29,02,
29,07, 29,13, 29,28, 29,47, 29,53 (oleik asit 4, 5, 6, 13, 14, 15, 17), 31,42, 31,62, 31,81
(oleik asit 7,12 ve 16), 34,11 (oleik asit C2), 61,66 (siklik glukoz Cé6/acik zincir glukoz
C6), 67,21, 67,41, 67,60 (agik zincir glukoz C3), 70,71 (siklik glukoz C4/acik zincir
10K glukoz C4), 71,01 ve 75,23 (siklik glukoz C5), 73,52 (siklik glukoz C3), 72,33 ve 72,79
(siklik glukoz C2/acik zincir glukoz CS5), 77,13 ve 77,16 (siklik glukoz C4), 92,64
(siklik glukoz C1), 97,31 (agik zincir glukoz C2), 129,12, 129,98 (oleik asit C9 ve C10),
174,87 (CH2COO).
92,66, 97,32 ve 103,67 (sikik glukoz C-1 / agik zincir glukoz C-2), 70,19, 70,75, 77,15,
77,20, 78,71, 81,08 ve 81,53 (siklik glukoz C-4), 71,04, 75,28, 75,76, 76,06 ve 76,53
Glukoz (siklik glukoz C-5), 70,19 ve 70,75 ( acik zincir glukoz C-4), 72,38 ve 72,80 ( acik
zincir glukoz C-5 / siklik glukoz C-2), 73,54 (siklik glukoz C-3), 64,26 ve 69,94 (acgik
zincir glukoz C-3), 61,68 ( acik zincir glukoz C-6 / siklik glukoz C-6).
180,58 (C1), 34,18 (C2), 24,73 (C3), 29,14 (C4, 5, 6), 29,73 (C7, 12), 27,24 (C8),
Oleik asit 129,74 (C9), 130,03 (C10), 27,24 (C11), 29,40 (C13, 15), 29,65 (C14), 31,99 (C16),
22,74 (C17), 14,12 (C18).

Fruktoz oleat drneklerine (90 ve 9K, 120 ve 12K) ait NMR grafiginde gériilen piklerin
temsil ettigi karbon atomlar1 saptanmaya calisilmigtir (Tablo 4.9). Ester baglarinin

174,90- 175,85 ppm araligindaki piklerle ifade edildigi belirlenmistir.

HO |C|>
6 1 3 1M1 13 _15  _17

4 o 5 7 9\ _
HOw. 3/ \f" O i i A V- N S T
N0
HO” % -
A D-Fruktoz + Oleik asit
HO
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Tablo 4.9 Fruktoz oleat rneklerinin '°C NMR analizi

BC-NMR (400 MHz) (DMSO-d;/TMS) & (ppm):

13,93 (CH3), 24,75, 25,37 (oleik asit C3), 26,92, 26,94 (oleik asit C8 ve C11),
28,91, 28,98, 29,07, 29,27, 29,36, 29,45, 29,51 (oleik asit C4, 5, 6, 13, 14, 15,

920 17), 30,77, 30,97 (oleik asit C7, 12), 31,15, 31,66 (oleik asit C16), 34,04 (oleik
asit C2), 62,93 (acik zincir fruktoz C6), 65,06, 68,29 (acik zincir fruktoz C1),
68,49, 68,89, 70,59 (ac¢ik zincir fruktoz C3, 4, 5), 175,85 (CH,COO).

13,78 (CH;), 22,32, 24,66 (oleik asit C3), 25,27, 26,84 (oleik asit C8 ve Cl11),

28,77, 28,88, 28,94, 28,97, 29,17, 29,35, 29,41 (oleik asit C4, 5, 6, 13, 14, 15,
IK 17), 30,68, 30,89 (oleik asit C7, 12), 31,07, 31,56 (oleik asit C16), 33,95 (oleik
asit C2), 40,27 (CH,COO), 68,08, 68,28, 68,47, 68,67 (acgik zincir fruktoz C-
OH), 129,43 (oleik asit C10), 129,58 (oleik asit C9), 175,66 (CH,COO).
9,01, 14,31 (CHsy), 24,93 (oleik asit C3), 27,00 (oleik asit C8 ve C11), 28,74,
29,06, 29,16, 29,30, 29,39, 29,55 (oleik asit C4, 5, 6, 7, 12, 13, 14, 15, 17),
31,61, 31,75 (oleik asit C16), 34,09, 36,14, 36,34, 36,51 (oleik asit C2), 63,32,
63,45 (acik zincir fruktoz C1 ve C6), 64,16, 64,76 (acik zincir fruktoz C6), 68,19

