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Bu calismada, tiirevleri ilag¢ sanayisinde kullanilan 1-fenil-1-propanoliin su aktivitesi kontrollii
ortamda lipaz katalizli esterlesme tepkimesi ile kinetik rezoliisyonu gergeklestirilmis ve
tepkimeye etki eden lipaz kaynagi, acil verici tiirii, ¢oziicii tiiri, sicaklik, molekiiler elek miktari
ve su aktivitesi parametreleri incelenmistir. Caligmalarin ilk agamasinda, dncelikle farkli serbest
(Candida antartica Lipaz B, Porcine pancreatic Lipaz, Candida antartica Lipaz A,
Pseudomonas flouresans) ve tutuklu enzimler (Novozym 435, Lipozym TL IM, Lipozym RM
IM, Amona Lipase PS-CI(immobilized on ceramic)) ile ¢alisilarak enzim kaynagi secilmis ve
tutuklamanin enzim aktivitesini arttirdigr goézlenmistir. Daha sonra sirasi ile agil verici tiirii
(miristik asit, lauric asit, kaprik asit, hekzanoik asit, valerik asit, stearik asit), ¢Oziicli tiirii
(oktan, siklohekzan, 2-2-4-trimetilpentan, tersiyer butil metil eter), molekiiler elek miktar1 (0-
500 g) ve sicaklik (0-50°C) parametreleri incelenmis ve 1-fenil-1-propanoliin kinetik
rezoliisyonunda, en uygun kosullar olarak Novozym 435 Kkatalizorliigiinde 40°C’de 300 mg
molekiiler elek (a,=0.32), trimetilpentan ¢oziicii ve kaprik asit agil verici olarak kullanildiginda
%68 doniisiimde elde edilen ee degeri %92 olarak belirlenmistir. Calismanin ikinci asamasinda
ise tepkime farkli su aktivitesi degerlerinde gerceklestirilmistir. Bu deneylerde, su aktivitesinin
tepkime boyunca sabit tutulabildigi doygun tuz giftleri [Na,HPO4(7/12) (ay:0.90),
NaySO4(10/0)(ay:0.76) NayHPO4(2/7)(aw:0.69), C,H3NaO,(3/0)(ay:0.33), MnCl,(2/4)
(aw:0.33), MgCl,(6/0) ( a,:0.06)] ile a,, kontrolii ve baslangi¢ su aktivitesinin belirlendigi
doygun tuz ¢ozeltileri [(K,Cr,O7 (aw:0.98), NaCl (0.75), (MgNO;).6H,O (ay:0.54),
CH;COOK (ay:0.23), LiBr (ay:0.15), LiCl (0.11)] ile a, kontrolii yéntemleri kullanilmustir.
Doygun tuz ¢iftleri kullanilan deneyler dort farkli substrat derisiminde(50mM, 168 mM, 250
mM ve 330 mM) gergeklestirilmis ve substrat derisiminin tepkime baslangi¢ hizina (rp) ve ee’ye
etkisi incelenmistir. Tuz giftleri ile a,, kontroliiniin yapildig1 deneylerde, her substrat derigimi
icin en yiliksek ee degerleri a, 0.33 de elde edilmis ve en iyi sonuglara diisiik substrat
derisiminde (50mM), %55 doniisimde en yiiksek ee (%91) MnCl, (6/0)(aw:0.33) tuzu ile
ulagilmistir. Doygun tuz ciftleri ile yapilan deneylerde su aktivitesi degeri arttik¢a 1o ‘in arttig1
fakat ee’nin azaldig1 goézlenmistir. LiBr (ay:0.11) tuzu ile %49 doniisiimde ee % 88 olarak elde
edilmistir.

Aralik 2007, 116 Sayfa
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ABSTRACT

Master Thesis

KINETIC RESOLUTION OF ENANTIOMERICALY PURE 1-PHENYL-1-PROPANOL BY
LIPASE CATALYZED ESTERIFICATION

Ayse Pinar AKLAN

Ankara University
Graduate School of Naturel and Applied Science
Department of Chemical Engineering

Supervisor : Assoc. Prof. Dr. Emine BAYRAKTAR

In this study; the kinetic resolution of 1-phenyl-1-propanol an important intermediate in
pharmaceutical industry, was carried out by lipase cayalyzed esterification reaction under
controlled water activity and the effects of lipase resourse, acyl donor type, solvent type,
temperature, moleculer sieve amount and water activity parameters were investigated. At the
first stage of the studies, primarily lipase resourse was selected by working with the native
(Candida antartica Lipase B, Porcine pancreatic Lipase, Candida antartica Lipase A,
Pseudomonas flouresans) and immobilized lipases (Novozym 435, Lipozym TL IM, Lipozym
RM IM, Amona Lipase PS-CI (immobilized on ceramic)).It is observed that the enzyme activity
is increased by immobilization. Later on, the acyl donor type (myristic acid, lauric acid, capric
acid, hexanoic acid, valeric acid, stearic acid), solvent type (octane, cyclohexane, 2-2-4-
trimethylpentane, ter-buthylmethylether), moleculer sieve amount (0-500 mg) and temperature
(0-50 °C) parameters were investigated. In the kinetic resolution of 1-phenyl-1-propanol with
the catalysis of Novozyme 435, when 300 mg moleculer sieve (a, = 0.33) at 40°C 2-2-4-
trimethylpentane as solvent and capric acid as acyl donor were used, obtained ee% value 92% at
the 68% conversion was specified as the best conditions. In the second stage of the study; the
reaction was carried out at different water activity values. In those reactions, salt hydrated pairs
that holds the water activity constant during the esterification reaction period [Na,HPO4(7/12)
(aw:0.90), Nay;S04(10/0) (ay:0.76) NaaHPO4 (2/7) (aw:0.69), C,H3NaO,(3/0)(ayw:0.33),
MnCl(2/4)(ayw:0.33), MgCl,(6/0) (ayw:0.06)] was used to control a,, and secondly saturated
salt solutions [(K;Cr,07 (ay:0.98), NaCl (ay:0.75), MgNO;.6H,0 (ay:0.54), CH;COOK
(aw:0.23), LiBr (ay:0.15), LiCl (aw:0.11)] was used to set the initial a,. The reactions in
which salt hydrated pairs used, was carried out at four different subtrat concentration to
investigate the effect of substrat concentration on the ee value and the initial rates (ry). For every
substrate concentration maximum ee value was obtained at a,,=0.33 and best results obtained at
low substrate concentration (50 M) at 55% conversion, 91% ee and with MnCl,(6/0). In the
reactions which are carried out with saturated salt solutions, it was observed that ee value was
decreased when the a,, value increased. The best result obtained with saturated salt solutions are
88% ee with the convertion 49%.

December 2007, 116 pages

Key Words: 1-phenyl-1-propanol, kinetic resolution, water activity, salt hydrated pair,
saturated salt solutions
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SIMGELER DiZIiNi

Ay Su aktivitesi

Co Baslangic derisimi

E Enantiyomerik oran

ee Enantiyomerik asirilik

ee(P) Uriin igin enantiyomerik agirilik
ee(S) Substrat i¢in enantiyomerik asirilik
f Fugasite

kg, ks, ki, ko Hiz sabitleri
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N Karistirma hizi
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Pi° Saf suyun ayni sicakliktaki doygun buhar basinci
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1. GIRIS

Viicudumuzdaki bircok hayati molekiil optik¢e aktif bir diger deyisle asimetriktir.
Enzimlerin viicuttaki fonksiyonlarinin segiciligini saglayan faktor de yine asimetrikliktir.
Asimetriklik, maddenin sadece tek bir enantiyomer halinde bulunmasidir. Enantiyomerin
ayrilmasi biyokimya, kozmetik, gida ve oOzellikle farmasotik sektorlerinde Onemlidir.
Bunun nedeni genel olarak enantiyomerlerden yalnizca bir tanesinin biyolojik olarak aktif
olmasi ya da farmakolojik agidan ilgi gérmesidir. Istenmeyen enantiyomer safsizlik olarak
nitelendirilir, yan etki ve toksik etki gOsterebilir ya da diger enantiyomerin etkisini
azaltacak yonde etki gosterebilir. Ozellikle ilag etken maddelerinde istenmeyen

enantiyomerin % 0.1 seviyesine diistiriilmesi istenir (Kordikowski et al. 1998).

Optikce aktif saf enantiyomerler hedefe spesifiktirler ve rasemik karisimlardan daha az yan
etkiye sahiptirler. Cogu firetici iki enantiyomer iceren veya rasemat bilesikler yerine
optikce aktif tek enantiyomeri tercih etmektedirler. Dolayisiyla ilag olarak kullanilabilecek
aktif enantiyomeri ayirmak, diger enantiyomerin hastada olusturdugu olumsuz etkileri
engellemek acisindan biiylik onem tagir. Tek enantiyomerli ilag satiglar1 diinya ¢apinda
stirekli olarak biiylimektedir. Bu da giiniimiizde ila¢ sektoriinde optikge aktif ilaglarda

enantiyomerlerin ayrilmasinin 6nemini gostermektedir.

Enantiyomerik safliktaki kiral alkoller pek ¢ok farmakolojik iiriiniin ¢ikis maddesidir.
Sekonder alkol olan 1-fenil-1-propanol tlirevleri ila¢ etken maddesi olarak farmasotik

sanayinde genis kullanim alanina sahiptir (http://en.wikipedia.org/wiki/Pseudoephedrine).

Enantiyomerik olarak saf iiriinlerin elde edilmesinde biyokatalitik {iretim, enzimlerin 1liml
kosullarda galigmasi, stereose¢imli olmalar1 ve bozunma izomerizasyon ve rasemizasyon
gibi yan tepkimeleri engellemesinden dolay1 daha avantajhidir.

Esterlesme, transesterlesme ve hidroliz tepkimelerini organik ortamda katalizleyebilen lipaz

enzimi, endiistriyel uygulamalarda yaygin olarak kullanilir.



Organik ¢oziiciilerle c¢alisilan ortamlarda enzim aktivitesini etkileyen O6nemli
parametrelerden biri ortamin su igerigidir ve en iyi sekilde su aktivitesi (ay) ile agiklanir. Su
aktivitesi; suyun belli bir sicaklikta iizerinde bulunan su buharina ait kismi basincinin, ayni

sicaklikta saf suyun buhar basincina oranidir.

Su aktivitesi enzimle birlikte olan su miktarinin belirlenmesi enzimin dolayisi ile proteinin
katalitik aktivitesini belirlemede yardime1 olur. Tepkime ortaminin su aktivitesi literatiirde

tanimlanmig birkag¢ yontemle kontrol edilebilir.

Biyokatalitik {iretim kimyasal yolla yapilan {retime oranla daha avantajhidir.
Biyokatalizorlerin gergeklestirdigi tepkimeler ¢evre i¢in tehlike arz etmez. [liml kosullarda
tepkimeleri gergeklestirdiklerinden dolay1r bozunma, izomerizasyon ve rasemizasyon gibi
istenmeyen yan tepkimeler Onlenir. Biyokatalizorler sayisiz tepkimeleri katalizleyebilirler
ve stereosecimlilikleri yliksektir. Bu nedenlerle biyokatalitik olarak farmasotik iiriinlerin
sentezi ve optik olarak saf ilaglarin stereosecimli olarak elde edilmesi i¢in katalizor olarak
enzim ya da mikroorganizmalarin kullanimi biiyiik 6l¢lide dnem kazanmis ve biyolojik

katalizorlerin kullanildig1 ¢aligmalar giderek artmustir.

Bu tez calismasinda, (R,S)-1-fenil-1-propanoliin lipaz katalizli esterlesme tepkimesi ile
kinetik rezoliisyonu ile R ve S enantiyomerlerin birbirinden en yiiksek verimle ayrilmasi
amaclanmistir. 1-fenil-1-propanoliin lipaz katalizli esterlesme tepkimesi ile kinetik
rezollisyonuna, lipaz kaynagi, ¢oziicii tiirii, agil verici tiirli, sicaklik etkisi, tutuklama islemi
ve su aktivitesi parametrelerinin etkisi incelenmistir. Su aktivitesi tuz ¢iftleri ve doygun tuz
cozeltileri kullanilarak kontrol edilmistir. Tuz hidrat cifleri ile yapilan a, kontroliinde
ayrica; tuz miktari, tuz cinsi, substrat derisimi parametreleri incelenmis ve tepkime
baslangi¢c hizlar1 belirlenmistir. Her iki kontrol yonteminde tuzlarin enzim aktivitesine

etkileri incelenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI
2.1 Stereokimya

Stereokimya, molekiillerdeki atom veya gruplarin {i¢ boyutlu diizenlemeleridir. Ayna
goriintiisii ile st liste ¢akigsmayan bir nesne kiraldir. Genel olarak w, x, y ve z gibi dort
farkli atom ya da grubunun bagli oldugu karbon igeren molekiiller kiral molekiiller olarak
adlandirilirlar ve bu karbon merkezide sterojenik merkez olarak tanimlanir (Sekil 2.1).
Stereojenik merkez ayrica kiral merkez, asimetrik merkez ve stereomerkez olarak da

adlandirlir (Sekil 2.2).

A% W /Stereojenik merkez
. .C

Sekil 2.2 Klordiflorometanin ayna goriintiileri

[zomerler, ayn1 molekiil formiiliine sahip olan farkli bilesiklerdir. Sekil 2.3’te de belirtildigi

gibi tiim izomerler ya geometrik (yapisal) ya da optik izomerler (stereoizomerler) dir.



izomerler

Yapi izomerleri Stereoizomerler

Geometrik izomerlik Optik izomerlik
(Cis-Trans izomerligi) -Enantiyomerler
-Diasteromerler

Sekil 2.3 Izomerlerin smiflandirilmasi
2.1.1 Yapisal izomerler
Bu tiir izomerler baglanma yoniinden farklilik gdsterirler. Diger bir degisle, atomlarin

birbirlerine baglanis siralart farkhidir. Bu yapiya Ornek olarak n-biitan ve izobiitan

verilebilir (Sekil 2.4).

H

|
H—C—H
H H H H T T

P A R

] ]
H H H H H H H
SR izo hiitan

Sekil 2.4 n- biitan ve izobiitan (metil propan)’in geometrik izomerleri

Biitanda diiz zincir halinde dort karbon atomu siralanirken, izobiitanda tiglii karbon zinciri

ve ikinci karbonda dallanma goriilmektedir.



2.1.2 Stereoizomerler

Stereoizomerler, ayni sirayla birbirine baglanmis ayn1 atomlardan olusan, fakat degisik ii¢
boyutlu yapilar1 olan bilesiklerdir. Enantiyomerlerin saf ¢ozeltileri diizlem polarize 15181
ayni derecede farkli yonlerde g¢evirirler. Bu nedenle, stereoizomerler ayn1 zamanda optik
izomerler olarak da adlandirilir. Optikce aktif molekiiller polarize 15181 belli bir agida
cevirirler. Bu aciya optik donme agis1 denir. Maddeden maddeye gore degistigi icin

maddelerin ayirt edici 6zellikleri arasindadir.

Stereoizomerler;
= Optik izomerler (Enantiyomerler)
»  Geometrik izomerler

olarak gruplandirilirlar.
2.1.2.1 Diastereomerler
Diastereoizomerler, bir molekiil i¢inde bir taneden fazla stereo merkez bulundugu zaman

ortaya ¢ikan enantiyomerik olmayan izomerlerdir. 2,3-Dibromobiitanin iki stereoizomeri

Sekil 2.5’de gosterilmistir.

CHs CHs
H— D H—
H m—t e 5 B ! e
CHs CHs
mezo-2,3-Dibromobiitan (2S,35)-2,3-Dibromobiitan

Sekil 2.5 2,3-Dibromobiitanin diastereomerleri

Diastereomerler fiziksel olarak farkli iki madde gibi davranirlar. Benzer kimyasal tepkime

verebilirler. Optikge aktif bilesiklerle diastereomerlerin tepkime hizlar1 belirgin farklilik



gosterir. Fiziksel yontemlerle birbirlerinden ayrilabilirler. Biyolojik aktiviteleri tamamen
farklidir (Solomons and Fryhle 2000). Sadece bir kiral merkezde degisiklik gosteren

diastereomerler genelde epimerler olarak adlandirilirlar.
2.1.2.2 Enantiyomerler
Kiral bir objenin her iki formu enantiyomerler olarak adlandirilirlar. Kiral objeler, Sekil

2.6’de goriildiigii gibi ayna goriintiisiiyle iist liste konulup ¢akistirilamaz. Kiral olmayan

objeler ise, ayna goriintiileriyle iist iiste konulup ¢akistirilabilirler.

Sekil 2.6 Kiral Obje

Kiral bilesiklerde, sp3 hibritlesmesine ugramis tetrahedral bir karbon atomu CR;R;R3R4
gibi dort farkli bagli grup tasir. Bu karbon atomu asimetrik karbon olarak adlandirilir. C*
ile gosterilir. Optikce aktif her maddenin iki tane enantiyomeri vardir (Sekil 2.7). Bunlarin
optik donme agilar1 rakam olarak ayni ama isaret olarak tam terstir. Chan-Ingold-Prelog

sistemine gore biri (R) iken digeri (S) enantiyomeri olustururlar.

OH
OH

ZT

HO

HO
HO

(S)-Adrenaline (R)-Adrenaline

Sekil 2.7 Adrenalin molekiiliiniin enantiyomerleri



2.1.3 Enantiyomerlerin biyolojik etkileri

Enantiyomerlerin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri ayni olmasina ragmen biyolojik etkileri
birbirinden tamamen farklidir. Uzayda atomlarin diizenlenmesine bagli olarak farkl
ozellikler gosterebilirler. Ornegin Ibuprofen’in agr1 kesici 6zelliginden sorumlu olan S
enantiyomeridir. R enantiyomeri ise aktif degildir. Ayrica Avrupa da yatistirict ve mide
bulantisini 6nleyici bir ilag olarak kullanilan Talidomit’in R enantiyomeri yararli 6zellikleri
gosterirken S enantiyomerin teratojenik etki yaptigi ve 2000 den fazla kadin tarafindan
dogrulan c¢ocuklarda ciddi boyutlarda dogum kusurlarina sebep oldugu tespit edilmistir.
Bunun disinda Penisilamin, terpen alkol ve asparajinin gibi bircok maddenin
enantiyomerleri farkli 6zellikler gostermektedir (Sekil 2.8). Ilag etken maddesinde
istenmeyen enantiyomerin % 0.1 seviyesine diisliriilmesi istenir. Bu nedenle de bu
enantiyomerlerin ayrilmasi farmakoloji endiistrisi i¢in biiyiik 6neme sahiptir (Kordikowski
et al. 1998). Rasematdaki izomerlerden yalnizca bir tanesinin aktif olmasindan dolay1
optikce aktif bilesiklerin kullanim1 biyokimya, farmasotik gida ve parfiim enddistrisi i¢in
onemlidir. Cogu iiretici iki enantiyomer iceren veya rasemat bilesikler yerine optikce aktif
tek enantiyomeri tercih etmektedirler. Dolayisiyla ilag olarak kullanilabilecek aktif
enantiyomeri ayiwrmak, diger enantiyomerin hastada olusturdugu olumsuz etkileri

engellemek agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir.
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Sekil 2.8 Penisilamin, terpen alkol ve asparjinin enantiyomerlerinin biyolojik etkileri

2.2 Rasemik Karisimlarin Ayrilmasi (Rezoliisyon)

Rasemik karigimlarin enantiyomerlerini ayirmak i¢in enantiyose¢imli enzimler kullanilmasi
bir secenektir. Kimyasal yontemlerle bu ayirmanin yapilabilmesi olduk¢a zordur. iki
enantiyomerin birbirinden ayrildig1 ayirma proseslerinde, istenen enantiyomerin maksimum
verimi % 50 ile smurlhidir. Rasemik karigimda istenmeyen enantiyomer rasemizasyonla
istenilen enantiyomere doniistiiriiliir. Hidrolitik enzimlerin ¢ogu, enantiyosecimli hidroliz

ile rasemik bir karisimin ayrilmasi sonunda optikge aktif bilesenlerin elde edilmesinde

kullanilmaktadirlar.



2.3 Enantiyomerik Olarak Saf Bilesiklerin Elde Edilmesi

Enantiyomerik saflikta (ee>% 99) ya da enantiyomerik acidan zenginlestirilmis bilesiklerin
sentezinde kullanilan metotlar genel olarak baslangic maddesinin tiirline bagl olarak Sekil

2.9’da gosterildigi gibi tice ayrilabilir (Ghanem et al. 2004) .

Kiral substratlar Rasematlar Prokiral substratlar
Rezoliisyon
Sentez Kinetik Kristalizasyon Kromatografi — Asimetrik Sentez
. / \ Biyokatalizor
Enzimatik Klmrasal

|| Enantiyomerik saflikta bilesik

Sekil 2.9 Enantiyomerik olarak saf bilesiklerin elde edilmesi
2.3.1 Stereosecimli sentez
Stereosecimli sentez, kiral havuz bilesikleri adi verilen kiral baglangi¢ substrati ve

kimyasal ya da biyolojik kiral ayirict ve kiral g¢evre kullanilarak akiral bilesiklerle

gerceklestirilebilir (Sekil 2.10).



Sekil 2.10 Stereosecimli sentez

2.3.1.1 Kiral baslangi¢ substrati

Doga optik olarak saf olmasa da optik olarak aktif materyallerin biiyiik bir kismini iiretir ve
buda asimetrik sentez i¢in baslama noktasi olarak kullanilir. Alkoloidler, terpenler, sekerler,
o-amino- ve a-hidroksi asitler- kiral havuzu olusturan materyallerdir. Stereosecimli sentez
i¢in kiral havuz yontemine bircok érnek verilebilir. Ornek olarak (R)-limonen portakal suyu
endiistrisinin yan iriinii olarak portakal kabugundan izole edilir ve nane tadin1 veren ana

bilesen (R)-karvon’un ticari liretiminde baslangi¢c materyali olarak kullanilir.

2.3.1.2 Kiral ayircilar (Kiralite Faktorii)

Rasemik olmayan kiral ayiricilar stereosecimli  sentezde tepkime {iriinlerinde
stereosecimliligi tesvik etmek i¢in kullanilir ve kimyasal ya da biyolojik olabilir. Ayirict
kiral kismi kovalent olarak kiral olmayan prokiral substrata baglanir ve stokiyometrik
miktarlarda tepkime ortaminda olmalidir. Tepkimeden sonra kiral ayirict ortamdan
uzaklastirildiginda optik olarak aktif {irlinler elde edilir ve basarili bir tepkimede kiral

bilesikler yaklasik olarak % 100 optik saflikta elde edilebilir.
2.3.1.3 Kiral cevre
Kimyasal tepkime ortamina kiral ¢oziiciiler ya da kiral ligand gibi katkilar eklenerek kiral

cevre olusturulur. Kiral gevre tepkimenin diastereomerik gegis halinin serbest enerjisini

degistirerek iki diastoremerik yol izinin bir tanesinin gerceklesmesini saglar.
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2.3.2 Rasematlarin rezoliisyonu

Rezoliisyon, bir rasem bilesigin enantiyomerlerine ayrilma islemidir. Bunun igin
kristallendirme basta olmak tizere bir takim fiziksel ve kimyasal yontem gelistirilmistir.

Rezoliisyonun bircok uygulama alani vardir. Ornek olarak ilag olarak kullanilacak bilesik
disimetrik bir molekiil ise bunun sadece bir enantiyomeri etkindir, diger enantiyomerin ilag¢
etkinligi yoktur veya ¢ok azdir. Boyle bir bilesik kimyasal yontemlerle sentezlendiginde
cogunlukla rasem seklinde elde edilir, sonrasinda ise rasemik bilesigin rezoliisyonu
yapilarak etkin enantiyomer elde edilir. Enantiyomerlerin rezoliisyonu i¢in ¢esitli yontemler
gelistirilmistir ve bu yontemler tercihli kristalizasyon, diasteromerlere doniistiirme,

kromatografi ve kinetik rezoliisyon yontemleri olmak iizere dorde ayrilabilir.

2.3.2.1 Tercihli kristalizasyon

Bu yontem endistriyel olgekli ¢aligmalarda yaygin olarak kullanilir. Bu proses teknik
olarak konglomerat formundaki rasematlarla gerceklestirilebilir. Konglomerat esit
miktarlarda iki enantiyomerin kristallerinin mekanik olarak karigimidir. Maalesef tiim
rasematlarin % 20’den daha azi konglomerat oldugundan genelde uygulanabilecek bir

yontem degildir.

2.3.2.2 Diasteromer kristalizasyonu

Rasem bilesigin optikge aktif bir bazin enantiyomeri ile tuzu olusturuldugunda artik bu
olusan tuzlar enantiyomer olmayip diasteromer tuzlardir, dolayisiyla fiziksel 6zellikleri ve
¢Oziiniirliik ozellikleri birbirinden ¢ok farklidir. Uygun bir ¢oziiciide kristallendirilerek
birbirinden ayrilabilir ve ayrilan tuzlar bir mineral asitle etkilestirilerek asidin anyonu
proton alarak serbest hale doniistiiriilebilir. Genel olarak, diasteromer tuzlar olusturmak i¢in

kullanilan optikg¢e organik asitler ve bazlar dogal bilesiklerdir ve tiirleri olduk¢a fazladir.
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2.3.2.3 Kromatografi

Kolon kromotografisinde kolon dolgu maddesi olarak optik¢e aktif katt maddeler (glikoz,
sakkaroz, laktoz gibi sekerler) kullanildiginda kolondan rasem bir bilesigin ¢ozeltisi
gecirildiginde enantiyomerlerden biri digerinden daha giiglii tutulur ve rezoliisyon
gerceklesir. Kolon uzunlugu yeterli ise toplanan ¢ozeltide sadece bir enantiyomer bulunur.

Kolonda tutulmus olan diger enantiyomer ise baska bir ¢oziicii ile alinabilir.

2.3.2.4 Kinetik rezoliisyon

Rasematlarin rezoliisyonunda kullanilan iiglincii yontem ise kinetik rezoliisyondur. Bu
yontemin iyi sonu¢ vermesi kiral girdi ile iki enantiyomerin tepkime hizlarinin farkli
olmasina baghdir. Kiral girdi, biyokatalizér olarak enzim veya mikroorganizma, kimyasal
katalizor olarak kiral metal kompleksi, kiral asit ya da baz olabilir ve ortamda katalitik
miktarda bulunmalidir. Rasemik bilesiklerin kinetik rezoliisyonu lipazlarin katalizledigi
doniisiim tepkimelerinden en yaygin olanidir ve lipaz enzimi rasemik karisimdaki iki
enantiyomer arasinda ayrim yapabilir. Dolayisiyla bir enantiyomer digerinden daha hizli

tiriine doniistiirtlir (Sekil 2.11).

kg

v

(R)-substrat (P)-iiriin

ks

v

(S)-substrat (Q)-tirtin

Sekil 2.11 Katalitik kinetik rezoliisyon

kr#ks oldugu durumda kinetik rezoliisyon gergeklesir ve tepkime doniisim % 0 ila % 50
arasinda bir degere ulastiginda durdurulur. Ideal durumda bir enantiyomer digerinden daha
hizli tepkimeye girer, ornek verilecek olursa tepkime girdisi (R) tepkimeye giren tek
enantiyomerdir (ks=0). Bu durumda enantiyomerlerin birbirine oran1 50:50 oldugu rasemik

karigimda % 50 doniisiime ulasildiginda karisim ig¢inde % 50 girdi (S) ve % 50 {iriin (P)

12



kalir. Bu yontem tek bir enzim kullanilarak iki enantiyomerin kolay sekilde ayrilmasinda
avantaj saglar. Yaygin olarak kullanilan bir rezoliisyon tiiriidiir ve enantiyomerik saflikta ya
da bir enantiyomerce zenginlestirilmis bilesiklerin elde edilmesinde etkin bir yoldur.
Ancak, bu proseste iki enantiyomerin ayrilmasinda maksimum % 50 verimle enantiyomerik
saflikta bilesik elde edilebilir (Sekil 2.12). Bu kisitlama mezobilesikler ve ya da prokiral
substratlar kullanilarak, istenmeyen enantiyomerin stereodoniisiimii, rasemizasyon ve
istenmeyen enantiyomerin geri dondiirilmesi ve dinamik kinetik rezoliisyon gibi farkli

yontemler kullanilabilir (Sekil 2.13) (Ghanem et al. 2004).

kr

(R)-substrat » (P)-iirlin
ks

(S)-substrat X » (Q)-liriin

Sekil 2.12 Kinetik rezoliisyon

Dinamik kinetik rezoliisyonda enzim katalizli kinetik rezoliisyon ile rasemizasyon birlikte
gerceklestirilir.  Yaygin olarak kullanilan kinetik rezoliisyon ve dinamik kinetik
rezoliisyonda (R)-enantiyomeri (S)-enantiyomerinden daha hizli (R)-iirlinline dontistiirtiliir
(kr>ks) (Sekil 2.12). Dinamik kinetik rezoliisyonun tek fark: (S)- enantiyomeri rezoliisyon
prosesi siiresince izomerlesir, boylece baslangic (R,S)- substratinin tamami (R)-liriiniine
doniisebilir ve ks > kg olmalidir. Maksimum verim % 100 verime ulasilabilir ve

rasemizasyon i¢in kimyasal katalizor olarak asit veya baz kullanilabilir (Ghanem et al.

2004).

Enantiyomerik olarak saf iiriinlerin elde edilmesinde biyokatalitik {iretim, enzimlerin 1liml
kosullarda ¢alismasi, stereosecimli olmalar1 ve bozunma izomerizasyon ve rasemizasyon
gibi yan tepkimeleri engellemesinden dolay1 daha avantajlidir. Esterlesme, transesterlesme
ve hidroliz tepkimelerini organik ortamda katalizleyebilen lipaz enzimi, endiistriyel

uygulamalarda yaygin olarak kullanilir.
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(R)-substrat » (R)-liriin
kras ‘kras
ks
(S)-substrat >.3 » (S)-lirlin

Sekil 2.13 Dinamik kinetik rezoliisyon

2.4 Enantiyosecimlilik

Enantiyosecimlilik gerceklestirilen rezoliisyon tepkimesinde enzimin bir enantiyomere
kars1 diger enantiyomerden ne kadar fazla se¢imlilik gdsterdiginin bir Olgiisii olarak
tanimlanabilir. Enantiyomerik asirilik (ee), Enantiyomerik oran (E) ve % Doniisim
degerlerinin hesaplanmasinda kullanilan denklemler;

Substrat i¢in enantiyomerik asirilik (Chen et al.1982):

% enantiyomerik asirilik (% eer) = ([R]-[S)/[R]+[S]) = 100 2.1
Doniisiim (Suginaka et al. 1996):

X = I-[([RI+[S)/[Ro]*+[So]) ] (2.2)

Enantiyomerik oran, E,enantiyomerlerin tepkime hizlarinin oranidir (Rakels et al. 1993).

Tepkime hiz1 g

E= Tepkime hiz1 g (2.3)
Birinci mertebe tepkime i¢in Michaelis Menten sabitleri cinsinden,

_ ( Vmaks / Km )g
E ( Vmaks / Km )g (2.4)

Tersinmez tepkime i¢in, ee(S), ee(P) ve c’ye bagh olarak E degerleri:
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- In[(1-x)«(1-ee(S)]
e 0 (1 ee® ] 2.5)

_ In[Ilx+«(1-eeP)]
E In [ 1-x+( 1+ ee(P)) ] (2.6)

ees ve eep ve x’e bagli olarak E degerleri (Faber 2000):

In[ (1-x)«(I-ees) ]
In[ (I-x)=«(1+ees)]

Es= (2.7)

Ep= In(l—x)*(1+eep)] (28)
In[ (1-x)=(1-eep)]

2.5 Enzimler

Enzimler canli hiicrelerinde meydana gelen kimyasal tepkimeleri katalizleyen, yani daha
hizli ve daha verimli sekilde gerceklesmesini saglayan cogunlugu protein yapisinda olan

biyomolekiillerdir.

Enzimler iistiin 6zelliklere sahip olup, tepkimelerin yiiksek hizlarda meydana gelmesini
saglarlar. Ornek olarak alkali fosfataz enzimi katalizledigi tepkimeye 10'" mertebesinde bir

hiz artis1 getirir (Richard, 2002).

Enzimler biyolojik sistemlerdeki diizenleyicilerdir. Canli sistemlerde gerceklesen hemen
her tepkime enzimler denetiminde olur. Biyolojik katalizor olarak 6zetlemek miimkiindiir.
Biyokimyasal tepkimelerdeki stereosecimliligin de bas kaynagidirlar. Bu nedenle enzimler,

organik kimyada asimetrik sentez yaparken de siklikla kullanilir.
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Enzimler, sicaklik ve pH degisimlerine karsi ¢cok hassastirlar. Caligma prensiplerinde ¢
boyutlu yapilar1 olduk¢a 6nemli oldugundan sicaklikla da bu yap1 kolaylikla degistiginden
dolay1, enzimler genel olarak yiiksek sicakliklarda inaktif olmaktadirlar. Buna denaturasyon
denir. pH ¢alisma araligi enzimden enzime oldukga degistigi i¢in bir sey sOylemek daha

zordur.

Enzimlerin ¢alisma mekanizmalarma etki eden en O6nemli faktorler; sicaklik, pH’dir.
Sicaklik 10 °C yiikseldiginde tepkime hiz1 iki misli artar; yani tepkime hizinin yiikselmesi,
sicaklikla dogru orantilidir. Fakat belirli bir noktadan itibaren diigmeye baslar ve tamamen
durur. En iyi ¢alisabilecegi sicakliga “Optimum Sicaklik” denir. Enzimler pH degisimine
kars1 ¢cok duyarhidirlar. Genellikle ¢cok fazla asidik ve alkalik ortamda etkisizdirler. Bazi
hallerde enzimler en yiiksek etkinligi belirli bir pH derecesinde gosterirler. Bu pH

derecesine "Optimum pH" denir.

Farmasotik  endiistrisinde  enantiyomerik  saflikta  bilesenlere  ilgiden  dolay1
biyokatalizorlerin kullanildig1 ¢aligmalar artmistir. Enzim ve mikroorganizmalarin katalizér
olarak kullanilmasinin iliman tepkime kosullari, yiiksek bolgesel ve stereo Ozgiilliik ve
yiiksek tepkime hizi gibi avantajlar1 vardir (Secundo et al. 1992). Enzimlerin 6nemli

ozellikleri agsagida 6zetlenmistir.

» [limh tepkime kosullarinda galigirlar. Enzimler, pH 5-8 arasinda genelliklede 7 ye
yakin degerlerde etkilidirler. Enzimler disiik sicaklikta, 2040 °C genellikle viicut
sicakligi olan 37 °C de tepkimeleri katalizlerler.

* Yan iiriin olusturmazlar. Organik kimyasal tepkimelerde az veya ¢ok yan iirlin meydana
gelir. Enzim katalizli tepkimelerde yan {iriin meydana gelmez, verim % 100 diir. Aksi
halde, 6rnegin milyonda bir bile yan iiriin meydana gelse idi, bu zamanla birikerek
yasamin gidisini olumsuz yonde etkileyebilirdi. Bozunma, izomerizasyon,
rasemizasyon ve yeniden diizenlenme tepkimeleri kimyasal olarak gergeklesmez.

= Spesifiktirler. Enzimler sadece bir substrata veya ayni fonksiyonlu grubu olan substrat
serisine kars1 etkindir. Molekiilii yakin olsa bile bunun disindaki maddelere karsi

etkinlik gostermez.
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= Enzim molekiilii biiylik olmakla birlikte, substrat bunun her yerine degil, ‘aktif merkez’
denilen 6zel bir yerine baglanir ve biyokimyasal tepkime orada meydana gelir. Aktif
merkezdeki enzim ve substratin geometrileri birbirine uygundur ve aralarinda anahtar

kilit iliskisine benzer bir iligki vardir (Sekil 2.14).

Sekil 2.14°de substrat {izerinde A, B, C seklinde gosterilen gruplar, enzim iizerindeki uyan
oyuklara sadece bir sekilde yerlesebilir. Ornegin kiral bir molekiilin sadece R sekli

yerlesiyorsa S sekli buraya yerlesemez boylece stereospesifiklik ortaya ¢ikar (Tiiziin 1997).

tepkime veren enantiyomer

— C
Enzim
. B
Urlin
Enantiyomerlerden
biri

Sekil 2.14 Enzim aktif merkezinin stereospesifikligi
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2.5.1 Enzimlerin yapisi

T{im enzim proteinleri genler tarafindan sifrelenir. Dolayisiyla amino asit dizilimi
kendine 6zgiidiir. Baz1 enzimler (pepsin ve iireaz gibi) yalniz proteinden olusmustur.

Fakat diger cogunlugu iki farkli kissmdan meydana gelmistir. Bunlar:

a) Protein Kismi (enzimin apoenzim kismi):

Bu kisim enzimin hangi maddeye etki edecegini saptar.

b) Koenzim Kismi:

Organik ya da inorganik, genellikle fosfattan meydana gelmis, protein kismina goére ¢ok
daha kii¢iik molekiillii bir kisimdir. Enzimde islev géren ve esas is yapan kisim bu kisimdir.
Koenzim kismi genellikle protein kismindan ayrilabilir ve analizlerinde bir¢ok vitamini
blinyesinde bulundurdugu (thiamin, niacin, riboflavin vs.) goriilmistir. Buradan su
genellemeyi yapabiliriz: Biitiin vitaminler hiicrede enzimlerin koenzim kismi olarak 6dev
goriirler. Ne koenzim ne de apoenzim kismi yalniz basina etkindir. Bazi enzimler ortama
yalmz belirli iyonlar eklendiginde etkindirler, 6rnegin bazi enzim zincirine ancak Mg
iyonu eklenince glikozu laktik aside cevirebilir. Tiikiirlikteki amilaz nisastay1 yalniz CI
iyonlarinin bulundugu ortamda pargalayabilir. Canli biinyesinde bulunan eser elementler,

Mn, Cu, Zn, Fe ve diger elementler bu enzimatik islevlerde aktivator olarak kullanilir.

Bazen enzimin ig gorebilmesi i¢in bir metal iyonuna gereksinim vardir. Yani koenzim
kism1 metal iyonu ise (Ca™, K, Mg", Zn"") buna "Kofaktdr" denir. Enzimin etkinlik
gostermesi i¢in gereksinme duydugu organik molekiillere "Koenzim" denir. Bazi
durumlarda koenzim kismi apoenzim kismina kuvvetlice (kovalent) baglanmistir; bu siki
baglanan kisma "Prostetik Grup"; prostetik grupla apoenzim kisminin her ikisine birden de

"Haloenzim" denir.
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Enzimlerin bir kismut sitoplazmaya serbestge dagilmis olarak, diger bir kismi da hiicredeki

bazi yapilara sikica baglanmis olarak bulunur.

2.5.2 Enzimlerin ii¢ boyutlu yapisina etki eden faktorler

Enzimlerin genel yapisina bakildiginda, hidrofobik alifatik karbon gruplarinin enzimin
icine dogru yonlendigi, polar gruplarin ise enzimin dig kismina dogru yonlendigi
gortilecektir. Bu da enzimin yapisinit belirleyen en dnemli etkenin ‘hidrofobik etki’oldugu
goriilecektir. Bunun disinda metal atomlartyla enzimin belirli polar gruplari arasindaki
elektrostatik etkilesimleri eklemek gerekir. Metal katyonlar1 enzimin yapisinda biiyiik roller
tistlenir. Ayrica, enzimin yapisi itibariyle, enzimi olusturan atomlar birbirlerine yakin
oldugu i¢in, dipol momente sahip komsu gruplar arasinda dipol-dipol -etkilesimin

bulundugu ve bunun da enzimin yapisina katki sagladigi bilinmektedir.