12K (acik zincir fruktoz Cl1), 69,15, 69,35, 69,67, 70,35 (agik zincir fruktoz C5),
75,67, 76,12 (agik zincir fruktoz C3/siklik fruktoz C5), 81,26, 82,30, 83,32
(siklik fruktoz C3 ve 4), 98,48, 102,40, 104,55 (siklik fruktoz C2), 129,97 (oleik
asit C9 ve C10), 174,90 CH,COO).
Fruktoz Siklik fruktoz 63,60 ve 64,81 (C1), 104,01 ve 101,86 (C2), 82,76 ve 75,56 (C3),

75,67 ve 75,19 (C4), 80,76 ve 81,76 (C5), 60,94 ve 62,79 (C6).
Actk zincir fruktoz 65,8 (C1), 75,6 (C3), 73,1 (C4), 71,8 (C5), 64,1 (C6)

180,58 (C1), 34,18 (C2), 24,73 (C3), 29,14 (C4, 5, 6), 29,73 (C7,12), 27,24 (C8),
Oleik asit 129,74 (C9), 130,03 (C10), 27,24 (C11), 29,40 (C13, 15), 29,65 (C14), 31,99
(C16), 22,74 (C17), 14,12 (C18).

Fruktoz palmitat 6rnegi P1, DMSO-TBU tepkime ortaminda enzimsiz ve herhangi bir
kimyasal katalizor kullanilmaksizin sentezlenmistir (Tablo 4.10). P1’de ester

fonksiyonel grubuna ait C atomunun kayma degeri 174,81 ppm’de gozlenmistir.

OH e)
"1 6 |‘Il 3 5 7 9 11 13 15
HO 1 g g PN g NN PN g TN 07 ST T N6
b
HO 1
HO/ Fruktoz + Palmitik asit
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Tablo 4.10 Fruktoz palmitat Srneklerinin >C-NMR analizi

BC-NMR (400 MHz) (DMSO-d,/TMS) & (ppm):

8,94, 14,25 (CHs), 22,54 (palmitik asit C15), 24,94 (palmitik asit C3), 28,82, 29,03, 29,19,
29,25, 29,40, 29,48, 29,52 (palmitik asit C4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13), 31,58, 31,77
(palmitik asit C14), 34,08, 36,34, 36,52 (palmitik asit C2), 63,23, 63,38, 63,44 (siklik

P1 fruktoz C1 ve C6), 64,80 (acik zincir fruktoz C6), 68,25 (acik zincir fruktoz C1), 69,11,
69,31, 69,49, 69,67, 70,37 (a¢ik zincir fruktoz C5), 75,70, 76,19 (a¢ik zincir fruktoz
C3/siklik fruktoz C5), 82,34, 83,34 (siklik fruktoz C3 ve C4), 98,45, 102,41, 104,57 (siklik
fruktoz C2), 174,81 (CH,COO).

Siklik fruktoz 63,60 ve 64,81 (C1), 104,01 ve 101,86 (C2), 82,76 ve 75,56 (C3), 75,67 ve
Fruktoz 75,19 (C4), 80,76 ve 81,76 (C5), 60,94 ve 62,79 (C6).
Actk zincir fruktoz 65,8 (C1), 75,6 (C3), 73,1 (C4), 71,8 (C5), 64,1 (C6).

Palmitik 180,58 (C1), 3423 (C2), 24,80 (C3), 29,21 (C4), 29,37 (C5), 29,57 (C6), 29,81
asit  (C7,8,9,10,11,12), 29,49 (C13), 32,05 (C14), 22,79 (C15), 14,14 (C16).

“K” ornekleri gibi sadece DMSO-2M2B varliginda iiretilen bir adet fruktoz laurat
ornegi, L1, icin ester fonksiyonel grubuna ait karbonun kayma degeri 174,91 ppm’de
goriilmiistiir (Tablo 4.11).

HO o
! 6 |1| 3 5 7 9 11
Ho....3/4\?“‘\ A - N Y
\,_0
HO” %
HO/1 D-Fruktoz + Laurik asit
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Tablo 4.11 Fruktoz laurat 6rneklerinin ">*C-NMR analizi

BC-NMR (400 MHz) (DMSO-d;/TMS) & (ppm):

14,33 (CHs), 22,53 (laurik asit C11), 24,94 (laurik asit C3), 29,00, 29,15, 29,20, 29,36, 29,44
(laurik asit C4, 5, 6, 7, 8, 9), 31,46, 31,66, 31,74, 31,85 (laurik asit C10), 34,11 (laurik asit
C2), 61,45, 63,30, 63,37, 63,46, (siklik fruktoz C1 ve C6), 64,18, 64,81 (ag¢ik zincir fruktoz

L Co), 67,19, 67,40, 67,58 (a¢ik zincir fruktoz C1), 68,25, 69,65, 70,36 (agik zincir fruktoz
CS5), 75,73, 76,16 (acik zincir fruktoz C3/siklik fruktoz CS5), 81,83, 82,34, 83,35 (siklik
fruktoz C3 ve C4), 98,46, 102,42, 104,57 (siklik fruktoz C2), 174,91 (CH,COO).

Siklik fruktoz 63,60 ve 64,81 (C1), 104,01 ve 101,86 (C2), 82,76 ve 75,56 (C3), 75,67 ve
Fruktoz 75,19 (C4), 80,76 ve 81,76 (C5), 60,94 ve 62,79 (C6).

Agtk zincir fruktoz 65,8 (C1), 75,6 (C3), 73,1 (C4), 71,8 (C5), 64,1 (C6).

Laurik 180,74 (C1), 34,21 (C2), 24,75 (C3), 29,15 (C4), 29,34 (C5), 29,52 (C6), 29,68 (C7 veC8),
asit 29,42 (C9), 31,99 (C10), 22,76 (C11), 14,13 (C12)

Riboz oleat (C10 ve CI1K, C20 ve C2K) érneklerinde ester grubunun karbonu 175,79-
174,93 ppm araligindaki piklerle karakterize edilmistir.

o
T 5 |1| 3 5 7 9 M 13 _15 _17
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Tablo 4.12 Riboz oleat 6rneklerinin *C-NMR analizi

BC-NMR (400 MHz) (DMSO-d,/TMS) & (ppm):

Cc1/0

14,23 (CH3), 22,41, 22,52, 24,92 (oleik asit C3), 27,00 (oleik asit C8 ve 11), 28,95, 29,91,
29,03, 29,08, 29,54, 29,14, 29,29 (oleik asit C4, 5, 6, 13, 14, 15, 17), 31,58, 31,63 (oleik
asit C7, 12, 16), 34,08 (oleik asit C2), 63,67 (ag¢ik zincir riboz C5), 67,18, 67,38, 67,57,
68,09, 69,00 (agik zincir riboz C3 ve C4), 71,02, 72,34 (ag¢ik zincir riboz C3 ve C4/siklik
riboz C5), 75,96 (siklik riboz C4), 83,32 (siklik riboz C2 ve C3/agik zincir riboz C-2),
94,13, 94,91, 101,85 (siklik riboz C1), 129,92 (oleik asit C9 ve 10), 174,79 (CH,COO).

C1/K

14,29 (CH;), 22,52, 24,92 (oleik asit C3), 26,99 (oleik asit C8 ve 11), 28,95, 29,03, 29,09,
29,13, 29,29, 29,48, 29,54 (oleik asit C4, 5, 6, 13, 14, 15, 17), 31,63 (oleik asit C7, 12, 16),
34,09 (oleik asit C2), 63,68 (alifatik riboz C5), 67,18, 67,38, 67,57, 68,98 (alifatik riboz C3
ve C4), 72,34 (siklik riboz C5/alifatik riboz C3 ve C4),75,97 (siklik riboz C4), 83,32 (siklik
riboz C2 ve C3/ alifatik riboz C2), 94,13, 94,91, 101,86 (siklik riboz C1), 129,96 (oleik asit
C9 ve C10), 174,86 (CH,COO).

C2/0

8,95, 14,23 (CHs), 22,43, 22,54, 24,94 (oleik asit C3), 27,01 (oleik asit C8 ve C11), 29,05,
29,33, 29,57 (oleik asit C4, 5, 6, 12, 13, 15, 17), 31,37, 31,76 (oleik asit C7, 12, 16), 34,10,
36,17, 36,35, 36,53 (oleik asit C2), 63,68 (alifatik riboz C5), 67,61, 69,08, 69,29, 69,47
(alifatik riboz C3 ve C4), 71,06, 71,59, 72,36 (siklik riboz C5/alifatik C3 ve C4), 75,60,
75,97 (siklik riboz C4), 82,33 (siklik ribboz C2 ve C3/alifatik C2), 94,15, 94,93, 101,8
(siklik riboz C1), 129,96 (oleik asit C9 ve C10), 174,79 (CH,COO).