Canli hiicrelerde tepkimeler kural olarak 0-50°C; ¢ogunlukla da 20-42°C arasinda meydana
gelir. Bu sicaklikta tepkimelerin olugmasi biyokatalizér denen enzim ya da fermentlerle

olur. Bu, aktivasyon enerjisinin diisiiriilmesi ile olur.

2.5.3 Enzimlerin calisma mekanizmasi

Enzimin hangi substratla ¢alisilacagini saptayan kismi apoenzim kismidir. Apoenzim kismi
ile substrat arasinda bir iligki vardir. Alman kimyaci1 Emil Fischer tarafindan bunun anahtar
kilit uyumu gibi olacagi savunulmustur. Koenzim kismi daha ¢ok kimyasal baga yakin
olarak islev gosterir, Ornegin ester baglarini pargalar vs. Oyle anlasiliyor ki enzimin
apoenzim kismi bir ya da birka¢ yerinden (aktif bolgelerden) substrat molekiiliine yapisiyor
ya da baglaniyor (yani bir enzim-substrat kompleksi olusturuyor) ve bu arada koenzim
kismi substrat lizerindeki baglarla gergek anlamda birlesmeye veya baglanmaya giderek
onu pargaliyor. Enzimlerin kimyasal yapilari, 6zellikle iiglinciil yapilar1 tam olarak
bilinmediginden calisma  mekanizmalar1 da  hala tam anlamiyla acgiklhiga

kavusturulamamustir.

19



2.5.4 Enzimlerin simiflandirilmasi

Enzimler katalizledikleri tepkimeye gore alt1 temel gruba ayrilirlar:

a) Oksidorediiktazlar (EC.1)

Bu enzimler yiikseltgenme-indirgenme tepkimelerini katalizlerler. Substrat lizerinden bir
uctan diger uca elektron aktarimimi saglarlar. Sistematik adlandirma verici/alic
oksidorediiktaza goredir. Oksitlenen substrat hidrojen verici olarak kabul edilir ve enzim
dehidrojenaz olarak adlandirilir. Molekiiler oksijen alici ise enzim oksidaz olarak

adlandirilir. Alt gruplari:

E.C.1.1 CH-OH bagini etkileyenler

E.C.1.2 C=0 bagim etkileyenler

E.C.1.3 C-C bagin etkileyenler

E.C.1.4 C-NH; bagin etkileyenler

E.C.1.5 C-NH- grubunu etkileyenler

E.C.1.6 NADH veya NADPH ya etkileyenler

b) Transferazlar (EC.2)

Bu sinifa giren enzimler iki molekiil arasinda gruplarin ya da atomlarin aktarilmasini
hizlandirirlar. Sistematik adlandirma, verici/alict grup transferaz siniflandirilmasin izler.
Pek c¢ok durumda verici, siklikla aktarilan aktif kimyasal grubu tasiyan kofaktdr ya da

koenzimdir. Alt gruplari:

E.C.2.1 Tek karbon grubu aktaranlar

E.C.2.2 Aldehit ya da keton grubunu aktaranlar
E.C.2.3 Acil transferazlar

E.C.2.4 Glikosiltransferazlar
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E.C.2.5 Alkil ve benzeri gruplar aktaranlar
E.C.2.6 Azotlu gruplari aktaranlar
E.C.2.7 Fosfor i¢eren gruplar1 aktaranlar

E.C.2.8 Kiikiirtlii gruplar1 aktaran enzimler

¢) Hidrolazlar (EC.3)

Genel olarak bu tiir enzimler ester, eter, peptid, glikozil, asit anhidrit, C-C, C-halojen ya da
P-N baglarinin hidrolizini katalize ederler. Bu enzimlerin ¢ogu deterjan ve gida
endiistrisinde, proteinleri, karbonhidratlar1 ve yaglar1 parcalamak ic¢in tepkimelerde

kullanilir. Alt gruplari:

E.C.3.1 Ester bagini hidroliz edenler

E.C.3.2 Glikozil bilesiklerini hidroliz edenler

E.C.3.3 Eter baglarini hidroliz edenler

E.C.3.4 Peptid baglarini hidroliz edenler

E.C.3.5 Peptid disinda kalan C-N baglarin1 hidroliz edenler
E.C.3.6 Asit anhidrit baglarini hidroliz edenler

d) Liyazlar (EC.4)

Hidroliz disindaki mekanizmalarla substratdan bazi gruplarin ¢ikisin1 saglayan enzim

tiirleri bu gruba girer. Alt gruplart:

E.C.4.1 C-C bagin1 bolenler
E.C.4.2 C-O bagini bolenler
E.C.4.3 C-N bagini bolenler
E.C.4.4 C-S bagimi bolenler
E.C.4.5 C-halojeniir bagin1 bolenler
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e) izomerazlar (EC.5)

Molekiildeki karbon atomlarmin yerlerini degistiren ya da ¢esitli gruplar1 bir karbon
atomundan oOtekine kaydiran, molekiil i¢indeki geometrik yada yapisal degisimleri

katalizleyen enzimlerdir. Alt gruplari:

E.C.5.1 Rasemaz ve epimerazlar

E.C.5.2 Cis-Trans izomerazlar

E.C.5.3 Molekiiler aras1 oksido-rediiktazlar
E.C.5.4 Molekiillerars transferazlar

E.C.5.5 Molekiillerarasi liyazlar

f) Ligazlar (EC.6)

Bu enzimler, ATP’deki ya da ona benzer yapidaki bilesiklerde bulunan pirofosfat baginin
par¢alanmasina bagli olarak meydana gelen enerji sonunda iki bilesigin birbirine

baglanisini katalizleyen enzimlerdir. Alt gruplart:

E.C.6.1 C-O baglarini olusturanlar
E.C.6.2 C-S baglarini olusturanlar
E.C.6.3 C-N baglarini olusturanlar
E.C.6.4 C-C baglarin1 olusturanlar (Tiiziin 1997).

2.6 Lipazlar
Lipazlar, cok cesitli esterlesme, transesterlesme ve hidroliz tepkimelerini katalizleyen
verimli ve yetenekli enzimlerdir. Yiiksek kemo-, stereo- ve bolgesel se¢imlilikleri ve 1limli

kosullarda ¢alismalari nedeni ile endiistriyel uygulamalarda giinden giline daha ¢ok

taninmaktadir (Reetz,1995).
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E.C.3.-.-.- Hidrolazlar

E.C.3.1.-.- Ester bagina etki edenler
E.C.3.1.1.- Karboksilik ester hidrolazlar
E.C.3.1.3.3 Triagilgliserol lipaz

Diger isimleri:

= Gliserol Ester Hidrolaz
» Triagil Gliserol Hidrolaz

=  Tributiraz

Bu enzimler ayni zamanda mikroorganizmalardan yiiksek yapili hayvanlara kadar tiim
canlilarda yaglarin biyolojik doniisiimiinde anahtar rolii oynarlar. Sindirim enzimi olarak
ihtiya¢ duyulurlar ve 6zellikleri sadece yaglarin bir organizmadan digerine transfer etmek
degil ayn1 zamanda organizma iginde enerji deposu olan yaglarin depolanmasi ve

tasinmasidir (Villeneuve et al. 1999).

Organik ortamda esterlesme, transesterlesme ve hidroliz tepkimelerini diisiik sicaklikta
katalizlemeleri, susuz ortamda kararli ve aktif olmalari, kofaktér gerektirmemeleri, yiiksek
katalitik giicleri, ucuz olmalar, yiiksek substrat se¢imlilikleri ve yan iiriin olusumunu

engellemelerinden dolay1 tercih edilirler (Sharma et al. 2001).

Lipazlar, stereo ve bolgesel spesifik olmalar1 nedeniyle kimyasal olarak katalizlenemeyen

tepkimeleri katalizleyebilirler (Sharma et al. 2001).
2.6.1 Lipazlarin yapisi
Lipazlarin yapisi ile ilgili yapilan ilk arastirmalar 1980’lerin ortalarinda baslamistir. Ilk

olarak Pseudomonas mendocina lipazinin dizin bilgisine ulasilmigtir. 1980’lerin sonunda

Avrupa’nin destekledigi projeler ile bir¢ok akademik ve endiistriyel laboratuvar yeni lipaz
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yapilarin1 ¢ozmeye baslamistir. Giliniimiizde bir¢ok lipazin agik ve kapali konformasyonu

bilinmektedir.

Lipazlar a / B hidrolaz ailesine aittirler. Bu ailede lipazlarin yani sira esterazlar, proteazlar,

peroksidazlar liyazlar bulunmaktadir (Svendsen 2000).

Lipazlarin {i¢ buyutlu yapilarinin genel 6zellikleri, merkezde her iki taraftan a-heliksler ile
kaplanan hidrofobik B-diizlemidir (o / B hidrolaz katlanmasi ).Ser-his-asp/glu katalitik
ticliistinden olusan bir aktif konum, bir oksidasyon boslugu ve pek ¢ok lipazin yapisinda
karsilagilan aktif konumu kapatan o-heliksten olusan bir kapak igermektedir. Katalitik
serinin merkezi B-diizlemi iizerinde tam olarak ayni yerde oldugu bununla birlikte, aktif
konumdaki Asp / Glu farkli lipazlarda farkli konumlarda oldugu bulunmustur (Jager et al.
1998).

Sekil 2.15 *te Humicola lanuginosa kristal yapist goriilmektedir. - diizlem merkez mavi
ile renklendirilmistir. Sar1 renkle belirtilen o-helikslerle sarili aktif serin merkez ve bu

merkezi kapatan kapaklar kirmizidir.

Lipazlar iki farkli yapisal (konformasyonel) formda bulunabilir. Bunlardan biri lipazin aktif
merkezinin tepkime ortamindan ‘kapak’ adi verilen polipeptid zincirle kapatilmasi sonucu
olusan ‘kapali (inaktif) form’ ve kapagin acilmasi ile aktif merkez ve tepkime ortaminin
etkilesebildigi ‘Agik (aktif) form’. Humicola lanuginosa lipazinin agik ve kapali formlari
Sekil 2.16 da goriilmektedir.
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Sekil 2.15 Humicola lanuginosa lipazinin kristal yapist (Swendsen 2000).

B-plakali yapilar mavi renkte gosterilmis ve etrafi renkteki birka¢ heliks
yapiyla cevrelenmistir. Aktif serin kismi1 kirmizi gubuklar seklinde, lid (kapak)
kismi ise kirmizi renkte gosterilmistir.

(Beyaz) Hidrofobik kisim (“2r1)  Hidrofilik kisim
(Mavi)  Pozitif yiikli bolge  (Kirmiz1) Negatif yiiklii bolge

Kapaklar birgok lipazin lipid baglanma bolgesinin merkez kisminda yer alir. Lipaz enzimi
icin gerekli olan aktivasyon kapak veya kapaklarin aktif merkez iizerinden hareketi ile
olmaktadir. Kapagin yerinden ayrilmasi lipazin, lipid baglanma bdlgesinde hidrofobik
alanin artmasina neden olur. Sekil 2.17°de goriildiigli lizere bazi lipazlarda C. rugosa

lipazinda oldugu gibi kapak birden fazla olabilmektedir.
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(d) (e)

Sekil 2.17 Baz1 lipazlarin tersiyer yapilart:
a. Pseudomonas glumae lipaz , b.Candida rugosa lipaz , c. Candida antartica
B lipaz , d.Humicola lanuginosa lipaz, e.Fusarium solani pisi kiitinaz , f. Insan
pankreatik lipazinin katlanma yapilari. kapak (Lid) kisimlart gri renkte
gosterilmektedir.
Lipazlarin ii¢ boyutlu yapilarinin genel 6zellikleri, o/B-hidrolaz katlanmasi1 (merkezde her
iki taraftan o-heliksler ile kaplanan hidrofobik B-diizlemi), Ser-His-Asp/Glu katalitik
ticlisiinden olusan bir aktif konum, bir oksianyon boslugu ve pek ¢ok durumda aktif
konumu kapatan a-heliksten olusan bir kapak icermeleridir (Sekil 2.17). Katalitik serinin
merkezi B-diizlemi iizerinde tam olarak ayni yerde oldugu bulunmustur. Bununla birlikte,
aktif konumdaki Asp/Glu farkl lipazlarda farkli yerlerde olmaktadir.  Katalitik ti¢liideki
His ise tiim lipazlarda benzer sekilde diger iki kalintiya (Ser-Asp ya da Ser-Glu) baghdir

(Jaeger and Reetz 1998).

2.6.2 Lipazlarin kullanim alanlari

Lipazlar sahip olduklar1 Ozellikler nedeni ile endiistriyel uygulamalarda sikca
kullanilmaktadirlar. Rasemik karigimlarin rezoliisyonu, yeni yiizey aktif maddelerinin
sentezi, farmasotiklerin ve yaglarin biyodoniisimii ve deterjan katki maddesi olarak
kullanimi bu uygulamalara 6rnek verilebilir. Lipazlarin kullanildig1 sektorler ve uygulama

alanlar1 Cizelge 2.1°de verilmistir.
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Cizelge 2.1 Lipazlarin endiistriyel uygulama alanlari (Sharma et al. 2001)

Endiistri Tepkime Uriin / Uygulama
Deterjan Yaglarin Hidrolizi Yag atiklarin uzaklastiriimasi
Siit Uriinleri | Siit yaginin hidrolizi Siit, peynir ve tereyagda
Peynirin olgunlastirilmasi | Tat gelistirme

Icki Aroma gelistirme Ickiler

Yag Transesterlesme Kakao yag1, Margarin, Yag asitleri,
Hidroliz Gliserol

Et ve Balik | Tat arttirma Et ve balik iiriinleri

Kimyasallar | Enantiyosegimlilik Kiral yap1 taglari
Sentez

Farmasoétik | Transesterlesme Sindirime yardime1 6zel yaglar
Hidroliz

Kozmetik | Sentez Nemlendirme

Deri Hidroliz Deri iiriinleri

Kagit Hidroliz Kaliteli kagit {iretimi

Temizlik Hidroliz Yaglarin uzaklastirilmasi

2.6.3 Lipazlarin katalizledigi tepkimeler

Lipazlar, hidroliz, esterlesme ve transesterlesme tepkimelerini katalizlerler (Sekil 2.18).
Transesterlesme tepkimeleri, esterdeki ag¢il grubu degisimi, bir asit ile yapiliyorsa
asidoliziz, alkol kullaniliyorsa alkoliziz, bir baska ester kullaniliyorsa interesterlesme ve bir

amin kullaniliyorsa aminoliziz adin1 alir (Sharma et al. 2001).
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1. Hidroliz

i i
I I y
C R + H,O ‘——‘ (o}
R1/ \0/ 2 2 R1/ \0/ + Rz/ \H
2. Esterlesme
i i
|| o — W c Rz + H,O
R/C\O/H i Rz/ \H —~ R1/ \O/ 2
1
3. Transesterlesme
A. Asidoliziz
i ﬁ ﬁ ﬁ
é
Y C R c H
c R, T c H IN
R1/ o R3/ o Rs 0 R1/ o
B. Interesterlesme
i i e i
c R, T c R4 O R O R
R1/ \0/ Rs/ \0/ R, o R; o
C. Alkoliz
i i
|| ) N
R/C\O/R2+ R3/ \H —— R1/ \0/ + Rz/ \H
1
D. Aminoliziz
(o)
ﬁ /H |C| H o
N ‘——‘ / \ / + / \
R/C\O/Rz + R3/ \H R4 N\R Rz H
1 3

Sekil 2.18 Lipazlarin katalizledigi tepkimeler
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2.7 Tutuklama

Tutuklama, tanimlanmis bir bolgede enzim veya hiicrenin katalitik aktivitesini koruyarak
fiziksel veya kimyasal olarak hapsedilmesidir. Tutuklanmig biyokatalizorlerin yiiksek
kararlilik, tiriin c¢ozeltisinden kolay ayrilma ve tekrarli kullanim gibi {stilinliikleri

bulunmaktadir.

Tutuklama islemi ile enzimlerin katalitik  Ozellikleri  (aktivite, spesifiklik,
enantiyosec¢imlilik) gelistirilmeye calisilmaktadir. Organik sentez igin lipazlarin

biyokatalizor olarak kullanimi uygun bir tutuklama yontemi gerektirir.

Tutuklanmis hiicreler ile gercgeklestirilen biyotransformasyonlar, serbest hiicreler ile
gergeklestirilenlere gore daha kararli isletme olanagina sahiptir. Tutuklanmis hiicreler
biyotepkime ortamindan kolayca kolaylikla uzaklastirilabilir ve tekrar kullanilabilirler.
Tutuklanmig biyokiitle ortamda tutulabiliyorsa biyotransformasyon siirekli olarak
gerceklestirilebilir. Uriin olusum hiz1 yiiksektir ve inhibisyon etkisi minimumdur. Béylece
biyokatalizoriin kararliligi ve maksimum etkinligi korunur. Tutuklamanin ek maliyet

getirmesi ve diflizyon kisitlamalar1 bu yontemin dezavantajlarindandir.

2.7.1 Tutuklama yontemleri

Tutuklama yontemleri dort ana baslik altinda toplanabilir:

1. Capraz baglama
2. Tastyiciya baglama
v' Fiziksel adsorpsiyon
v' lIyonik baglama
v' Metal baglama
v' Kovalent bagla
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3. Hapsetme
v’ Jel iginde hapsetme
v Lif i¢inde hapsetme
v' Mikrokapsiilleme
4. Ultrafiltrasyon membran reaktor
Tutuklama yontemi belirlenirken; tutuklanacak olan enzimin 6zellikleri, gergeklestirilecek
olan tepkime ve tepkime kosullar ile eger kullaniliyorsa destek ozellikleri goz onilinde
bulundurulmalidir. Kullanilacak olan destekte asagida belirtilen 6zelliklerin olmasi istenir:
* QGenis ylizey alani
»  Gegirgenlik
» Kimyasal, mekanik ve 1s1l kararlilik
» Yiiksek dayanim giicli
=  Uygun sekil ve gdzenek ¢api
= Mikrobiyal kuvvetlere kars1 direng
* Yenilenebilirlik
Tutuklama matrisleri de organik ve inorganik matrisler olmak iizere iki ana alt gruba
ayrilir:
1- Organik Matrisler
1.1- Dogal Polimerler:
1.1.1- Polisakkaritler: Seliiloz, Nisasta, Dekstran, Agar, Alginat,Carragenan
1.1.2- Polimerler: Kollajen, Jelatin, Alblimin
1.2- Sentetik Polimerler:
Polistiren, Poliakrilat tiirleri
2- Inorganik Matrisler
2.1- Mineraller:
Bentonit, Kiselgur
2.2- Fabrikasyon maddeler:
Gozeneksiz cam, Gozenekleri kontrollii cam, metaller, gozenekleri kontrolsiiz metal

oksitleri olabilir (Takag 2003).
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Bir enzim bir yiizeye tutuklanacagi zaman en dnemli olan konu enzimin kimyasal dogasini
ve baglanma noktalarindaki reaktif gruplar1 degistirmemek, aktivite kaybina sebep
olmamaktir. Diger bir deyisle enzime miimkiin olan en az zarar1 vererek tutuklamaktir.
Baglama sirasinda enzimin aktif konumlar1 ile tepkime verdirmekten kaginilmalidir.
Alternatif olarak aktif bolgeyi korumak amaci ile ortama koruyucu gruplar eklenir. Bazi
durumlarda koruma fonksiyonunu enzimin substrat molekiilleri veya yarigsmali inhibitorleri
tistlenir. Enzimin tutuklamadan sonraki yapisi tutuklama yiizeyine baglidir. Burada olusan
hidrojen baglar1 veya elektron gecis kompleksleri olusabilir. Bu baglar enzimin

vibrasyonunu onler ve termal kararlilig1 arttirir.

2.7.1.1 Tasiyiciya baglama

Kullanilan en eski tutuklama yontemidir (Sekil 2.19). Tasiyiciya bagli enzim miktar1 ve

tutuklamadan sonra enzim aktivitesi, tastyicinin yapisina bagh olarak degisir.