C2/K

9,03, 14,33 (CHs), 22,43, 22,55, 24,94 (oleik asit C3), 26,99 (oleik asit C8 ve C11), 28,95,
29,09, 29,29, 29,54 (oleik asit C4, 5, 6, 13, 14, 15, 17), 31,36, 31,74 (oleik asit 7, 12, 16),
34,13, 36,17, 36,35, 36,52 (oleik asit C2), 63,49, 63,68 (ag¢ik zincir riboz C5), 68,36, 68,91,
69,15, 69,35, 69,53 (agik zincir riboz C3 ve C4), 71,08, 72,32 (siklik riboz C5/agik zincir
riboz C3 ve C4), 75,94 (siklik riboz C4), 83,28 (siklik riboz C2 ve C3/agik zincir riboz C2),
94,89, 101,84 (siklik riboz C1), 128,15, 130,01 (oleik asit C9 ve C10), 174,93 (CH2COO).

Riboz

94,14, 94,88, 96,60 ve 101,86 ( siklik riboz C-1), 83,28 ve 83,59 (siklik riboz C-2 ve C-3 /
acik zincir riboz C-2), 75,94 (siklik riboz C-4), 70,63, 71,10, 71,26, 71,51 ve 72,31 (siklik
riboz C-5/ agik zincir riboz C-3 ve C-4), 67,51, 68,51, 68,84, 69,68 ve 70,63 (acik zincir
riboz C-3 ve C-4), 60,85, 62,20, 63,55 ve 63,70 (agik zincir riboz C-5).

Oleik
asit

180,58 (C1), 34,18 (C2), 24,73 (C3), 29,14 (C4,5,6), 29,73 (C7,12), 27,24 (C8), 129,74
(C9), 130,03 (C10), 27,24 (C11), 29,40 (C13,15), 29,65 (C14), 31,99 (C16), 22,74 (C17),
14,12 (C18).

Seker esterlerinde, karbohidrat ve yag asidi pikleri disinda yer alan ester fonksiyonel

grubuna ait karbon pikinin varlig1 esterlesme tepkimesinin ger¢eklesmis oldugunu ifade

eden en 6nemli ipucudur.

Karbon atomlar1 arasinda en giiglii perdelememe etkisi karbonil karbonlarinda gortiliir.

Karbonil grubu {izerinde -elektron yogunlugunu artiran her fonksiyonel grup,

spektrumda saga kaymaya neden olur. Esterdeki elektron yogunlugu asit grubundakine
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gore daha fazladir. Ciinkii asit karbonili rezonansa ugrar; fakat ester grubunda rezonans
durumu s6z konusu degildir. Buna bagl olarak asetik asitteki COOH karbonu 190,7
ppm’de, CH3;COCH,CH,COOCH; bilesiginde alt1 ¢izili ester karbonunun ise 175,7
ppm'de goriilmektedir (Erdik, 2007).

Bu caligmada da beklentiler dogrultusunda, fruktoz, glukoz ve ribozillaurik-, oleik- ve
palmitik asitlerin karbon NMR grafiklerinde asit ve alkol gruplari yerini ester

orneklerinde fonksiyonel ester grubuna birakmaktadir.

Laurik-, oleik-, ve palmitik asitlerde COOH grubunun karbonu 180-182 ppm araliginda
yer alan kayma degerleri ile temsil edilmistir (Tablolar 4.10, 4.11 ve 4.12). Orneklerde
ise fonksiyonel ester grubuna ait karbon pikleri 174,79-175,85 ppm araliginda
gorilmistiir. Bu degerler ester baginin olustuguna dair en ikna edici kanit olarak
degerlendirilmigtir. Ciinkii, aside ait yiiksek rezonans pikleri (180-182 ppm),
esterlesmeden dolay1 beklentiler dogrultusunda yaklasik 174-176 bandina gerilemistir.

Seker anomerleri kararsiz yapilardir ve bu nedenle halka oksijenine komsu karbona ait
90-110 ppm araligindaki pik her zaman goriintiillenememektedir (Pappalardo ve ark.,

2017).

Literatiirde mevcut ve Candida antarctica lipaz1 ile sentezlenen bazi seker esterlerine
ait karbon pik degerleri ile ayr1 bir tablo olusturulmustur (Tablo 4.13). Goriilecegi lizere
ester karbonu iki farkli calismada 173 ppm ile 175 ppm’de saptanmistir (sirasiyla, Ren
ve Lamsal, 2017; Arcos ve ark., 1998b). Birinci ¢alismada iiriin palmitoil glukopiranoz

ve ikincisinde 1,6-dia¢il-O-fruktofuranoz’dur.

OWCHS
HO 0
0

HO OH
OH

6-O-Palmitoilglukopiranoz (Ren ve Lamsal, 2017)
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(CHy)n
o)
o)
o)
o) o’/<
Ho (/CH )N
HO

1,6-diacil-O-fruktofuranoz (Arcos ve ark., 1998c¢)

Tablo 4.13 Literatiirdeki baz1 esterlerin 6nemli *C NMR pikleri

CH,C00 CH,COO CH38"C

Bilesik Referans
’ 3"C (ppm)  3"C(ppm)  (ppm)
. Tsuzuki ve
6-O-palmitoilglukoz 33,7 173,0 14,1 ark., 1998
6-0- Ren ve
_y . 33,9 173,3 14,3 Lamsal,
palmitoilglukopiranoz
2017
5-O-palmitoil-L-(+)- Pappalardo
arabinoz 648 173,2 14.3 ve ark.,2017
Yu ve ark.,
6-0-glukoz stearat 34,5 174,2 22,1 2007
1,6-diagil-O- Arcos ve
fruktofuranoz 35,0 175,2 14,5 ark., 1998¢

Yukarida adi gecen bilesiklerin (Tablo 4.13) BC-NMR spektrumlarindaki kimyasal
kaymalar1 asagida ayr1 bir tablo halinde verilen bulgulardan yararlanilmistir (Tablo
4.14). Bu calismada yer alan seker esteri 0rneklerinin NMR sonuglari da yine literatiirde
yer alan bazi benzer bilesiklerin BC-NMR verileri dikkate alinarak degerlendirilmistir.
Bu bilesiklerin konfigiirasyonlar1 asagida verilmis ve piklerin isaret ettigi karbon

atomlar1 ayr1 bir tablo halinde sunulmustur (Tablo 4.14).

A7
18 5

0 9. 15 _3_ 1. 12 16
N RV VR L M

Oleik asit (SDBS, no:1035
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HO /CH3

\ CH, 5
6\3/0\1/ \2—0
HO /=5 /0N
VN HO—4 OH 1—OH
4—2  OH S—d
/ \
HO NH,
D-fruktoz (SDBS, no:1139) D-glukozamin (SDBS, no: 11562)
C|)H
10 6 4 4 4 7 8 (N
s/

Hekzadekanoikasit (SDBS, n0:908)

HO—50H 1—OH
\I /
3—4
NH,
D-glukoz 6-fosfat dipotasyum tuzu
(SDBS, n0:10390)

CH,
H,C
OH
HO
OH
HO OH

D-glukoz dietil ditiyoasetal
(SDBS, no: 19644)
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Tablo 4.14 SDBS veritabaninda yeralan bazi bilesiklere ait '*C pikleri

SDBS No:

Kimyasal Kayma Degerleri 6 °C (ppm)

1035

180,58 (C=0), 130,03, 129,74 (oleik asit C2 ve C3), 34,18 (oleik asit C4), 31,99 (oleik
asit C5), 29,73, 29,65, 29,40, 29,14 (oleik asit C6-C13), 27,24 (oleik asit C14), 24,73
(oleik asit C16), 22,74 (oleik asit C17), 14,12 (oleik asit C18).

1139

104,01 (D-fruktoz C1), 82,79 (D-fruktoz C2), 80,76 (D-fruktoz C3), 75,67 (D-fruktoz
C4), 63,60 (D-fruktoz C5), 60,94 (D-fruktoz C6).

908

180,58 (C=0), 34,23 (heksadekanoik asit C2), 32,05 (heksadekanoik asit C3), 29,81
(heksadekanoik asit C4), 29,57 (heksadekanoik asit C5), 29,49 (heksadekanoik asit
C6), 29,37 (heksadekanoik asit C7), 29,21 (heksadekanoik asit CS8), 24,80
(heksadekanoik asit C9), 22,79 (heksadekanoik asit C10), 14,14 (heksadekanoik asit
CI11).

11562

93,30 (D-glukozamin C1), 74,28 (D-glukozamin C2), 72,83 (D-glukozamin C3),
70,91 (D-glukozamin C4), 61,92 (D-glukozamin C5), 56,19 (D-glukozamin C6).