Tasiyicinin se¢iminde enzim yapisinin yani sira; pargacik ¢api, ylizey alani, hidrofilik
gruplarin  hidrofobik gruplara orani, kimyasal bilesim de Onemlidir. Genel olarak,

hidrofobik gruplarin ve tutuklu enzim derisminin artisi ile aktivitenin artti§1 gézlenmistir.

Kati Destek Enzim tutuklamada siklikla kullanilan tasiyicilar;
seliiloz, dekstran, agaroz ve poliakrilamid jel gibi

polisakkarit tiirevleridir.

Tastyictya baglama metodu, enzimin baglanma
cinsine gore dort alt sinifa ayrilir:
v' Fiziksel adsorpsiyon
fyonik baglama

v
v' Metal baglama
v

Kovalent baglama

Sekil 2.19 Katiya baglama
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(a) Iyonik baglama

fyonik baglama metodu, enzimin suda ¢dziinmeyen ve iyon degistirici parcalar igeren
tasiyici ile iyonik bag ile baglanmasidir. Polisakkaritler ve sentetik polimerlerden, iyon

degistirici merkezler igerenler tasiyici olarak kullanilirlar.

Enzimin tastyictya baglanmasi kolay gerceklesir. Kosullar kovalent baglamaya oranla daha
ilmhidir. Iyonik baglama metodu enzimin konformasyonunda ve aktif bolgelerinde
degisime neden olur. Bu nedenle bir¢ok durumda enzimin aktivitesinde artis gozlenir.
Iyonik baglamanin diger yontemlerden farki enzim ve destek arasindaki baglanma

kuvvetlerinin fiziksel adsorpsiyondan diisiik, kovalent baglamadan yiiksek olmasidir.

(b) Kovalent baglama

Yontem, enzim ile suda ¢oziinmeyen destek arasinda kovalent bag olusturulmasi esasina
dayanir. Bir proteinin tagiyictya tutuklanmasini saglayacak olan tepkime secilirken, dikkat

edilmesi gereken iki 6nemli nokta vardir.

1. Tepkime enzimin aktivite kaybina ugramayacagi  kosullar  altinda
gergeklestirilmelidir.

2. Enzimin aktif bolgesi, kullanilan reaktifler ile etkilesmemelidir.

Baglamada kullanilan fonksiyonel gruplar; amino, karboksil, siilthidril, hidroksil,imidazol,

fenolik, tiol, tirionin ve indol gruplaridir.

Kovalent baglama ile tutuklama isleminde kosullar biraz daha karmasik ve fiziksel
adsorpsiyon ve iyonik baglama yontemlerinden daha az ilimlidir. Bu nedenle kovalent
baglama, enzimin aktif bolgesini etkileyerek aktivitede diisiise sebep olabilir. Buna karsin
enzim ve destek arasindaki bag ¢ok kuvvetlidir ve yiiksek iyonik giice sahip ¢ozelti veya

substrat varliginda bile enzim sizmasi olmaz.
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Destek matrise kovalent baglama enzimin katalitik etkisini engellemeyecek fonksiyonel

gruplan igerir. Daha yiiksek aktiviteler aktif kismin amino asit pargalari ile inaktivasyon

tepkimelerinden korunarak elde edilir. Koruyucu metotlara 6rnek olarak;

» Enzimin substrat veya yarigmali inhibitor varliginda kovalent baglanmasi

» Kovalent bagli tersinir enzim — inhibitér kompleksi olusturmak

» Kimyasal olarak modifiye edilmis ve {izerine yeni gruplar eklanmis olan enzimin

baglanmasi verilebilir.

Bu durumlarda enzimin baglanmasi agagida siralanan sekillerde olabilmektedir.

Diazolama:
Amid bag olusumu:

Alkilasyon ve Arilasyon:

Schiff’in baz olusumu:
Amidasyon tepkimesi:

Tiyol-disiilfit degisimi:

DESTEK—N=N—ENZIM
DESTEK—CO-NH—ENZIiM
DESTEK—CH2-NH-ENZIM
DESTEK—CH2-S—ENZIM
DESTEK—CH=N—ENZIM
DESTEK—CNH-NH-ENZIM
DESTEK—S-S--ENZIM

Kovalent bagli enzimlerin kararlilig1 artar ve enzimler ¢ozeltiye dagilmaz. Ayrica birgok

baglanma tepkimesi ve tastyict ¢esidi mevcuttur. Bu durum da kovalent baglamay1 genel

olarak tercih edilen bir yontem haline getirmektedir.

2.7.1.2 Capraz baglama

Capraz baglama, proteinin bir baska protein veya destek matrisi lizerinde bulunan

fonksiyonel gruplarla molekiiller arasi baglar olusturmasi ile gergeklestirilir (Sekil 2.20).

Pahali bir metot olmas1 ve diisiik aktivite ile sonug¢landig1 icin, genel olarak bagka bir

yontemle birlikte kullanilir.
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Sekil 2.20 Capraz baglama

Adsorplanmis enzimin kararlilifi ve poliakrilamid jelden, enzimin sizmasinin &nlenmesi
icin kullanilir. En ¢ok kullanilan ¢apraz baglama materyali gluteraldehitdir. Bu metod sert
kosullar altinda gerceklestirilir ve enzimin aktif bdlgesinde meydana gelen konformasyon

bozuklugu nedeni ile aktivite kayb1 gozlenebilir.

2.7.1.3 Hapsetme

Hapsederek tutuklama metodu, enzimin polimer matris veya membran igine
konumlandirilmasi esasina dayanir. Enzim matris iginde tutulurken substrat giris ¢ikisi
miimkiindiir. Kafes ve mikrokapsiilleme olmak {izere ikiye ayrilir. Bu iki tiir Sekil 2.21°de

goriilmektedir.

Sekil 2.21 a. Kafes tipi capraz baglama, b. Mikrokapsiilleme

Capraz baglama metodunda enzim matris ile bag olusturmaz. Fakat kimyasal polimerlesme
tepkimeleri sert kosullar altinda gerceklestirildigi i¢in aktivite kaybi, bu yontemde de s6z
konusudur. Bu kaybi en aza indirgemek i¢in enzimin ¢esidine gore tepkime ve tepkime
kosullar1  belirlenmelidir  (http://www.rpi.edu/dept/chem-eng/Biotech-Environ/IMMOB/
methods, 2006).
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2.7.2 Tutuklama isleminin sagladig1 avantajlar ve dezavantajlar

Tutuklama isleminin avantajlart asagidaki gibi 6zetlenebilir.
v’ Aktivitelerini serbest haldekinden daha fazla korurlar
v" Kesikli reaktorlerde defalarca, siirekli reaktorlerde uzun siire kullanilabilirler
v" Uriin ¢dzeltilerinde ayrilmalar kolaydir
v" Kullanimlar1 ekonomiktir
v" Farkli enzimlerin bir arada tutuklanmasi saglanarak ardisik ve paralel tepkimelerde
kullanilabilirler.

Tiim avantajlarina ragmen baz1 dezavantajlar da mevcuttur. Bu dezavantajlar agagidaki gibi
siralanabilir:

» Tutuklama sirasinda aktivite kaybi1 goriilebilir.
> llave tutuklama masrafi
» Tutuklama materyali geri kazanilamaz

» Difiizyon kisitlamalaridir.

Alcaligenes sp. Lipaz QL enzimin katalitik 6zelliklerini arttirrnak igin farkli desteklere
kovalent baglama ve hidrofobik destekler iizerine adsorpsiyon ile tutuklama iglemleri

uygulanmistir. Tutuklama islemleri enzim {izerinde ¢ok ilging gelismeler saglamistir.

a) Enzim tutuklamadan sonra hiper aktive (aktivite > %100) olmustur.

b) Termal kararlilik oldukga artmistir.

¢) Optimal sicaklik artmistir,

d)Glisidil ~ biitiratin ~ hidroliz ~ tepkimesinde  enantiyosecimlilik  artmistir  ve

enantiyoseg¢imliligin deney kosullarina bagliligi azalmistir.
Aynca yiiksek hidrofobiklige sahip desteklerde enzim, tersinir fakat ¢ok giiclii adsorbe

oldugundan; lipaz inaktive oldugunda desorpsiyonla destek geri kazanilip tekrar

kullanilabilir. Adsorpsiyon lipazin hidrofobik destek iizerine arayiizey aktivasyonu ile ¢ok
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diisiik iyonik kuvvetle tutunmasi ile gergeklesir. Diger yandan kovalent baglama ile

yontemleri, lipaz 6zelliklerini giicliikle iyilestirmistir (Wilson, 2005).

Tutuklu enzim, sicaklik ve pH derisimlerinde daha yiiksek kararlilik gostermistir. Ayrica

yiiksek baslama hiz1 ve enantiyosecimlilik gézlenmistir (Panzavolda et al, 2004 ).

2.8 Enzimatik Tepkimelerde Su EtKkisi

Susuz ortamda bulunan az miktarda su, enzimin dinamik ve katalitik 6zeliklerini etkileyen
en Onemli parametredir. Cok sayida organik tepkime karisiminda biyokatalizorler
kullanilirken sistemde sabit kalan su miktar1 6nemlidir. Genelde, ortam kurutulduktan
sonra, tepkime hizi diisiiktiir ya da sifirdir; bir miktar su varliginda ise hiz artar. Tepkime
karisiminin su igeriginin artirilmasiyla tepkime hizi bir maksimuma ulasir, daha sonra
diiger. Baslangigtaki yiikselme enzim aktivitesi i¢in gerekli olan temel suyun az miktarini
gosterir; daha sonraki diisme ise, katalizor partikiillerinin birbirine kenetlenmeleri, azalan

ara ylizey alani ve kisitlanan kiitle aktarimindan dolayidir (Valivety et al. 1992).

Enzimler ortamda hi¢ su olmamas: durumunda aktivite gosteremezler. Oysa katalitik olarak
aktif olmasi i¢in, bir enzimin gereksinim duydugu su miktar1 oldukc¢a diistiktiir (Zaks and
Klibanov 1984, 1985). Susuz sistemlerde, enzimin katalitik olarak aktif formunu korumasi
icin gereken su miktari, enzim molekiilii basina tek tabaka suya esit ya da daha azdir. Bu
temel su molekiilleri, proteinin dogal yapisim1 koruyan, kovalent olmayan ¢ok sayida i¢
etkilesimlerde gorev yapar. Enzim c¢evresindeki temel su molekiilleri siyrilirsa, enzim

siklikla aktivitesini kaybeder.

Biyokatalizor aktivitesindeki degisme genellikle tiim tepkime karigiminin su igeriginin
fonksiyonu olarak verilir. Bu durumda su igerigi sabit, diger parametreler
degistirilmektedir. Tepkime sistemlerinde iki ya da daha fazla fazlarin olmasi, bu fazlarin
her birinin bir miktar su icermesi ve bu fazlar arasinda suyun dagilmasi nedeniyle

parametre olarak toplam su igerigi bilgi verici degildir. Bir miktar su biyokatalizor etrafinda
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daha polar bir fazda bulunurken (seyreltik sulu ¢dzelti olusturabilir), bir miktar su da
organik fazda tek tek molekiiller ya da kiiglik oligomerler olarak ¢oziiniir. Fazlarin
bilesimini degistirmeksizin bagil (relatif) hacimlerindeki degisimler, toplam su igerigini
etkileyecek, biyokatalizoriin  mikro g¢evresini ya da biyokatalizor davranisini
etkilemeyecektir. Bu durumda optimum aktivite (ya da diger oOzelikler) i¢in kritik su
igeriginin, enzim, destek ya da ¢oziicii degistirildiginde degismesi beklenir (Valivety et al.

1992a, b, Halling 1994).

Zaks and Klibanov (1988), sistemdeki toplam su igeriginden ¢ok enzime bagli olan suyun
katalitik aktiviteyi belirledigini agiklamiglardir. Degisik organik ¢oziiciileri (kritik toplam
su icerikleri olduk¢a farkli olan), igeren sistemlere ayni miktarda su eklendigi zaman
enzimle birlesen su miktar1 degigmistir. Daha polar ¢oziiciiler daha fazla su ¢oziiniirliigline
ve daha yiiksek kritik su iceriklerine sahiptirler. Bu c¢oziiciiler enzimden "temel suyu
styirma” i¢in daha fazla egilime sahiptirler. Genellikle daha polar ¢oziicii daha fazla suyu
cozeltide tutacak ve bdylece su enzime baglanmak i¢in kararsiz olacaktir. Enzim tarafindan
baglanan su sistemdeki su aktivitesi a,’nin fonksiyonudur (Valivety et al. 1992a, 1992b,
Halling 1994).

2.8.1 Lipaz katalizli esterlesme tepkimelerde su aktivitesi (ay)

Asit + Alkol € Ester + Su

Esterlesme tepkimeleri sirasinda olusan suyun ortamdan uzaklastirilmasi ile verim
artirilabilir. Literatiirde suyun uzaklastirilmasi ile ilgili olarak, iist bosluktan bosaltma
(headspace), "pervaporation", tuz hidratlari, doygun tuz ¢ozeltileri, adsorpsiyon, tepkime
ortamindan inert gaz gegirilmesi gibi ¢esitli yontemler yer almaktadir. Bu ydntemler
hidroliz tepkimelerini tersine dondiirmek i¢in kullanilmaktadirlar. Bunun yani sira, sistemin
su aktivitesi ortamdan suyun uzaklastirilmasina gerek kalmadan belli bir seviyede de

tutulabilir (Rosell et al. 1996).
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2.8.2 Su aktivitesi

Su aktivitesi; termodinamik ve fizikokimyanin temel prensiplerinden tiiretilmis bir
kavramdir. Ayni sicaklik ve basingta saf suyun a,= 1 olarak tanimlanan degerine gore bagil
olarak tanimlanir. Gaz fazda a,, zorunlu olarak kismi nemlilige esittir. Yani suyun belli bir
sicaklikta lizerinde bulunan su buharina ait kismi basincinin, ayni sicaklikta saf suyun

buhar basincina oranidir.

Termodinamik bir aktivite olarak suyun dengeye ulastig1 tiim sistemler i¢in tiim fazlarda su
aktivitesi esittir. (denge halinde kati-sivi-gaz fazda esittir). Organik fazda ve katalizorli
tepkime ortamlarinda bu O6zellikten cokga yararlanilir. Uygun 6l¢lim metotlarina baglh
olarak denge halinde genellikle gaz fazdan 6l¢iim yapilir. Bu nedenle temel olarak organik
ortamda ay, nin Sl¢giilmesi her fazda derisim belirlemesinden daha kolaydir. Su aktivitesinin
daha da kullanish bir 6zelligi de suyun dahil oldugu herhangi bir kimyasal dengede suyun
kiitle etkisini belirlemesidir.

Termodinamik bir prensip olarak su aktivitesinin tanimlanabilmesi belirli sicaklikta saf su

(aw =1) sisteminin dengede olan standart durum tanimlanmalidir (Halling 1994).

Denge durumunda;

p = no+RTIn (f/fy) (2.10)
Burada p;(j/mol), bir mol maddenin termodinamik aktivitesi veya enerjisi olarak
tanimlanan, sistemin kimyasal potansiyelidir. Esitlik (2.10)’deki diger parametreler olan o,
T (°K) sicakliginda saf materyalin kimyasal potansiyelini, R, ideal gaz sabitini (8.314

j/molK) ve f de fugasiteyi gostermektedir.

Susuz ortamdaki su iligkileri derisimle degil, termodinamik su aktivitesi (ay) ile daha iyi

aciklanabilir. Saf su i¢in a,=1 dir. a,, degeri 0-1 araliginda degisir. Bir tepkime karisiminda,
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fazlarin su derisimlerinin genellikle farkli olmasina karsin tiim fazlarin a, degerleri

dengede ayni olacaktir.

Icerisinde ¢oziinmiis su, organik ¢oziicii, ¢dziicii icerisinde dagilmis olan enzim tozlar1 ve
buhar bulunan kapal1 bir kapta, su tiim sistem boyunca kendiliginden dagilacaktir. Bir siire
sonra, sistem dengeye ulasacaktir. Her bir fazda (hidrate olmus olan enzimi, ¢oziicii ve
buhar) su derisimleri farkli olmasina karsin a,, degerleri ayni olacaktir Boylece hidroliz ve
sentez tepkimeleri arasindaki enzim hidrasyonu ve kiitle gibi denge etkileri ay'ye baglh
olacaktir. Daha basit olarak, ay, bir ¢evre i¢in su tercihinin Olgiitli olarak dikkate alinabilir.
Yiiksek a, degerine sahip olan bir ortamda su molekiilleri, daha diisiik a,, degerindeki
ortama hareket eder. Bunun sonucunda ortamdaki a, degerleri arasindaki fark dengeye

ulasincaya kadar diiser (Halling 1994, Bell et a1.1995).

Su aktivitesi agsagidaki esitlik (2.9) ile verilir.

aAy= Yw Xw (2.9)

Burada yw, ¢0ziicli icinde suyun aktivite katsayisini, X,, ise ¢oziicli i¢inde suyun mol

kesrini gosterir.

2.8.2.1 Su aktivitesinin dl¢iilmesi

Tepkime ortamindaki ay'min 6l¢iimiinde; nem sensorleri (ay, = Pi / Pi', P; suyun kismi
basincini, P;° ise saf suyun ayni sicakliktaki doygun buhar basincini gosterir), su derisimi -
ay arasindaki kalibrasyon grafigi ve buhar-sivi denge verileri kullanilabilir. Su aktivitesi

kullaniminin avantajlari asagida siralanmistir (Kapucu, 2003).
1. Tim fazlarda (kati, sivi ve gaz) a,, degerinin ayn1 olmasi nedeniyle tiim sistemin su

aktivitesi, en uygun olan fazda belirlenebilir. Gaz faz i¢in su sensorleri

kullanilabilir.
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2. Coziicii ve enzim arasindaki su dagilmasinin indirekt etkileri ortadan kaldirilir.

3. Hidrolitik dengeye suyun kiitle hareketi etkilerini belirler.

4. Coziici, substrat, destek ve enzim derisiminin degistirilmesi ile, baglanan su miktari

ile enzim aktivitesi ve tepkime hizi tahmin edilebilir.

5. Deney diizenegi, su aktivitesini ya da derisimini 6l¢mek i¢in uygun olmadiginda,
kullanilan a,, degerini sabit tutan yontemler (doygun tuz ¢ozeltisi ya da hidrate tuz

cifti) kullanilabilir.

6. Seyreltik sulu fazin olup olmadigini gosterir.

7. Dengedeki gaz fazin bagil nemi ile dlgiilebilir ve kontrol edilebilir.

2.8.3 Su aktivitesinin (ay) ayarlanmasi ya da kontrol edilmesi

Organik ortamda su aktivitesini kontrol etmek amaci ile birkag yontem kullaniimaktadir.
Bu yontemlerden birgogu iyi tanimlanmis bir su aktivitesi degerine sahip olan bazi tuzlarin
sabit bir hidratlanma seviyesine sahip olmasidir (Wehtje et al.1994). Bazi tuzlara ait belirli

sicakliklarda su aktivitesi degerleri Ek 1°de verilmistir.

Asagida belirtilen yontemler kullanilarak a,, degeri ayarlanmakta ya da kontrol
edilmektedir (Halling 1994):

» Membran reaktor kullanilmasi ve "pervaporation”

» Tepkime ortamina 6n dengeye getirilmis olan silika jel eklenmesi

» Kuru gaz (azot) gegirme (sparging)

» Su tamponu olarak gorev yapan tuz hidratlarmin kullanilmasi (ay'nin siirekli kontrolii)
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» Doygun tuz c¢ozeltileri ile her iki fazin 6n dengeye getirilmesi (baslangi¢ a,, degerinin
ayarlanmasi) ya da tepkime ortamina daldirilan bir silikon tlip i¢inden doygun tuz
¢oOzeltilerinin gegirilmesi ile (ay'nin siirekli kontrolii).

» ay sensorlerinin kullanilmasi ile reaktdriin iist boslugundan kontrollii kurutma

Gaz faz i¢in su sensorleri kullanimi uzun stire alir ve su aktivitesi siirekli gozlenemez Daha
basit ve daha uygun bir yontem, su derisimini Ol¢erek su aktivitesini belirlemek ve su
aktivitesine kars1 su icerigi kalibrasyon egrisini kullanmaktir. Su aktivitesi ayn1 zamanda
buhar-sivi denge verilerinden de belirlenebilir. Bir sistemde a,, degerini dlgmek, sabit bir
degerde tutmak ya da kontrol etmek i¢in kullanilan yontemler Halling (1994) tarafindan
Ozetlenmistir. Bu yontemler arasinda sabit hidrasyonu olan doygun tuz ¢ozeltileri ve hidrate
tuz ciftleri kullanimi1 yaygindir. Doygun tuz ¢ozeltileri ile ya baslangic su igerigi belli bir
degere ayarlanabilir (Rosell et al. 1996, Halling 1990, 1994, Valivety et al. 1992b,c, Rosel
and Vaidya 1995, Goderis et al. 1987, Dossat et al. 1999, Svensson et al.1994, Wehtje et
al. 1997a, Hallberg et al.1999) ya da sabit bir degerde tutulabilir (Svensson et al.1994,
Ljunger et al. 1991, Wehtje et al. 1997b, Ujang and Vaidya 1998). Hidrate tuz ¢iftlerinin
tepkime ortaminda kullanimi ile, tepkime siiresince su olusmasina karsin ortamin su
aktivitesi ayn1 degerde sabit kalir (Halling 1994, Valivety et al. 1992b, Khul and Halling
1991, Khul et al. 1992, Sjurnes et al. 1992, Yang et al. 1992, Kivittingen et al. 1992,
Zacharis et al. 1997, Kim et al. 1998, Wu and Liu 2000).

2.8.3.1.Tuz ciftleri kullanmilarak a,, kontrolii

Kuhl et al. (1981) organik ortamda yiiriitiilebilen chymo-trypsin katalizli tepkimesine
suyun sadece tuz hidratlarinin yapisinda (Na,COs.10 H,0) ilave edilmesi ile gergeklestigini
gostermislerdir. Daha sonra yapilan ¢aligmalarda ise tuz ¢iftleri kullanarak su aktivitesi gibi
onemli bir parametre kontrol edilebilmistir. ileri asamalarda farkli tuz ¢iftlerinin de tepkime
ortaminin ay, degerini kontrol etmede basarili oldugu goriildii (Kuhl and Halling 1991). Bu
yontemin ay’yi sabitlemede ve kontrol etmede kullanish bir yontem oldugu goriilmiistiir.

Farkli tuz ciftleri gesitli, proteazlar (Kuhl et al. 1991, 1992), lipazlar (Kvittingen et al.
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1992), ve oksidazlar (Yang et al. 1992) ile ¢alisilmistir. Su aktivitesinin kontroliinde
kullanilan bu yaklagim amaglar1 sentez olan ve enzimatik tepkime uygulamalar: yapan bu
arastirmacilara yararl olmustur. Bu alandaki birkag ¢alismaci ay, kontrolii amagli uygun tuz
ciftlerinin belirlenmesinde calisti. Yapilan bu ¢alismalardan elde edilen veriler derlenerek

tablo halinde verilmistir (Halling 1994).

Hidrate tuz giftleri tepkime ortamina her bir hidrate formundan esit miktarda alinarak direkt
olarak kat1 formda eklenirler. Su tamponu gibi gorev yapan tuz hidratlarinin eklenmesiyle,
enzimatik kataliz sirasinda organik bir ¢6ziicli i¢inde sabit su aktivitesi saglanabilir. Bir tuz
hidrat1 susuz ortama kondugu zaman tuz, su aktivitesini koruyarak, hidrate formlari

arasinda bir denge kurar. Ornegin Na,HP0,.12H,0 i¢in asagidaki denge yazilabilir.

Na,HP04.12H,0 <—> Na,HP04.7H,0+ 5H,O

Hidrate tuz ciftinin fazla su iceren formu suyu saliverme, diisiik su iceren formu ise suyu
tutma egilimindedir. Su aktivitesi tuzun tiirline ve sicakliga bagl olarak kontrol edilebilir,

ancak ¢oziictiden bagimsizdir (Kapucu,2003).

Sabit bir a,, elde edebilmek i¢in prensipte her iki ilgili tuz formunun sistemde ayni anda
bulundugundan emin olmak gereklidir. Fakat bunu temin etmek i¢in her iki hidrat formunu
tepkime ortamina ayri1 ayri1 eklemek gerekli degildir. Eger yiliksek hidrat formu sisteme
baglangicta eklenirse a,, degerinin dengeye gelmesi i¢in bu form sisteme su verir. Benzer
olarak anhidrit formu veya daha diisiik hidratli form, baslangigta daha yiiksek a,, degerine
sahip sisteme eklenirse, ortamdan su ¢ekerek partner hidratini olusturur. Ayrica gerekli olan
hidrat karigimini olusturmak i¢in bir formu uygun nemlilikte olan atmosfere maruz
birakarak olusturmak da elverisli bir yontemdir. Bu uygulamada degisen nemlilige ve

sicakliga dikkat edilmelidir (Halling,1994).

Tuz hidratlarin genel dagilma davranis1 soyle agiklanabilir;
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Ideal olarak kat1 fazin kimyasal potansiyeli ya da aktivitesi bulunan miktardan bagimsizdir.
Karakteristik su buhar basinci, eger tuzlar ideal davranirsa, ayni tuza ait iki hidrat formunun
dengesinden bulunabilir. Burada tuzlarin oran1 énemli degildir. Ozenle kurutulan tuz diisiik
su basinct vermektedir. Kendine ait bir buhar basinci olan Na,HPO4.2H,O ve anhidrat
olusturabilmek i¢in az miktarda suya ihtiyag vardir. Bu buhar basinci tim tuz
Na,HPO4.2H,0 hidrat1 olana kadar sabit kalir. Su miktar1 arttirilip 2H,O hidrat1 ile yeni
olusan 7H,O hidrat karisimi olugsmaya baslayinca buhar basincinda ani bir artig gozlenir.
Bu konu ile ilgili birkag¢ sistem etraflica incelenmistir. Sonug¢ olarak diger tuzlarla ideale

yakin davranig gozlenmistir (Gmelin Institiit, 1928-1973).

Su buhar1 basincinin sabit oldugu (yani belli miktarda su igeren ortamlarin su buhar
basinglar1 belli bir aralikta ¢ikiyor), her diizey bolimii sabit bir a, degeri ile
iliskilendirilmistir. Bu deger buhar basincinin, ayni sicakliktaki saf suyun buhar basincina
boliinmesi ile elde edilmektedir. Sicakligin artmasi ile hem saf suyun hem de hidratin buhar
basinci artmaktadir. Hemen hemen her durumda yiikselme hiz1 hidratlarda daha yiiksektir.
Bu nedenle ay, de ylikselmektedir. a,, tamponu i¢in tuz hidrat ¢ifti secilirken sicakliga gore
dikkatlice segilmelidir. Doygun tuz ¢6zeltilerinde a,, nin sicakliktan etkilenme ihtimali daha
diisiiktiir. Bunun nedeni belki de ¢oziiniirliigiinde sicaklikla artmasidir. Birgok tuz hidrati
icin maksimum bir sicaklik degeri vardir ve bu degerin {izerinde tuzlar kararli degildir. Bazi
tuz hidrat sistemleri acik¢a ideal olmayan davranis gosterebilirler. Bu da onlan ay, ’yi
sabitleme uygulamalarinda kullanigsiz kilar. Ideal olmayan davranisin nedenleri asagidaki

maddelerle 6zetlenebilir:

1. Bubhar basinglar su igerigine bagl olarak degisiklik gosterir. Bunun baslica nedeni
kat1 soliisyonlarin olusmasidir.

2. Kiristal boyutunun ve /veya seklinin belirgin etkisinin olmasi. Bu durum genellikle
genis ylizey alanina sahip tozlarda (powder) ortak olarak gozlenmektedir.

3. Gegis hidratlarinin (intermediate) metastabilitesi veya kristal formlari

4. Dengenin olustugu yonde elde edilen son buhar basincina baglilik
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Dengede bulunan a, degeri dogru olsa bile, ulasilan hiz yeterli olmayabilir. Bu hizin
belirlenmesi zordur ve kristal boyutuna, sekline ve ylizey karakteristiklerine baglidir.
Enzim tepkimelerinde genellikle hizli goriiniirler fakat fakat iki durumda daha yavas

ilerlerleyebilirler:

a. Miikemmele yakin kristallerin iki hidrat formundan birinin doniisiimii yavastir.
Boyle durumlarda tepkime ortamina eklemeden once diger formu olusturmada
fayda vardir.

b. Diisiik a,, degerlerine sahip hidratlarin hiz1 daha yavastir.

2.8.3.2 Doygun tuz cozeltileri ile a,, kontrolii

Baslica organik sistemlerde baslangi¢ hizi ¢alismalarinda ay,’nin sabit tutulmasi basit bir
yontem olup ilk olarak Goderis et al. (1987) tarafindan uygulanmstir (Sekil 2.22). Bu
yontemde organik ortam ve katalizor, kullanilmadan Once buhar fazla 6n dengeye
getirilmektedir. Fakat tepkime sirasinda agiga ¢ikan ya da harcanan su oldugu durumlarda

onceden belirlenen a,, degeri degismektedir (Khan et al. 1993).

Organik faz Biyokatalizor
\ /

| | I |
Tuzun fazlasi
_l’_

Doygun ¢ozelti
Denge \ / Denge

=

Sekil 2.22 Doygun tuz ¢ozeltileri ile organik faz ve biyokatalizoriin sabit a,, degerinde 6n
dengeye getirilmesi
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ay min sirekli olarak kontrolii i¢in ayr1 bir yontem, doygun tuz g¢ozeltisinin tepkime
ortamina daldirilmis olan silikon tiip yardimiyla tepkime kab1 boyunda sirkiile ettirilmesidir
(Wehtje et al. 1997b). Tepkimede olusan su, tiip duvari boyunca difiizyonla uzaklasir ve

boylece kullanilan tuz ¢dzeltisinin a,, degerinde denge saglanir (Sekil 2.23).

Tuz ¢dzeltisi i

Reaktor

Sekil 2.23 Doygun tuz ¢ozeltileri ile siirekli ay, kontrolii (1; Silikon tiip, 2; Tepkime
ortami, 3; Enzim, 4; Magnet)

2.8.3.3 Pervaporasyon

Pervaporasyon 6zellikle atmosferik kosullarda calisilirsa, uygulamasi kolay bir yontemdir.
Fakat sistemde indirgenmis basing kullanilacaksa ya da sisteme yogusturucu eklenecekse,

karmasik yaptya sahip bir sistem ortaya ¢ikar.

2.8.3.4 Molekiiler elek ekleme

Molekiiler elegin belirli zamanlarda degistirilmesi gerektiginden, kullanim1 diger
yontemlere gore daha kisithdir. Ozellikle siirekli kontrolde tam anlamu ile bir a,, kontrolii
yapmak miimkiin degildir. Molekiiler elegin enzimin katalitik aktivitesi lizerine olumsuz

etkilerinin bulunabilecegine dair bazi sonuglar bulunmaktadir (Wehtje et al. 1994).
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2.8.3.5 Su aktivite kontrolunun pilot 6lcek icin dezavantajlar:

Pilot Olgekte iiretim igin ay kontroliinliin bazi olumsuzluklar1 vardir. Bunlar asagidaki

sekilde siralanabilir:

1. "Pervaporation" yontemi, sistemde vakum uygulanmasi ve suyun yogusmasi i¢in
yogusturucuya gerek duyulmasi nedeniyle pahalidir.

2. Tuz hidratlarinin tamponlama kapasitesi diisiiktiir ve siklikla rejenerasyonlar1 gerekir.

3. Doygun tuz ¢ozeltileri kullaniminda, silikon tiipiin ¢6ziicii i¢in direnci diistiktiir ve

gecirgenligi zayiftir

Bunun i¢in enzim, ¢oziicii ve substratlar ayr1 ayr1 agzi agik kaplara konarak iginde ay,
degerleri belli olan doygun tuz c¢ozeltileri bulunan kapali kaplar i¢inde buhar fazdan 6n
dengeye getirilirler. Bu yontem ile sadece baslangic ay, degeri ayarlanir. Bu yOntem
baglangic tepkime hizlarina a,'nin etkisinin incelenmesi i¢in uygundur. Tepkime siiresince

su olusmasi ile ay, degeri degisir (Halling,1994).

2.9 Kaynak Arastirmasi

Yapilan yiiksek lisans ¢alismasinda kaynak arastirmasi iki ana baslik altinda toplanabilir.
Bu basliklardan ilki sekonder alkollerin kinetik rezoliisyonudur. ikinci kisimda ise tuz
ciftleri ve doygun tuz cozeltileri ile a, kontrolii hakkinda incelenen calismalar yer

almaktadir.

2.9.1 Sekonder alkollerin kinetik rezoliisyonu

Calismalarda substrat olarak kullanilan 1-fenil-1-propanol bir sekonder alkoldiir. Literatiir
arastirmasinda 1-fenil-1-propanol’iin kinetik rezoliisyonuna iliskin olarak bir ¢alismaya

rastlanmamistir. Bu nedenle sekonder alkollerin kinetik rezoliisyonu bir biitiin olarak

incelenmistir.
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Suan ve Sarmidi’nin 2004 yilinda yaptiklar1 calismada rasemik 1-feniletanoliin
enantiyose¢imli esterlesme tepkimesiyle rezoliisyonunda lipaz kaynagi cinsi, substrat
derisimi, ¢oziicii cinsi, sicaklik ve agil verici tiiriiniin enantiyoseg¢imlilik ve enzim aktivitesi

iizerine etkisi incelenmistir.

Calismalarda alt1 ticari tutuklanmis enzim kullanilmis ve rezoliisyon i¢in en iyi sonuglar
ChiroCLEC-PC (P. cepacia) ve Chirazyme (C. antarctica) ile elde edilmistir. Lipase PS-C
(P. cepacia) ve Lipase Sol-Gel-Ak (C. cylindracea) disindaki tiim lipazlarin tepkimeyi
katalizleyebildigi goriilmiistiir. Enantiyomerik asirilik (ee) degeri Chirazyme (C.
antarctica) i¢in % 97, ChiroCLEC-PC (P. cepacia) igin % 96 olarak bulunmustur.

Laurik asit derisiminin (25-250 mM) etkisi incelendiginde (R,S)-1-feniletanoliin
rezollisyonu i¢in optimum laurik asit derisiminin 150 mM oldugu bu degerin iizerine

cikildiginda substrat inhibisyonu gozlendigi belirtilmistir.

(R,S)-1-feniletanoliin rezoliisyonuna ¢oziicii tiiriiniin etkisini belirlemek i¢in izooktan (Log
P=4,5), heptan (Log P=4), hekzan (Log P=3,5), siklohekzan (Log P=3,2), toluen (Log
P=2,5) ve ter-biitilmetileter (Log P=1,4) ¢oziiciileri incelenmistir. ChiroCLEC-PC (P.
cepacia) katalizli tepkimelerde ¢oziicii hidrofobikliginin artmasiyla baslangi¢ tepkime hizi
da artmistir. Enzim performansi toluen c¢oziiciisiinde belirgin sekilde azalmigtir. Ter-
biitilmetil eter ise diger tiim hidrokarbon ¢dziiciilerden daha hidrofilik olmasi nedeniyle
disiik tepkime hizi sergilemistir. Hidrofilik ¢oziicliler enzimin fonksiyonel yapisinin
parcalamasi ya da enzim i¢in gerekli suyu enzimden uzaklagtirmasi yoluyla enzimi deaktive

etmektedir.

Sicaklik etkisi incelendiginde, ChiroCLEC-PC aktivitesinin 25 ile 40 °C arasindaki
sicakliklardan ¢ok fazla etkilenmedigi ancak 50 °C’de belirgin sekilde distiigii gorilmiistiir
Tepkime hizi optimum sicaklik olan 35 °C’nin tizerindeki sicakliklarda diismiistiir. Bunun

nedeni olarak yiiksek sicakliklarda enzimin deaktive olabilecegi belirtilmistir.
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Acil verici olarak kullanilan yag asitlerinin zincir uzunluklarinin (12 C-18 C) etkisi
incelendiginde ChiroCLEC-PC’nin (P. cepacia) kullanildigi tepkimelerde, baslangic
tepkime hizinin laurik asitten (12 C) palmitik asite (16 C) kadar arttig1, ancak stearik asitte
% 3-4’lik bir azalma oldugu gdzlenmistir. Bu durum enzimin agil baglama bolgesinin
karbon sayisinin 16 C’a kadar olan agil gruplari i¢in yeterli olabilecegi ve stearik asitin
uzun acil zincirine sahip olmasinin katalizleme siiresince enzimin serbest hareketini

engellemis olabilecegi seklinde yorumlanmistir (Suan and Sarmidi 2004).

Frings ve arkadaslari (1999) Mucor miehei (Novozym 388) lipaz1 katalizorliigiinde rasemik
1-fenil etanoliin vinil propiyonat ile organik c¢oziiciilii ortamda kinetik rezoliisyonunu
incelemis ve calismada ¢oziiclinlin enzim aktivitesi lizerinde belirgin bir etkiye sahip
oldugunu belirtmislerdir. Diisik Log P degerlerinde hi¢ aktivite gdzlenmezken enzim
aktivitesinin ¢oziicli hidrofobikligi arttik¢a tutarli sekilde arttigi goriilmistir En iyi
sonuglar hekzan ¢doziiciisiinde elde edilmistir. ter-biitilmetileter (MTBE) gibi polar bir
¢oziiciide aktivite gdzlenmemesinin nedeni, enzim ylizeyindeki su tabakasinin uzaklagmasi

veya parcalanmasi yoluyla enzimin inaktive olmasi seklinde agiklanmistir.

2.9.2 Tuz ciftleri ve doygun tuz cozeltileri ile a,, kontrolii

Su aktivitesi kontrol yontemleri ile ilgili olarak incelenen literatiirden, deneylerde
kullanilan iki yonteme ait olanlar iizerinde durulmustur. Tuz c¢iftleri ve doygun tuz

cozeltileri ile ay kontrolii birgok arastirmaci tarafindan basari ile uygulanmis iki yontemdir.

Wehtje ve arkadaslarinin 1997 yilinda yaptiklar1 ¢calismada sekonder alkollerin dekanoik
asit ile organik ortamda esterlesme tepkime ile kinetik rezoliisyonunu incelemislerdir.
Yapilan ¢aligmada farkli lipaz kaynaklar kullanilmigtir. Bu lipazlardan en sec¢imli olani
Candida antarctica (E = 9000), en az se¢imli olan1 ise Candida rugosa (E= 1.7) duir.
Calismada su aktivitesi kontrolii i¢in doygun tuz ¢ozeltileri kullanilmis ve su aktivitesinin
gaz fazdan dengeye gelmelesi icin tepkime ortami ve doygun tuz ¢ozeltileri kapali ortamda

ve oda sicaklifinda en az 16 saat tutulmustur. Bu caligmada arastirmacilar a,, degerleri
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0.06-0.97 arasinda degisen tuzlar kullanmiglar fakat enantiyosecimlilik ile su aktivitesi
arasinda bir iliski kuramamiglardir. Candida rugosa lipaz1 i¢in enantiyosecimlilik alt1 farkli
su aktivitesi degerinde belirlenmis ve tiim tepkimelerde E degeri 1.6- 1.8 arasinda elde

edilmistir.