10390

94,35 (D-glukoz 6-fosfat dipotasyum Cl), 76,99, 76,26 (D-glukoz 6-fosfat
dipotasyum C4), 73,56 (D-glukoz 6-fosfat dipotasyum C2), 72,58 (D-glukoz 6-fosfat
dipotasyum C3), 64,85 (D-glukoz 6-fosfat dipotasyum C5), 61,25, 61,15 (D-glukoz 6-
fosfat dipotasyum C6).

19644

75,22 (D-glukozdietilditiyoasetal C1), 71,84 (D-glukozdietilditiyoasetal C2), 71,32
(D-glukozdietilditiyoasetal C3), 69,75 (D-glukozdietilditiyoasetal C4), 63,27 (D-
glukozdietilditiyoasetal C5), 53,86 (D-glukozdietilditiyoasetal C6), 24,34, 24,28 (D-
glukozdietilditiyoasetal C7 ve C8), 14,49, 14,38 (D-glukozdietilditiyoasetal C9 ve
C10).

4.4.2 "H-NMR verileri

'H-NMR spektroskopi, bir organik molekiiliin hidrojen atomlar1 hakkinda yapisal bilgi

vermektedir. Bu ¢alismada sentezlenen seker ester 6rneklerinin BC-NMR ile belirlenen

molekiil yapilarimi teyit etmek i¢in bir fruktozoleat 6rnegi (9K, 6-O-fruktoz oleat)

temsilen secilmistir. Elde edilen analiz sonuglari, proton kaymalari, bir tabloda

sunulmustur (Tablo 4.15). Bu sonuglar1 degerlendirmek icin son yillarda yapilan bazi

benzer caligmalar referans alinmistir. Literatiirde yer alan bu ¢aligmalarda s6z konusu

iirinlerin molekiil yapilart ve "H-NMR pik degerleri ve bu degerlerin atanmasina iliskin

sonuglar bir tablo haline getirilmistir (Tablo 4.16). Asagida goriilecegi iizere, fruktoz

oleat 9K’nin proton dagilimi, literatiir bulgularindaki proton kayma degerlerine
benzerlik gostermistir (Tablo 4.15; Tablo.4.16, bilesikler: SDBS 1035, SDBS 12652, ve
SDBS 2549). Bu analizde en ¢arpici bulgu, 10-14 ppm’de bir pik ile ifade edilen COOH

protonunun 9K fruktoz oleat 6rneginde goriilmemesidir (Balci, 2011).
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Tablo 4.15 Bir fruktoz oleat 6rneginin (9K) 'H-NMR sonuglari

"H-NMR (400 MHz) 6 'H (ppm)

Fruktoz IK

C2,C3,C4 2,49-2,50 (m, 3H)

Cé6 2,40 (s, 2H)
CH,-O-CO 3,26 (s, 2H)

OH 4,18 (s, 4H)

Oleik asit

C2 2,16 (t, 2H, J=7,32 Hz)
C3 1,48 (t, 2H, J=6,83 Hz)
C4,6,13, 14 1,23 (s, 8H)
Cs5,7,12,15,16, 17 1,14 (s, 12H)

C9, C10 5,31 (t, 2H, J=4,39 Hz)
CH; 0,86 (t, 3H, J=4,40 Hz)

3,66 ve 3,72
R—
* 0 OH\_/G,ZG
420 e 4,174,294
3,60 ve 3,79
493 e 5,02/A a
3,70 e 3,93 N OH

5-O-palmitoil-L-(+) arabinoz (Pappalardo ve ark.,2017)

OY«:H )z~ _~CHs

4,34 ve 446\ _-C

3,36
HO Y ?,84
OH 4,82
3,71 (CH>)
— o~ ChH,

Ok|_|\3,47

a-butilglukozidoleat (Bousquet ve ark., 1998)
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0 0,87

22877 WCW

1,51
1,25

HO OH
OH

6-O-palmitoilglukopiranoz (Ren ve Lamsal, 2017)

A7
18 5

10 9 15 M
\8/ \6/ 9

14

1216

AN
d 173 T X

7N

Oleik asit (SDBS, no:1035)

HO

|
14 9 13 7
18 /8\1 1/15\5/4\6/3§2/ \12/ \1 % 4 \1/

(R-(Z))-12-hidroksi-9-oktadekenoik asit

(SDBS, n0:12652)