Bu calismada ayrica farkli substrat derisimlerinde (10-100 mM) calisilmis ve substrat
derisiminin enantiyose¢imlilik ve tepkime baslangi¢ hizlari lizerine etkileri arastirilmistir.
Asit derisimi 100 mM’de sabit tutulmustur. Alkol derigimi artinca her iki enantiyomerin
tapkime baglangi¢ hizlar artis gézlemisler fakat enantiyosegimlilikte her iki enzim i¢in bir
degisikligin olmadigim1 gérmiiglerdir. Diger yandan asit derisimi arttirildinda C. Rugosa
lipazina ait enantiyosecimlilik degerinde artis oldugunu (E = 2.2) bulunmustur. Bu
durumun sebebi olarak asit derisiminin ortamin pH’in1 etkilemesi gosterilmistir. Tepkime

hiz profili de substrat derisimine baglilik gdstermis ve substrat inhibisyon profili ¢izmistir.

Hogberg ve arkadaglart 1993 yilinda 2-metil alkanoik asitin Candida rugosa ve
Pseudomonas lipazlar katalizli esterlesme tepkimesinde tuz hidrat ¢iftleri kullanarak sabit
bir su aktivitesi degerinde (0.15 ve 0.76) calismislardir. Pseudomonas lipazlari su
aktivitesinden bagimsiz goriinse de CRL ortama eklenen su miktarina bagl olarak farkl
enantiyosecimlilik gostermistir.  Su aktivitesinin kontrol edildigi durumda doniisim
%35’de % 40’a ¢ikmis ve bu doniisiime ulagsmak i¢in gerekli tepkime stiresi 110 saatte 10

saate diismiistiir. Diger bir degisle reaksiyon hiz1 artmustir.

Literatiirde sekonder alkollerin kinetik rezoliisyonunda incelenen parametreler, lipaz
kaynag tiirii, ¢oziicii tiirii, acil verici tiirii, sicaklik ve su aktivitesidir. Ozellikle su aktivitesi
parametresinin incelendigi caligmalarda substrat derisiminin tepkime baslangic etkisi
tizerine etkisi arastirilmigtir. 1-fenil-1-propanoliin kinetik rezoliisyonu iizerine bir
caligmaya rastlanmamis olmasi nedeni ile ilgili parametreler su aktivitesi kontrolii altinda

incelenmistir.
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2.10 1-Fenil -1-propanol

Kiral sekonder alkoller organik kimyada kiral tiirevlendirme reaktifleri olarak kullanilirlar.
Rasemik 1-fenil-1-propanol, zayif ester kokulu, metanol, etanol, benzen ve toluen ile
karisabilen yagimsi sivi bir maddedir. Endiistride, kozmetik sanayisinde parfumlerin
iiretilmesinde ve kalict olmalarinin saglanmasinda, 1s1 transfer ortamlarinda ve genel olarak

tipta Felicur ticari ismiyle safra salgisini arttiran ilag olarak kullanilir.

Bunlarin yanisira kozmetik ve ilag etken bazi materyaller, 1-fenil-1-propanol grubu ve
diger baska gruplarin da baglanmasiyla sentezlenebilmektedir. Ornegin Bielewska ve
grubunun yaptig1 bir ¢aligmada, 1-fenil-1-propanol yardimci grubunu iceren, (1S,2R)-D-
eritro-2-(N-Myristoylamino)-1-fenil-1-propanol (D eritro-MAPP) (Sekil 2.24) maddesinin
viicuttaki derinin su metabolizmasini ayarlayan ve sivi tutmasini iyilestiren ve lipid
ailesinden olan ceramid maddesinin parcalayan ceramidase enziminin aktivitesini inhibe

ettigi anlasilmigtir (Bielawska et al. 1996).

OH

- CH.
1 !
NHOO{CH, )2 CH,

{15,2R) D-e-MAFF

Sekil 2.24 (1S,2R)-D-eritro-2-(N-Myristoylamino)-1-fenill-1-propanol bilesiginin agik
formiilii

Ayrica 1-fenil-1-propanoliin amino grubuyla baglanarak olusan, (1RS,2SR)-(+)-2-amino-1-
fenil-1-propanol bilesigi iyi bir kan basmcini yiikseltici ajan olarak kullanilmaktadir.
Bunlara ek olarak bu madde klinik kullanimda nasal dekonjestan olarak kullanilmaktadir.
Bu molekiil Sekil 2.25’de goriilen iki asamali tepkime ile olusmaktadir (Subramanian et al.

1987).
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Sekil 2.25 (1RS,2SR)-(+)-2-amino-1-fenil-1-propanol bilesiginin iki asamali tepkimesi.

1-Fenil-1-propanol’iin  R-izomeri optik olarak aktif (R)-1-kloro-1-fenil-1-propan
molekiiliiniin sentezi i¢in kullanighdir. Stephenson ve ¢alisma grubu tarafindan (R)-1-fenil-
l-propanol kullanilarak, tiyonil kloriir ile gerceklestirilen niikleofilik yer degistirme
tepkimesiyle ve ikincil alkoldeki hidroksil grubunun tiyonil kloriirdeki klor ile yer
degistirmesiyle, 1-kloro-1-fenil-1-propan molekiilii elde edilmistir (Sekil 2.26). Ayrica
olusan molekiiliin optik olarak aktif (R)-1-kloro-1-fenil-1-propan seklinde bulundugu
saptanmistir (Stephenson et al. 1979).

CsHsCH(OH)CH-CHj3
6, [a]%°n —24.30° (neat)
S0Cl2 Cng,CH{C”CHzCHg
2, [a]?%p —37.2° (acetone)

Sekil 2.26 1-kloro-1-fenil-1-propan molekiiliiniin eldesi.

1-Fenil-1-propanol’iin R-izomerinin kullanildigi diger bir alan ise sivi kristallerin
kullanilmasi iizerine ¢alismalardir. Bu konuda Gotarelli ve arkadaslarinin ¢alismasinda R-
izomerin MBBA (N-(p-Methoxybenzylidene)-p-(n-butyl)aniline) nematik ¢oziiciisli i¢inde
coziinmesiyle elde edilen son halinin daha ¢ok R-izomeriyle etkilestigi anlagilmigtir. Bu
etkilesimin sebebi olarak hidrojen bagi etkilesmesi Onerilmistir. Ayrica S-izomerle giiclii

bir etkilesim olamayacagi gosterilmistir (Sekil 2.27) (Gottarelli et al. 1981).
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Sekil 2.27 (R) 1-Fenil-1-propanol ile MBBA molkiiliiniin birincil etkilesimi

Enantiyomerik safliktaki kiral alkoller pek ¢ok farmakolojik iirliniin ¢ikis maddesidir.
Sekonder alkol olan 1-fenil 1-propanol tiirevleri ilag etken maddesi olarak farmasotik
sanayinde genis kullanim alanlarina sahiptir. (-)-Efedrin HCI ticari adiyla bilinen bir tiirevi
(1R,2S8-2-metilamino-1-fenil-1-propanol  hidrokloriir) brons agic1 ilaglar grubuna
girmektedir (www.pharma-solutions.basf.com). Bu ilaglar astim, bronsit ve akciger ile ilgili
hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. (+)-Pseudoefedrin HCI (1S,2S-2-metilamino-1-
fenil-1-propanol hidrokloriir) ise efedrinin diastereomeridir. Genelikle antihistaminik,
parasetamol ve ibuprofen igeren karigimlarda bulunur ve “Sudafed” adiyla ticari olarak
satilmaktadir (http://en.wikipedia.org/wiki/Pseudoephedrine). 1-fenil 1-propanoliin diger
bir tiirevi olan PDMP (D-threo 1-Fenil-2-dekanolilamino-3-morfolino-1-propanol) kanser
tedavisinde kullanilmaktadir (Inokucki et al. 1987). Rasemik 1-fenilpropanol ise koleretik
(karacigerin safra {iretimini arttiran ajan) bir ila¢ olarak kullanilmaktadir. Bu kimyasalin
(R)-izomeri ise optikge aktif 1-kloro-1-fenilpropan sentezinde ve terpenlerin

hazirlanmasinda kullanilmaktadir (Uzura et al. 2001).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Yiiksek lisans caligmasinda (R,S)-1-fenil-1-propanoliin lipaz katalizli esterlesme tepkimesi
ile kinetik rezoliisyonu (Sekil 3.1) ile R ve S enantiyomerlerin birbirinden en ytiksek
verimle ayrilmasi amaglanmistir. Bu nedenle ilk olarak enantiyosec¢imlilige etki eden
tepkime parametreleri incelenmistir. ileri calismalarda ise en uygun kosullar kullanilarak

ortamin su aktivitesi doygun tuz ¢ozeltileri ve tuz hidrat ¢iftleri ile kontrol edilmistir.

OH OAc OH
Lipaz “H,0
Agil verici,
Céziicii
(R.S)-1-fenil 1-propanol (R)-Ester (8)-1-fenil 1-propancl

Sekil 3.1 (R,S)-1-fenil-1-propanoliin lipaz katalizli esterlesme tepkimesi ile kinetik
rezoliisyonu

3.1.1 Alkol

Bu arastirmada substrat olarak sekonder alkol olan rasemik (=£)-1-fenil-1-propanol
kullanilmistir. (£)-1-Fenil-1-propanol Merck’ten satin alinmis olup, 6zellikleri Ek 2’de yer
almaktadir.

3.1.2 Enzim

Bu yiiksek lisans ¢alismasinda katalizér olarak kullanilan enzimler ticari olarak belirtilen

firmalarindan temin edilen;
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Tutuklu
» Amona Lipase PS-CI (immobilized on seramic) (Aldrich)
» Novozym 435 (Novozym)
» Lipozyme TL IM (Novozym)
» Lipozyme RM IM (Novozym)
» Lipase acrylic resin from Candida antartica (Sigma)
ve serbest
» Amona Lipase PS from Buckholderia cepecia (Aldrich)
» PS flouresans (Aldrich)
» Lipase from Mucor meihei (Aldrich)
» Novozym 735 ( Candida antartica Lipase A) (Novozym)
» Novozym CALB-L ( Candida antartica Lipase B) (Novozym)

enzimler kullanilmistir.

3.1.3 Acil verici

Esterlesme tepkimelerinin ana girdileri asit ve alkoldiir. Calismada, bir sekonder alkol olan
(R,S)-1-fenil-1-propanol ile tepkime vermek iizere palmitik asit, miristik asit, laurik asit,
kaprik asit, hekzanoik asit, stearik asit ve valerik (pentanoik) asit, agil verici olarak
kullanilmis ve Fluka firmasindan temin edilmistir. Agil vericilere ait fiziksel 6zellikler Ek

3’te verilmistir.

3.1.4 Coziiciiler

Deneysel ¢alismalarda ¢oziicii; kat1 olan girdileri ¢6zmek ve ortami homojen hale getirmek
icin kullanilmaktadir. Farkli log P degerlerine sahip ¢oziiciiler siklohekzan, 2,2,4-trimetil
pentan (izooktan), oktan ve ter-butil metil eter, Merck firmasindan temin edilmistir.
Coziiciilere ait baz1 6zellikler Ek 4’tedir. Ayrica HPLC analizlarinde kullanilan hekzan ve

2- Propanol, Merck’ten temin edilmistir.
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3.1.5 Tuzlar

Tepkime ortaminin su aktivite degerini sabit tutmak i¢in iki ayr1 yontem kullanilmistir. Bu
yontemlerin ilkinde tuz ciftleri kullanmilmistir. Na,HPO4(7/12) (ay:0.90), Na,SO4(10/0)
(aw:0.76) Na,HPOs (2/7) (aw:0.69), C;H3NaO,(3/0)(0.33), MnCl2(2/4)(ay:0.33),
MgCly(6/0) (aw:0.06) . Doygun tuz ¢ozeltileri kullanilarak ay, nin kontrol edilmesinde ise
KyCrO7 (ay:0.98), (MgNO;3).6H,O (ay:0.54), CH;COOK (ay:0.23), LiBr (ay:0.15),
LiCl(ay:0.11) NaCl (ay:0.75) tuzlart kullanilmistir. Kullanilan tuz ¢iftleri ve doygun tuz
cozeltilerine ait a,, degerleri sirasiyla, Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.2°de verilmistir.

Calismalarda kullanilan tiim tuzlar Merck’ten ticari olarak elde edilmistir.

Cizelge 3.1 Tuz hidrat ¢iftlerine ait a,, degerleri

Tuz Cifti Ay
MgCl,(0/6) 0.06
C,H3Na0,(0/3) 0.33
MnCl,(2/4) 0.33
Na,HPO4(2/7) 0.69
Na,S04(0/10) 0.76
Na,HPO4(7/12) 0.90

Cizelge 3.2 Doygun tuz ¢ozeltilerine ait a,, degerleri

Tuz Ay
LiCl 0.11
LiBr 0.15
CH;COOK 0.23
MgNO;.6H,0 0.54
NaCl 0.75
K>Cr,03 0.98
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3.1.6 Molekiiler elek, TLC kagid1

Tepkimede, ortamda bulunan suyu uzaklastirmak amaci ile Sigma’dan temin edilen,
sodyum alumina silikat, 4A° boyutundaki molekiiler elek kullanilmistir. Kalitatif analiz,

Merck’ten temin edilen 20x20 cm boyutunda silikajel 60 F,s4 TLC kagidi ile yapilmustir.

3.2 Yontem

3.2.1 Rasemik 1-fenil 1-propanoliin esterlesme tepkimesi ile kinetik rezoliisyonu

Rasemik 1-fenil I-propanoliin lipaz katalizli esterlesme tepkimesi, 10 mL hacimli agzi
kapakli viallerde, 3 mL ¢alisma hacminde, sicaklik ve karistirma hiz1 kontrol edilebilen

orbital ¢alkalayicilarda gergeklestirilmistir.

Caligmalara ilk olarak uygun lipaz kaynagini belirlenmistir. Bu amagcla tutuklu ve serbest
lipazlar kullanilarak tepkimeler gergeklestirilmistir. Daha sonra tepkimenin enantiyomerik
orani (E), enantiyomerik asirilig1 (ee) ve doniisiimii (%) lizerine ¢oziicii cinsi ve agil verici
tiirti, sicaklik (0°C-50°C), molekiiler elek miktar1 (0-500 mg) gibi parametrelerin etkisi

belirlenmistir. Gergeklestirilen deneyler sonucunda en uygun kosullar belirlenmistir.

(R,S)-1-fenil-1-propanol ve agil verici tepkime ortamina eklendikten sonra 3 mL ¢oziicii de
¢Oziilmiistiir. Daha sonra tepkime ortamina 100 mg enzim ve molekiiler elek eklenerek
tepkime baslatilmistir. Tepkime saat basi ince tabaka kromotografisi (TLC) kullanilarak,
UV 15181 altinda kontrol edilerek takip edilmistir. % 50 donilisim degerine ulasildigi
distintildiigii durumda tepkimeler; tepkime karisimi kaba siizge¢ kagidiyla siiziilerek
sonlandirilmistir. Coziicii ortamdan {iizerinden hava gegirilerek uzaklastirilmigtir. Kalan

tiriinler 2 mL hekzan i¢inde ¢oziildiikten sonra analize hazir hale getirilmistir.
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Calismanin ikinci asamasinda ise ortamin su miktar1 molekiiler elek kullanimi yerine tuz
hidrat giftleri ve doygun tuz ¢6zeltileri kullanilarak kontrol edilmistir. Bu deneyler 40 "C
ve 150 rpm de Novozym 435 katalizorliigiinde gergeklestirilmistir.

Tepkimenin baslangi¢ su aktivitesi degerini ayarlamak i¢in tuzlarin saf su ile hazirlanan
coOzeltisi ile 24 saat karistirilarak doygun ¢ozeltileri hazirlanmigtir. Hazirlanan doygun tuz
¢ozeltisi ve kullanilacak olan enzim ve ¢dziicii bos desikatorde ortam sicakliginda bir hafta
boyunca bekletilerek atmosferden a,,’nin dengeye gelmesi saglanmistir. Dengede belirli bir
ay degerine sahip olan ¢dziicii i¢ine alkol, agil verici ve enzim hizli bir sekilde eklenerek
tepkime baglatilmigtir. Daha sonra belirli zaman araliklar1 ile tepkime kesilerek, ornek,

yukarida belirtildigi gibi HPLC analizi i¢in hazirlanmustir.

Tuz hidrat ¢iftleri ile a,, kontroliinde, alkol ve acil verici tepkime ortamina eklendikten
sonra 3 mL ¢oziicii de ¢Oziilmiistiir. Daha sonra tepkime ortamina su aktivite degeri bilinen
tuz hidrat ciftlerini olusturan her iki tuzdan ortama 0.1 gr direkt olarak eklenmistir. Daha

sonra belirli zaman araliklar1 ile tepkime sonlandirilmis ve analizlenmistir.

3.2.2 HPLC analizleri

Coziiciisii uzaklastirilan iiriin 2 mL hekzan igerisinde ¢oziilerek analiz edilmek iizere
hazirlanmistir. Hazirlanan 6rnekler, Spectra SYSTEM HPLC cihazinda, Chiralcel OB-H
(250%4.6 mm) kiral kolonu ile, 0.8 ml/dk akis hizinda, tasiyici faz olarak n-hekzan/2-
propanol: 97/3 kullanilarak, 254 nm dalga boyunda UV dedektor ile analizlenmistir. Kolon
sicakligt 30°C olarak, enjeksiyon hacmi ise Spl olarak ayarlanmistir. Elde edilen
kromatogramlardan (Ek 5); 2.1 ve 2.2, esitlikleri yardimiyla iirlin ve substrat igin

enantiyomerik asirilik, enantiyomerik oran ve doniisiim degerleri hesaplanmistir.
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3.2.3 Lipaz aktivitesinin belirlenmesi (Ph stat)

Substrat olarak kullanilan 200 pl tribiitrin, 10 ml 1 mM Tris-HCI tamponu (pH=7.2)

icerisinde ¢Oziindiikten sonra 0.5 mg enzim tampon igerisine eklenmistir. Tepkime 40

OC’de 150 rpm hizindaki orbital calkalayicida gerceklestirilmistir. 10 dakika sonunda
enzim, tampon ortamindan filtre kagidi ile ayrilmis ve tepkime sonlandirilmistir. Tampon
icerisine birka¢ damla fenolftalein eklendikten sonra 0.1 M NaOH c¢ozeltisiyle titrasyon
gergeklestirilmistir. Bir iinite, umol substrati bir dakikada doniistiiren enzim miktaridir.

(Kim et al. 2000). Ek 6 ’da 6rnek hesaplama verilmistir.

3.2.4 Su aktivitesi ol¢iimii

Su aktivitesi kontrol deneylerinde, tepkime ortaminin a,, degerini belirlemek amaci ile

Novasina ay, sprit su aktivitesi 6l¢iim cihazi kullanilmistir.

3.2.5 Baslangi¢ tepkime hizinin belirlenmesi

Substrat derisiminin tepkime baslangi¢ hizina (ry) etkisinin incelenmesi amaci ile tuz hidrat
ciftleri ile su aktivitesi kontrolii deneylerinde zamanla alinan Orneklerden elde edilen
doniisiim degerleri kullanilarak t- C, grafikleri ¢izilmis ve tepkime hizi;

ra=dCy/ dt (Esitlik 3.1)

denkleminden hesaplanmistir. Hesaplamalar i¢in kullanilan t-C, grafikleri Ek-7°de

gosterilmistir. Ayrica 6rnek hesaplama Ek 8’ de verilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Bu tez calismasinin ilk agsamasinda rasemik 1-fenil-1-propanoliin esterlesme tepkimesiyle
kinetik rezoliisyonu ¢esitli lipaz enzimleri biyokatalizorliigiinde gergeklestirilmis ve
enantiyomerik saflikta 1-fenil 1-propanol’iin elde edilmesinde enzim tiirli, agil verici ve
¢Oziicii tlrii, molekiiler elek miktar, sicaklik ve tutuklama parametrelerin etkisi
arastirllmigtir. Daha sonra tepkime ortaminin su aktivitesini kontrol etmek amaci ile doygun
tuz ¢ozeltileri ve tuz giftleri kullanilarak rasemik 1-fenil-1-propanoliin kinetik rezoliisyonu
gerceklestirilmistir. Doygun tuz c¢ozeltileri ile yapilan su aktivitesi kontrolii deneylerinde
enzim aktivitesi Ol¢limleri yapilmigtir. Tuz hidrat ciftleri ile su aktivitesi kontrol
deneylerinde ise enzim aktivitesinin yani sira farkli substrat derisimlerinde tepkime

baslangi¢ hizlar1 incelenmistir.