B B
H H
G
; ¢ (CH2)s
HsC—(CH )3 Hg D
X 0

cis,cis-9,12-octadecadienoyik asit

(SDBS, n0:2549)
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Tablo 4.16 SDBS veritabaninda yer alan bazi1 bilesiklerin proton kayma degerleri

SDBS
No:

'H Kayma Degerleri (5,ppm)

1035

5,34 (2H, oleik asit C2, 3-H), 2,344 (2H, oleik asit C4-H), 2,011 (2H, oleik asit C14-H),
1,631 (2H, oleik asit C16-H), 1,35 (2H, oleik asit C13-H), 1,31 (6H, oleik asit C7, 11, 12-
H), 1,27 (10H, oleik asit C9, 8, 10, 5, 17-H), 0,879 (3H, oleik asit C18-H).

2549

11,0 (IH, cis, cis-9,12-octadecadienoyik asit CA-H), 5,58, 5,12 (4H, cis, cis-9,12-
octadecadienoyik asit CB-H), 2,764 (2H, cis, cis-9,12-octadecadienoyik asit CC-H), 2,33
(2H, cis,cis-9,12-octadecadienoyik asit CD-H), 2,03 (4H, cis,cis-9,12-octadecadienoyik asit
CE-H), 1,63 (2H, cis,cis-9,12-octadecadienoyik asit (CF-H), 1,10, 1,53 (14H, cis, cis-9,12-
octadecadienoyik asit CG-H), 0,90 (3H, cis,cis-9, 12-octadecadienoyik asit CJ-H).

12652

6,5 (1H, R-(Z))-12-hidroksi-9-oktadekenoik asit C4-OH), 5,535 (1H, R-(Z))-12-hidroksi-9-
oktadekenoik asit C2-H), 5,396 (1H, R-(Z))-12-hidroksi-9-oktadekenoik asit C3-H), 3,639
(1H, R-(Z))-12-hidroksi-9-oktadekenoik asit C4-H), 2,328 (2H, R-(Z))-12-hidroksi-9-
oktadekenoik asit C7-H), 2,216 (2H, R-(Z))-12-hidroksi-9-oktadekenoik asit C6-H), 2,033
(2H, R-(Z))-12-hidroksi-9-oktadekenoik asit C14-H), 1,623 (2H, R-(Z))-12-hidroksi-9-
oktadekenoik asit C16-H), 1,465 (2H, R-(Z))-12-hidroksi-9-oktadekenoik asit C5-H), 1,31
(16H, R-(Z))-12-hidroksi-9-oktadekenoik asit C8, 9, 10, 11, 12, 13, 15, 17-H), 0,883 (3H,
R-(Z))-12-hidroksi-9-oktadekenoik asit C18-H).

4.4.3 HSQC verileri

'H-NMR ve "C-NMR sonuglarim bir baska ydntemle desteklemek amaciyla bir ester

ornegi secilerek HSQC (Heteronuclear Single Quantum Correlation) analizine tabi

tutulmustur. HSQC temelde, '"H-NMR ve C-NMR analizi sonuglarinin iki boyutlu bir

grafik {izerinde cakistirilmasindan ibarettir. iki eksende yer alan karsilikli degerlerin

kesisim noktalar1 hidrojen baglayan karbon atomlarinin saptanmasini saglamaktadir.

'H-NMR spektrumlarmi C-NMR spektrumlar ile iligkilendirerek desteklemek ve

seker ester bilesiklerinin yapilarin1 kanitlamak amactyla prototip olarak segilen glukoz

oleat 100 bilesigine tek bag "H-">C iliskilerini gosteren HSQC deneyi uygulanmustur.

oH ﬁ
HO\3/4\5’6\0/1\2/3\4/5\6/7\8/9§10/11\12/13\14/15\16/17\18
RE

OH

D-Glukoz + Oleik asit
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174,77 ppm’deki ester grubuna ait oldugu diigiiniilen C atomu HSQC spektrumunda
herhangi bir etkilesim gostermemistir. Bu veri °C-NMR’da 174,77 ppm’de gdzlenen

pikin ester fonksiyonel grubuna ait olan C atomuna ait oldugunu kanitlamaktadir.

agik zincir glukoz H2 oleik asit H8-H11 oleik asit H3 oleik asit H7,12,16
100
siklik glukoz H3 BMEQ

oleik asit CH,

siklik glukoz H1
oleik asit
€9, C10
ppm

oleik asit CH
\ ,
oleik asit C3 ’

oleilk asit C8-11 : - 20

oleik asit C7,12,16 — . = 7
DMSO —— - 40

siklik glukoz C5
- 60
siklik glukoz C4
- 80
siklik glukoz C1 ——n— q
L]
acik zincir glukoz C2 —_— 100
veya
siklik glukoz C1
-120
oleik asit C9,C10 — g