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

4.1.1 Lipaz kaynag etkisi

Rasemik 1-fenil-1-propanoliin enantiyosecimli esterlesme tepkimesinde lipaz kaynaginin
etkisini incelemek amaciyla farkli kaynaklardan elde edilen enzimler kullaniimistir. Agil
verici olarak kullanilan 1 mmol laurik asit, 3 ml izooktan i¢inde ¢oziildiikten sonra tepkime
ortamina 0,5 mmol (R,S)-1-fenil-1-propanol ve 100 mg molekiiler elek eklenmistir. En son
enzim eklenerek tepkime baslatilmistir. Tepkimeler 30 °C’de ve 150 rpm karistirma
hizindaki orbital ¢alkalayicilarda gergeklestirilmistir. Esterlesme tepkimesi sonunda (R)-1-

fenil-1-propanol azalirken, (S)-1-fenil-1-propanol biiyiik 6l¢iide degismeden kalmistir.

Calisilan enzimler igerisinde en yliksek enantiyomerik asirilik degerleri (%ee) Serbest
enzimlerde CALB-L (C.antartica Lipaz B) ile %29 (Sekil 4.1) ve tutuklu Candida
antartica kaynakli lipaz olan Novozym 435 enzimi ile %68 (Sekil 4.2) olarak elde
edilmistir. Ek 8’de verilen sonuglar incelendiginde tutuklu enzimlerle ¢ok daha kisa siirede

yliksek doniisiim degerlerine ulasildig1 goriilmektedir.
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Goriildiigi gibi tutuklanmig bir enzim olan Novozym 435 ile daha yiiksek ee degeri elde
edilmisti. Benzer sekilde, Panzavolda et al. (2004) tarafindan tutuklanmis enzimlerin,
sicaklik ve pH degisimlerinde daha yiiksek kararlilik gosterdigi ve ayrica yiiksek baslangic

hiz1 ve enantiyose¢imlilik gézlendigi belirtilmistir.

Bolim 2.5’de de belirtildigi gibi lipazlar iki farkli yapisal (konformasyonel) formda
bulunabilir. Bunlardan biri lipazin aktif merkezinin tepkime ortamindan ‘kapak’ adi verilen
polipeptid zincirle kapatilmasi sonucu olusan ‘kapali (inaktif) form” ve kapagin agilmasi ile
aktif merkez ve tepkime ortaminin etkilesebildigi ‘agik (aktif) form’dur. Tutuklama islemi
ile enzimin konformasyonunda enantiyose¢imliligi arttiracak olumlu degisimlerin meydana
geldigi diistintilmektedir. Elde edilen sonuglar bu diisiinceyi destekler niteliktedir. Daha
yliksek enantiyosecimlilik degerinin gozlenmesinin yani sira tepkime siiresinin ¢ok daha

kisa olmas1 nedeni ile ¢alismalar tutuklu enzimler {izerine yogunlastirilmistir.

%ee

Sekil 4.1 Serbest enzimlerin enantiyomerik asirihiga etkisi (30°C, 150 rpm, Agil verici;
Laurik asit, Cozlicii; TMP)
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% ee

Sekil 4.2 Tutuklu enzimlerin enantiyomerik asirihga etkisi (30°C, 150 rpm Agil verici;
Laurik asit, Coziicti; TMP)
Yine literatiirde sekonder alkollerin esterlesme tepkimesi ile kinetik rezoliisyonunda
Pseudomonas cepacia, Candida antartica, Candida rugosa kaynakli lipazlarin uygun
oldugu belirtilmistir (Berlund, 2001). Ghanem ve arkadaslarinin 2004 yilinda yaptiklari
caligmada ise bir sekonder alkol olan 1-fenil etanol’{in lipaz katalizli esterlesme tepkimesi
ile kinetik rezoliisyonuna lipaz kaynag, acil verici tiirli, ¢oziicli tiirli ve sicaklik etkileri
dolgulu yatak reaktorde incelenmistir. Kullanilan alti tutuklu lipazdan Pseudomonas

cepacia, Candida antartica kaynakli lipazlarla olumlu sonuglar elde edilmistir.

Enzimlerle yapilan ¢aligmalar sonucunda Candida antartica kaynakl tutuklu bir ticari lipaz
olan Novozym 435 enziminin (R,S)-1-fenil 1-propanoliin yiiksek enantiyomerik saflikta
elde edilmesinde kullanilabilecegini gostermistir. Bu nedenle deneylere Novozym 435 ile

devam edilmistir.
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4.1.2 Acil verici ve ¢oziicii tiirii etkisi

Novozym 435 enzimi katalizorliigiinde rasemik 1-fenil-1-propanoliin esterlesme
tepkimesiyle kinetik rezoliisyonuna agil verici tiirliniin etkisi arastirilirken kullanilan farkli

zincir uzunluklarina sahip olan agil vericilere ait baz1 6zellikler Ek 3’te verilmistir.

Esterlesme tepkimelerinde asit ve alkol ana girdi bilesenleridir. Kinetik rezoliisyon
tepkimlerinde esterlesme tepkimelerinin kullanilmasi, agil verici olarak kullanilan asitlerin
kimyasal olarak daha kararli, daha az toksik, daha ucuz ve piyasada kolay bulunabilir

olmasindan dolay1 avantajlidir.

Deneylerde 1 mmol agil verici, 3 mL izooktan i¢inde ¢oziindiikten sonra tepkime ortamina
sirastyla 0,5 mmol (R,S)-1-fenil 1-propanol, 100 mg molekiiler elek ve 100 mg enzim
eklenmistir. Tepkimeler 30 °C’de ve 150 rpm karistirma hizindaki orbital ¢alkalayicilarda
gerceklestirilmistir. Zamanla alinan 6rneklerin analizlenmesi ile elde edilen doniisiim ve

enantiyomerik asirilik degerleri Sekil 4.3 ve ve Sekil 4.4°te goriilmektedir.

Acil Verici
VA (C5)
—e—HA (CB)
—=— KA (C10)
—e— LA (C12)
—%— MA (C14)
—a—SA (C18)

% X

0 0,5 1 1,5 2
t(h)

Sekil 4.3 Agil vericilerin ve tepkime siiresinin doniisiime etkisi (30°C, 150 rpm Enzim;
Novozym 435, Coziicii; TMP)
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Acil Verici

VA (C5)
—e—HA (C6)
—m—KA (C10)
—o—LA (C12)
—%—MA (C14)
SA (C18)

%ee

2,5

t (h)

Sekil 4.4 Agil vericilerin ve tepkime siiresinin enantiyomerik asirihiga etkisi (30°C, 150
rpm Enzim; Novozym 435, Coziicii; TMP)

Uzun zincirli yapiya sahip miristik asit (MA) ve stearik asit (SA) ile yapilan deneylerde
diger asitlere oranla daha diisiik % ee degerleri elde edilmistir. Kaprik asit (KA)’le %73
doniisiimde %80 ee degeri ve Laurik asit(LA)’le % 74 dontisiimde %84 ee degeri ile en iyi
sonuglara ulagilmistir (Sekil 4.5).

Ghanem ve arkadaslarinin 2004 yilinda yaptiklar1 ¢alismada ise 1-fenil etanoliin kinetik

rezoliisyonunda karbon sayis1 12-18 arasi olan agil vericiler denenmis ve aralarindan en iyi

sonucun laurik asit ile elde edildigi belirtilmistir.
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90
80
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40 B %ee
30

20 ~
10

% X, ee

VA HA KA LA MA SA

Sekil 4.5 Agil vericilerin doniislime ve enantiyomerik asiriliga etkisi (Enzim: Novozym
435, T: 30°C, N: 150 rpm, Coziicii : TMP)

4.1.3 Coziicii tiirii etkisi

Kinetik rezoliisyon ¢aligmalarinda ¢dziicii tiiriiniin etkisini belirlemek amaci ile yapilan
deneylerde ter butil metil eter (TBME) (log P =1.66), siklohekzan (log P =3.26), izooktan
(TMP) (log P =4.5) ve oktan (log P =5.18) kullanilmistir.

Agil verici denemelerinde izooktan ile iyi sonug veren laurik asit (LA) ve kaprik asit (KA),
her ¢oziicii ile denenmistir. 0,5 mmol (R,S)-1-fenil-1-propanol ve sirasiyla 1 mmol agil
verici, 3 ml ¢oziiciide ¢oziindiikten sonra 300 mg molekiiler elek ve 100 mg Novozym 435

enzimi eklenerek tepkimeler baslatilmistir.

Laurik asit ve kaprik asit i¢in doniisiim-zaman grafikleri sirasiyla Sekil 4.6 ve Sekil 4.7°da;
dontistim-ee grafikleri ise sirasiyla Sekil 4.8 ve Sekil 4.9°de gosterilmistir. Farkl
coziiciilerde gerceklestirilen Laurik asit ve kaprik asitin agil verici olarak kullanildigi
tepkimelere ait ee ve doniisiim degerleri agisindan bakildiginda Log P degeri 4’e yakin
olan, siklohekzan (Log P =3.26) ve izooktan (Log P =4.5)’1n digerlerine gore iyi sonug

verdikleri belirlenmistir (Sekil 4.10). Bu agil vericiler arasindan kaprik asitin, Log P degeri
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4.5 olan izooktan ile % 70 donilisiim oraninda % 92 ee degeri ile en iyi sonucu verdigi

bulunmustur.

Coziicti hidrofobikligi Log P degeri ile karakterize edilmektedir. Log P degeri oktanol-su
cift fazli sisteminde ¢oziiciiniin dagilma katsayisinin logaritmasidir. Hidrofilik ¢oziiciiler
enzim i¢in gerekli suyu uzaklastirmak ya da enzimin fonksiyonel yapisini parcalamak
suretiyle enzimi deaktive edebilirler. Bunun nedeni suyun enzime baglanmaktansa
hidrofilik ¢oziiciilere ilgisinin daha fazla olmasidir (Suan and Sarmidi 2004). Genellikle
lipazlarin aktiviteleri hidrofobik ¢oziiciilerde daha yiliksek olmasina ragmen bazi hidrofobik
¢oziiciiler enzim aktivitesi i¢in gerekli olan enzim yiizeyindeki suyu ¢ekmelerinden dolay1
inhibisyon etkiside yaratabilirler (Frings et al. 1999). Log P degeri 2-4 arasinda degisen
organik coziiciiler enzim yapisinda zayif bozulmalara neden olabilir ve bu tiir ¢oziiciilerde

enzim aktivitesini 6nceden tahmin etmek miimkiin degildir (Krishna and Karanth 2002).

Furukawa ve arkadaglarinin (2001), Mucor miehei lipaz1 ile ile 1-fenil etanol ile vinil
propiyonatm organik ortamda kinetik rezoliisyonunun incelendigi ¢alismada diisiik log P
degerlerinde hi¢ aktivite gdzlenmezken, aktivitenin ¢oziicii hidrofobikligi artmasi ile artti1
belirtilmistir. Log P 3.5 degerindeki hekzan optimum sonug¢ vermistir. Log P degeri ile

enantosec¢imlilik arasinda diizenli bir iliski bulunamamustir.

80
70
60
50
40 |
30
20
10 -
0k ‘ ‘ ‘ ‘ |

0 05 1 1,5 2 25

t(h)

—e— Oktan

% X

—a— siklohexa

n
—a— TBME

Sekil 4.6 Laurik asitin agil verici olarak kullanildig1 ¢6ziicii deneylerinde tepkime siiresi ile
doniistimiin degisimi (Enzim: Novozym 435, T: 30°C, N: 150 rpm)
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Sekil 4.7 Kaprik asitin agil verici olarak kullanildig1 ¢6ziicli deneylerinde tepkime siiresi ile

doniisiimiin degisimi (Enzim:Novozym 435, T: 30°C, N: 150rpm)

Coziicii

—e— Oktan
—m— siklohexan
—a— TBME
—x— TMP

1,5 2
t(h)

2,5

Sekil 4.8 Laurik asitin agil verici olarak kullanildig1 ¢6ziicii deneylerinde tepkime stiresi ile
enantiyomerik agirihigin degisimi (Enzim:Novozym 435, T: 30 °C, N: 150 rpm)

% ee

100

Coziicii

—e— Oktan

—=— siklohexan

—— TBME
TMP

tth) 1.5

2,5

Sekil 4.9 Kaprik asitin agil verici olarak kullanildig1 ¢oziicii deneylerinde tepkime siiresi ile
enantiyomerik asiriligi degisimi (Enzim:Novozym 435, T: 30 °C, N: 150rpm)
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Sekil 4.10 Farkli ¢oziiclilerde gergeklestirilen laurik asit ve kaprik asitin agil verici olarak
kullanildig1 tepkimelerde ¢oziicii tiirliniin enantiyomerik asiriliga ve doniisiime
etkisi (Enzim: Novozym 435, T: 30 °C, N: 150 rpm)

Bu ¢alismada ise diisiik log P degerine sahip olan TBME (1.66) ile en diisiik ee degeri elde
edeilirken log P degeri 3.25 den daha yiiksek olan ¢oziiciilerle ise daha yiiksek ee degerleri
elde edilmistir. Log P 3.25’den daha fazla arttirildiginda ee degerinde ¢ok fazla bir degisim

olmamistir. Caligsmalara izooktan (TMP) ile devam edilmistir.

4.1.4 Molekiiler elek miktar: etkisi

Molekiiler elek miktar1 etkisinin incelenmesi amaciyla tepkime ortamina 0, 100, 200, 300,
400 ve 500 mg molekiiler elek eklenmistir. Acil verici olarak kaprik asit, organik ¢oziicii
olarak izooktan kullanilmustir. Agil verici/alkol mol orami olarak 2/1 orani esas alinmis ve
tepkime ortamina 1 mmol agil verici ile 0,5 mmol (R,S)-1-fenil 1-propanol eklenmistir. 100
mg Novozym 435 eklenerek tepkime baglatilmistir. Ayrica yukarida belirtilen miktarlarda
molekiiler elekle muamele edilen ¢oziiciilerin ay, degerleri Slgiilmiis ve sonuglar Sekil
4.11°de verilmistir. Buradan da goriildiigli gibi molekiiler elek miktar: arttirilmasi ile ay,

degeri hizli bir dislis gostermis fakat 300mg’dan sonra a,, degerinde fazla bir degisim

67



gozlenmemistir. Molekiiler elek miktarinin %ee ve %x {lizerine etkisi Sekil 4.12°de

goriilmektedir.

0,6
0,5 +
0,4 \H\

2 03 * * — -
0,2
0,1

0 : : : : :
0 100 200 300 400 500 600
molekiiler elek miktari (mg)

Sekil 4.11 Molekiiler elek miktari ile ay’nin degisimi (T:40 °C, N: 150 rpm, Coziicii: TMP)

100
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80 -
70 A
60 -
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40
30
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O a
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% X, %oee

0 100 200 300 400 500

molekiiler elek miktari(img)

Sekil 4.12 Molekiiler elek miktarinin enantiyomerik asiriliga ve doniisiime etkisi (T:40 °C,
N; 150 rpm, Coziicii: TMP)

Molekiiler elegin tepkime ortamina eklenme nedeni bir denge tepkimesi olan esterlesme
tepkimesi sonucu olusan suyun ortamdan uzaklastirilmasidir. Suyun ortamdan
uzaklastirilmasiyla tepkime, iirlinler yoniine dogru kayar. Molekiiler elegin ortamdaki suyu
uzaklastirmanin yaninda enzim davranisint etkiledigine dair calismalar literatiirde
mevcuttur (Fontes et al. 2002). Molekiiler elek miktar: arttikga ortamda bulunan su miktari

azalacagindan dolayi esterlesme tepkimesi ile kinetik rezoliisyonda doniigiimiin daha hizl
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artmasi beklenir. Yapilan deneylerde 300mg a kadar bu durum gozlenmistir. 300mg da
okunan a,, degeri 0.33 diir (Sekil 4.15’den de goriildigii gibi, molekiiler elek miktarinin
300 mg oldugu durumda ee degeri % 92 ile en yiiksek degerine ulagsmistir). Molekiiler elek
miktarinin daha da arttirilmasi ile su aktivitesi ¢ok fazla degismemesine ragmen ee’nin
diisiis gostermesinin nedeni olarak 3 mL tepkime hacmine ¢ok fazla miktarda molekiiler
elek bulundugu ve ortam viskozitesinin arttig1 i¢in kiitle aktarim kisitlamalarinin tepkimeyi

yavaslattig1 diisiiniilmektedir.

4.1.5 Sicaklik etkisi

Rasemik 1-fenil-1-propanoliin enantiyosecimli esterlesme tepkimesine sicaklik etkisinin
incelemesi amaciyla tepkimeler, 0-50 °C arasindaki sicakliklarda gergeklestirilmistir.
Sicaklik etkisinin incelendigi calismada ¢oziicii olarak izooktan (3 ml), agil verici olarak
laurik asit (1 mmol) ve 0,5 mmol (R,S)-1-fenil-1-propanol kullanilmistir. Daha sonra
tepkime ortamina 300 mg molekiiler elek ve 100 mg Novozym 435 enzimi eklenmistir.
Tepkimeler 150 rpm karigtirma hizindaki orbital ¢alkalayicilarda gerceklestirilmistir ve

sonuglar Sekil 4.13°da verilmistir.

Enzimlerin enantiyosec¢imlilikleri sicaklifa karsi olduk¢a duyarli olsa da, maksimum
aktivitelerini 1liml1 kosullarda gdsterdikleri bilinmektedir. Bu sicaklik genellikle 37°C

civaridir. Sicaklik degeri 30°C’nin altina diistiiglinde tepkime vermeleri zorlagmaktadir.

Tepkime sicaklig1 enzimatik tepkimeler iizerinde biiylik etkiye sahiptir. Yapilan deneylerde
Ayrica sicaklik artist tepkime hizini etkilemis ve tepkime siliresinde azalmaya neden
olmustur. Yiiksek sicakliklarda enzimler katalitik aktivitelerini kaybedebilmektedir. Bu da
enzimin {i¢ boyutlu yapisinin yiiksek sicakliklarda bozulmasiyla ilgilidir. Yapilan deneyler
Novozym 435 enziminin 0 °C ile 50 °C arasindaki sicakliklarda enantiyose¢imli esterlesme

tepkimesini katalizledigini gostermistir.
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En uygun sicaklik 40 °C olarak bulunmustur. Sicakligin artmasi veya azalmasiyla
enantiyosecimlilikte diisiis gozlenmistir (Sekil 4.13). 40 °C’de ¢dziicii olarak izooktan agil

verici olarak ise laurik asit kullanildiginda %40 doniisiimde, %85 ee degerine ulasilmistir.

90 A

4

50 { 7 KO & || E%x
40 Ml ee

% x ,% ee

0 10 20 30 35 40 45 50
Sicaklik (°C)

Sekil 4.13 Sicakligin enantiyomerik asiriliga ve doniisiime etkisi (Enzim: Novozym 435,
N: 150rpm, Coziicii: TMP, Molekiiler elek miktari: 300 mg)

4.2 Su aktivitesi kontroliiniin tuz hidratlarla yapildig: ¢caliymalar

Deneysel caligmalarin ilk asamasinda elde edilen optimum kosullar; enzim olarak
Novozym 435, ¢oziicii olarak izooktan, acil verici olarak kaprik asit ve sicaklik 40°C

belirlenmis ve ¢alismalarin ikinci kismina bu kosullarda ¢alisilmaya devam edilmistir.

Biyokatalitik esterlesme tepkimelerinde, tepkime boyunca su olugmaktadir. Bu proses
boyunca su miktarmin siirekli degisecegi anlamima gelmektedir. Optimum kosullarda
gergeklesen tepkimenin hizi, belli bir siireden sonra ortamda olusan su miktarinin fazlalig

nedeni ile tekrar diisecek ve ters tepkime hidroliz hiz1 artacaktir.
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Esterlesme tepkimelerinde su miktarinin kontrol edilmesinde basit ve etkili bir yol, uygun

tuz hidrat ¢iftinin tepkime ortamina eklenmesidir (Kvittingen et al. 1992).