—140
~160
~180

T T
9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

Sekil 4.1 Bilesik 100°’niin HSQC spektrumu (0-180 ppm).
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Tablo 4.17 Bilesik 100 niin proton tastyan BC-NMR (HSQC) verileri

Karbon konumu 0 ppm

CH,COO 174,77

oleik asit C-9 ve 10 128,17 ve 130,02

acik zincir glukoz C2 97,34
siklik glukoz C-1 92,66
siklik glukoz C-4 77,19 ve 70,72
siklik glukoz C-3 73,52

oleik asit C-7, 12, 16 31,35

oleik asit C8-11 27,01
oleik asit C-3 25,64 ve 24,95
oleik asit CH; 14,36

Buraya kadar verilen bilgilerden, tez projesi kapsaminda bir ¢ok seker esterinin
tiretildigi ve bunlarin dogru karakterizasyonu i¢in gerekli ve imkanlar dahilinde tim
yontemlerin kullanildig1 sdylenebilir. Bu calismayr orijinal kilan asil sonug, K ile
simgelenen kontrol oOrneklerinde ester sentezinin %100’e yakin bir verimde ve
enzimatik yontemle sentezlenen ester drnekleri ile ayn1 konfigilirasyonda iiretilebilmis
olmasidir. Bu bilgi literatiirde mevcut degildir. Cogu benzer arastirma, kontrol
orneklerinde herhangi bir ester iriine rastlanmadigi dogrultusunda bulgu ifadeleri
icermektedir. Bu g¢alisma bir yandan kontrol deneylerinin tekrarlanmasi gerektigini
diisiindiiriirken bir yandan da ticari enzimlerin seker esterlerinin sentezindeki roliini

tartisilir hale getirmistir.
4.5 Organik Ortamlarda Seker Coziiniirligii

Fruktoz, glukoz ve riboz farkli organik ortamlarda ve 25 °C ve 55 °C’de benzer
cOziiniirlik ozellikleri gostermektedir (Tablo 4.18). Sicaklik arttikca ¢oziintirlik de

artmaktadir. Bu nedenle, yiiksek tepkime sicakliklarinin, ¢éziinmiis seker miktarina

109



bagl olarak, tepkime hizin1 artirmasi beklenir (Arcosa ve ark., 1998a). Denemeler
sonunda en uygun ¢dziicinin DMSO-TBU ve DMSO-2M2B olduguna karar
verilmistir. Dimetilsiilfoksit 10 ml’de yaklasik 3 g seker ¢ozebilmektedir. Sentez
tepkimelerinde DMSO seker ¢oziicli olarak ve miimkiin oldugu kadar en diisiik oranda
kullanilmistir. Ciinkli enzim aktivitesini inhibe etmektedir. TBU ve 2M2B seker
cozmemekle birlikte, enzim aktivitesini koruduklari ve DMSO ile faz olusturmadiklari

icin se¢ilmistir. Seker esteri sentez tepkimeleri 55 °C’de yapilmistir.

Tablo 4.18 Fruktoz, glukoz ve ribozun organik ortamlarda ¢oziiniirligii

Coziicii D-Glukoz D-Fruktoz D-Riboz
DMSO + + +

2M2B - -
TBU - =
Hekzan - - -
Piridin + + +
Etanol - = +
Metanol + + +
Kloroform - - -
Aseton - - -
Asetonitril - = -
Dietil eter - - -
Petrol eter - - -
dH,0O + + +

Diklormetan - - -
DMF + + +
THF - - -

Tablo 4.19 Sentezlenen seker esterlerin ¢ozliniirliigi

Coziicii Seker esteri (iiriin)
DMSO +
Hekzan +
Etanol +
Aseton +
dH,O +
Diklormetan -
THF -
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Oneri

1. Seker ve yag asidini tek bir omurga olarak kullanip, seker birimini amino asit, asetil,
fosfat, karboksil ve siilfat, gibi fonksiyonel gruplarla zenginlestirerek yliksek ve kontrol

edilebilir biyolojik aktiviteye sahip bilesikler iiretilebilir.

2. Prokaryotlar tarafindan iiretilen ikincil nesil antibiyotik olabilme 6zellikleri tasiyan

ikincil metabolitlerin analoglar1 sentezlenebilir.
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