Tez ¢alismasiin ikinci agsamasinda tepkime ortaminin su aktivitesi tuz hidrat g¢iftleri ile
kontrol edilmistir. Tuz hidrat ¢iftleri tepkime ortamina direkt olarak eklenmekte ve siirekli
bir ay, kontrolii saglamaktadir. Bu yontemle ortamin su aktivitesi tepkime boyunca kontrol
edilebilmektedir. Su aktivitesinin yani sira tuz cinsinin de etkisinin incelenmesi i¢in ayni su
aktivitesi degerine sahip farkli iki tuz kullanilmistir. Baglangigta ortama eklenecek tuz
miktarinin belirlenmesi amaci ile 168 mM substrat derisiminde farkli tuz miktarlar ile
deneyler yapilmistir. Tuz ciftleri ile 50, 168, 250 ve 330 mM substrat derisimlerinde
calisilmis ve elde edilen doniisiim degerleri yardimi ile baslangi¢ hizlari hesaplanarak,
substrat derisiminin baslangic hizina etkisi incelenmistir. Sekil 4.14’de deneylerde

kullanilan tuzlar ve tuz giftlerine ait a,, degerleri verilmistir.

aw

Sekil 4.14 Tuz giftlerinin ay, degerleri

Organik ortamda gerceklesen bazi enzim katalizorlii tepkimelerin hizlari, tepkime

ortamimin su igeriginden etkilenmektedir. Iyi bir {iretkenlik igin sabit bir su aktivitesi
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istenir. Sabit su aktivitesi elde etmek i¢in ise en kolay yol ise organik ortamda esterlesme
tepkimesini ikili tuz karistmi Ornegin anhidrat tuz ve es hidrat tuzu varhiinda

gerceklestirmektir (Hogberg et al.1993).

4.2.1 Tuz miktari

Ortama elenecek tuz miktarinin etkisinin aragtirilmasi igin 168 mM substrat derisiminde ilk
olarak tuz ciftlerinden her birinden ortama 0.05 gr eklenmis ve enantiyomerik asiriligin a,
ve zamanla degisimi Sekil 4.15’te verilmistir. Daha sonra bu miktar 0.1 gr’a ¢ikartilmistir.

Yapilan deneyler sonucu elde edilen veriler Sekil 4.16’da karsilastirilmistir.

Ay
—e—0,06
—=—0,33a

0,33b
0,69
—x—0,76

—e—0,9

t (h)

Sekil 4.15 168 mM Substrat derisiminde zaman-ee (0.05 g tuz ,T:40 °C, N: 150 rpm,
Coziicii: TMP)
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1 ay
—e—0,06

—=—0,33a
0,33b
0,69

—e—0,76

—e—0,9

t (h)

Sekil 4.16 168 mM Substrat derisiminde zaman-ee (0.1 g tuz ,T:40 °C, N: 150 rpm,
Coziicti: TMP)

Diisiik miktarda tuz kullanildiginda ay= 0.06 da en yiiksek %ee degeri elde edilirken daha

yiiksek tuz miktar1 kullanildiginda en diisiik ee degeri elde edilmektedir ayn1 zamanda 0.33

ay degerinde diisik tuz miktarn ile diisiik ee degerine karsilik yiiksek tuz miktari

kullanildiginda en ytiksek enantiyomerik asirilik degerine ulasilmaktadir.

Uygun su aktivitesinin basari ile elde edilebilmesi i¢in yeterli miktarda tuz ¢iftinin ortamda
bulunmas1 gerekmektedir. Genellikle gerekli miktarin biraz fazlasi ortamda bulunabilir.
Kvittingen ve arkadaslar1 1992°de farkli tuz miktarinlarda ¢alisarak, ortama eklenen tuz
miktarinin tepkimeye etkisini arastirmiglar ve uygun bir seviyede kullanilan tuz ¢iftlerinin
doniisiimiin ¢ok fazla etkilemedigini, fakat diisiik seviyede tuz ¢ifti kullanildiginda etkili bir
ay kontrolii yapilamadigini belirtmislerdir. Literatiirde ay’nin enantiyoseg¢imlilik {izerine
etkisinin incelendigi calismalarda tuz miktarinin ee iizerine etkisini inceleyen bir yayin

bulunmamaktadir.

Molekiiler elek ile su aktivitesi kontrolinde a, = 0.33 degerinde en yiiksek ee’ye
ulasilmisti. Benzer sekilde burada da her iki tuz miktarinda a,, = 0.33 i¢in sonuglarin ayni
dogrultuda olmasi beklenmektedir. Diisiik miktarda tuz ¢iftinin ortamin su aktivitesini
kontrol etmekte yetersiz oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle deneylere 0.1 gr tuz kullanilarak

devam edilmistir.
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4.2.2 Substrat derisiminin tepkime baslangic hizina etkisi

Tuz giftleri ile yapilan deneylerde farkli substrat derisimlerinde calisilmis ve substrat
derisiminin tepkime baslangi¢c hizina etkisi incelenmistir. Farkli substrat derisimlerinde
zamanla 6rnek alinarak zamana karsi doniisiim degerleri elde edilmis ve Sekil 4.17, 4.18,
4.19 ve 4.20’de goriilen grafikler olusturulmustur. Bu verilerden t-C, grafikleri (Ek—7 )
cizilerek Esitlik 2.14 yardimi ile hizlar hesaplanmistir.

Ay
—#—0.33a
0.33b
0,69
—*%—0,76
——0,9

0 0,42 2 4 6
t (h)

Sekil 4.17 50 mM substrat derisiminde farkli a,, degerlerinde zamanla doniisiimiin degisimi
(0.1 g tuz T:40 -C, N: 150 rpm, Coziicii: TMP, Acil verici: Kaprik asit)

Ay
0,06
—8—0,33a
0,33b
—*—0,69
—%—0,76
——0,9

%X

t (h)

Sekil 4.18 168 mM Substrat derisiminde zaman-doniisiim iliskisi (0.1 g tuz T:40 "C, N:
150 rpm, Coziicii: TMP, Agil verici: Kaprik asit)
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Sekil 4.19 250 mM substrat derisiminde farkli ay degerlerinde zamanla doniisiimiin
degisimi (0.1 g tuz T:40 "C, N: 150 rpm, Coziicii: TMP, Agil verici: Kaprik asit)

Aw

—e— 0,06

—=—0,33a
0,33b
0,69

—u— 0,76

%X

——0,9

-
—_

=
~

Sekil 4.20 330 mM substrat derisiminde farkli a,, degerlerinde zamanla doniisiimiin
degisimi(0.1 g tuz T:40 'C, N: 150 rpm, Coziicii: TMP Agil verici: Kaprik asit)
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Sekil 4.21 Farkli substart derisimleri ve a,, degerlerinde baslangi¢ hiz1 degerleri (0.1 g tuz
T:40 °C, N: 150 rpm, Coziicii: TMP)

Baslangi¢c hizina gore substrat derisimi grafiginde (Sekil 4.21) degisik su aktivitelerinde
elde edilen sonuclar gosterilmektedir. Sekil 4.27°de goriildiigii gibi optimum tepkime hiz
degeri ay= 0.33 de elde edilmistir. Tiim su aktivite degerlerinde elde edilen egriler
incelendiginde; bir optimum degerden sonra tepkime hizinda bir diigme ve belli bir

noktadan sonra sabit kalma gozlenmektedir.

Kvittingen ve arkadaslar1 1992 yilinda biitanoik asitin biitanol ile Candida rugosa lipaziyla
esterlesme tepkimesinde enzim miktari, ¢oziicii tiirii ve substrat derisimi incelemis olup;
yapilan calismada Na,SO4(10/0) tuz hidrat ¢ifti olarak kullanilmistir. Bu calisma icin de
subtrat derigimi arttirildigi durumda yiiksek su aktivitesi degerinde enzim aktivitesi ve

dolayli olarak tepkimenin baglangi¢ hiz1 arttig1 gézlemlenmisti.
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4.2.3 Substrat derisiminin enantiyosecimlilige etkisi

Diisiik su aktivitesi degerlerinde enzimin c¢alismasi i¢gin gerekli suyun ortam tarafindan
cekilmesi nedeni ile katalitik aktivite diismektedir. Goriildiigl iizere a,, = 0.06 degeri igin
sadece diislik substrat derisiminde (50 mM) yiiksek ee degerine ulasilmakta diger substrat

derisimlerinde ise ¢ok diisiik doniisiim ve ee degerleri gozlenmektedir.

Tuz cinsinin etkisini belirlemek amaci ile ayn1 su aktivitesi degerine sahip farkli iki tuz ¢ifti
kullanilmistir. 0.33 su aktivitesi degerine sahip C;H3NaO; (0/3) ve MnCl,(2/4) ile birbirine
yakin fakat farkli sonuglar elde edilmistir. MnCl,(2/4) tuzu tiim substrat derisimlerinde en
iyl sonucu vermistir. 50 mM Substrat derisiminde % 55 doniisimde %93 ee ile en iyi

secimlilige ulasilmigtir. Farkli ay, ve substrat derismi degerlerinde gergeklestirilen deneyleri

Sekil 4.22 - 4.25°de goriilmektedir.

% X, %ee

100+
90+
80+
70+
60+
50+
40+
30+
20+
10*

0 33a

0,33b

aw

% x

H %ee

Sekil 4.22 50 mM substrat derisiminde farkl a,, degerlerinde doniisiim ve ee degerleri (0.1

g tuz, T:40 "C, N: 150 rpm, Coziicii: TMP, Agil verici: Kaprik asit)
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0.06 0,33a 0,33b 0,69 0,76 0,9

Sekil 4.23 168 mM substrat derisiminde a,, ile doniisiim ve ee’nin karsilastirilmasi (0.1 g
tuz :40 ‘C, N: 150 rpm, Coziicii: TMP, Agil verici: Kaprik asit)

80+
70+
60
50
40
30+
20+
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B % X

%X, %ee

| % ee

0,06 0,33a 0,33b 0,69 0,76 0,9

aw

Sekil 4.24 250M substrat derisiminde a, ile doniisiim ve ee’lerin karsilastirilmasi (0.1 g tuz
T:40 °C, N: 150 rpm, Coziicii: TMP, Agil verici: Kaprik asit)
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Sekil 4.25 330M substrat derisiminde a,, ile doniisiim ve ee’lerin karsilagtirilmasi (0.1 g tuz
T:40 °C, N: 150 rpm, Coziicii: TMP, Agil verici: Kaprik asit)

Buradaki ay, degerleri ile ifade edilen tuz ciftleri ile ilgili olarak elde edilen sonuglar Sekil
426 ve 4.27°de Ozetlenmistir. Sekil 4.26 farkli substrat derisimlerinde, ee’nin a,, ile
degisimini icermektedir. a,, degeri 0.33 olan MnCl, (6/0) tuzu ile tiim substrat
derisimlerinde en yiiksek ee degerlerine ulasilirken, substrat derisimi arttik¢a ee degerinin
de azaldig1 goriilmistiir. Bu tuz i¢in en yliksek ee degeri, 50 mM substrat derisiminde % 93
olarak elde edilmistir (% 55 doniisiim oraninda). Sekil 4.27°de ise farkli ay, degerlerinde

ee’nin substrat derigimi ile degisimi 6zetlenmistir.

100-
90-
80-
70-
60-
50-
40-
30
20 §
10 @
0 L . . . .
09 076 069 033(a)0,33(b) 0,06

B 50mM

O 168mM
B 250mM
= 330mM

% ee

aw

Sekil 4.26 Farkli substrat derisimlerinde % ee’nin ay, ile degisimi (0.1g tuz T:40 °C, N: 150
rpm, Coziicii: TMP, Acil verici: Kaprik asit)
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Sekil 4.27 Farkli a,, degerlerinde ee’nin substrat derisimi ile degisimi (0.1 g tuz T:40 °C, N:
150 rpm, Coziicii: TMP, Agil verici: Kaprik asit)

Hogberg ve arkadaglari (1993) 2-metil alkanoik asitin Candida rugosa ve Pseudomonas
lipazlar1 katalizli esterlesme tepkimesinde tuz hidrat ¢iftleri kullanarak sabit bir su aktivitesi
degerinde (0.15 ve 0.76) ¢alismuslardir. Pseudomonas lipazlari su aktivitesinden bagimsiz
goriinse de CRL ortama eklenen su miktarina bagli olarak farkli enantiyose¢imlilik

gostermistir.

4.2.4 Tuz hidrat ciftlerinin enzim aktivitesine etkisi

Tuz hidrat ciftleri ile yapilan su aktivitesi kontroliinde tuz hidrat g¢iftleri tepkime ortamina
direk olarak eklenmektedir. Dolayis1 ile enzim aktivitesi {izerinde bir etkilerinin olabilecegi
diisiiniilerek Boliim 3.2.3’de aciklanan Ph-Stat yontemi ile enzim aktiviteleri 6l¢tilmiistiir.

Aktivitenin hesaplanmasina 6rnek Ek 6’da verilmektedir. Higbir islem gérmemis, sadece
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¢oziicli ortaminda tepkime siiresi kadar bekletilmis ve farkli tuzlarin varliginda bekletilmis

enzimlerin aktiviteleri Sekil 4.28°de goriilmektedir.

30

25

20

15

aktivite

10 A

Sekil4.28 Tuz ¢iftlerinin enzim aktivitesine etkisi

Hig¢ islem gérmemis olan lipazin aktivitesi 28U iken, ¢oziicii i¢inde bekletilen enzimin
aktivitesi 18 U’ya diismektedir. Yiiksek ay, degerlerinde bu deger ¢ok fazla degismezken
diisiik a,, degerinde daha da diisiik bir seviyeye gerilemektedir. Oysa MnCl,(6/0) tuzunda
enzim aktivitesi islem gérmemis enzimin aktivitesinden biraz disiiktiir. Enzim ay= 0.33

degerinde ve MnCl,(6/0) tuzu ile en yiiksek aktiviteye (26U) ulagmistir.

Whetje ve arkadaglarmin 1997 yilinda yaptiklari ¢alismada R arrhizus, C.rugosa,
Pseudomonas sp. lipazlar1 katalizorliigiinde dekanoik asit ve dodekanoliin esterlesme
tepkimesini ger¢eklestirmislerdir. Bu ¢alismada kullanilan ¢dziiciilerin substratlari ¢6zmede
degisik ozellikler gdsterdigini ve bu 6zelliklerin substratlarin termodinamik aktivitesini ve

dolayli olarak olgiilen enzim aktivitesini etkiledigi gosterilmistir. Ayrica 3 farkli lipaz
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kaynag ile yapilan ¢aligmalarda enzim aktivitsine su aktivitesinin etkisi farkli substrat
derisimlerinde incelenmistir. Sabit substrat derisiminde 0.064’ten 0.97’ye kadar degisik su
aktivitesi degerlerinde enzim aktiviteleri Ol¢iilmiis olup Rhizopus arhizus lipazinin
kullanildig1 6l¢timlerde, diisiik su aktivitesi degerinde yiiksek enzimatik aktiviteye ve
0.33’liik su aktivitesi degerinde ise optimum degere ulasildig1 goriilmiistiir. Ayn1 ¢alismada
degisik substrat derisimlerinde ¢ikarilan su aktivitesi profiline gore; diisiik substrat
derisimlerinde, su aktivitesinin 0.064 oldugu durumda, enzim aktivitesi optimuma
ulagsmakta ve derisim arttirildikca enzim aktivitesi azalmaktadir. Bu durum genel olarak,
diisiikk substrat derisimlerinde, yiiksek enzim aktivitesi, diisiik su aktivitesinde elde
edilirken, yiliksek substrat derisimlerinde, yiliksek enzim aktivitesi, yiiksek su aktivitesi

degerinde elde edilmesi olarak agiklanmaktadir.

4.3 Doygun Tuz Cozeltileri ile a,, Kontrolii

Doygun hale getirilen tuz ¢ozeltileri ile yeterli bir siire ayn1 atmosfer ortaminda tutulan
tepkime ortaminin su aktivitesi gaz fazda dengeye gelmektedir. Doygun tuz ¢ozeltileri ile
sadece baslangi¢ a, degeri ayarlanmaktadir. Esterlesme tepkimesi sonunda su agiga

ciktigindan dolay1 ortamin su aktivitesi stiekli degismektedir.

Calismalarda ay, degerleri 0.1 ile 0.98 arasinda degisen tuzlar kullanilmistir. Kullanilan

tuzlara ait a,, degerleri Sekil 4. 29°da goriilmektedir.
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Sekil 4.29 Doygun tuz ¢dzeltilerinin a,, degerleri

4.3.1 Doygun tuz cozeltileri ile a,, kontroliiniinde tepkime baslangi¢ hizi

Wehtje ve arkadaglarinin 1997 yilinda yaptiklar1 ¢alismada sekonder alkollerin dekanoik
asit ile organik ortamda esterlesme tepkimesi ile kinetik rezoliisyonunda doygun tuz
cozeltileri kullanilarak su aktivitesi kontrolii yapilmistir. Burada enzim ve tepkime ortami
16 saat siire ile kapali ortamda doygun tuz ¢ozeltileri ile 6n dengeye getirilmistir. Caligma
sonucunda enantiyosecimlilik ve a, arasinda bir iligki kurulamamistir. Tepkime hizlari,
alkol derisimi arttik¢a, her iki enantiyomer i¢in de artmms fakat enantiyose¢imlillik
degismemistir. Yine Wehtje ve arkadaslarinin 1997 yilinda yaptiklar1 bagka bir ¢alismada
5-metil-2-hekzanon i¢inde lipaz katalizli (Lipozym IM 20 ve Novozym SP 435) esterlesme
tepkimelerinde yar1 gecirgen tiip ve doygun tuz ozetlileri kullanilarak siirekli ay, kontrolii
yapilmig ve farkli reaktor tiplerine uygulanmustir. Lipozym IM 20 ile 0.33 ay, degerinde her

reaktor tipinde iyi sonuglara ulagilmistir.
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Doygun tuz ¢ozeltileri ile su aktivitesi kontrolii yapilan deneylerde tepkime baslangi¢
hizlar1 incelendiginde yiliksek su aktivitesi degerlerinde yliksek tepkime hizina ulasildig:

gozlenmistir (Sekil 4.30).

0,11 0,23 0,54 0,98

Sekil 4.30 Doygun tuz ¢ozeltileri ile ro

Yapilan deneyler sonucunda, sadece baslangi¢ ay, degeri kontrolii yapildiginda iyi bir su
aktivitesi kontroliinlin gergeklestirilemedigi, yiiksek baslangic ay, degerlerinde ise baslangi¢

hizinin arttig1 gorilmiistiir.

4.3.2 Doygun tuz c¢ozeltileri ile a,, kontroliiniinde enantiyomerik asirilik ve doniisiim

Doygun tuz ¢ozeltileri hazirlandiktan sonra ¢oziicii ve enzim agzi kapali desikatorde bir
hafta siire bekletilmistir. Bu siire boyunca a,, atmosferden dengeye gelmis ve tepkime
ortaminin baslangic a,, degeri ayarlanmistir. Calismalarin birinci asamasinda elde edilen
optimum kosullarda elde edilen optimum kosullarda gergeklestirilen deneylerde ortamin su

aktivitesi bu sekilde kontrol edilmistir.
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Doygun tuz ¢dzeltileri ile su aktivitesinin kontrol edildigi deneylerde zamanla elde edilen
verilerin degerlendirilmesi ile olusturulan Sekil 4.31 ve Sekil 4.32” de zamanla doniisiim ve

enantiyomerik asirilik degerlerindeki degisim goriilmektedir.

70
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%01 —e—0,11

50 1 = 0,15
x 40 ¥ 4023
= 30 | - 0,54

20 | —%—0,75

10 - —e0,98
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Sekil 4.31 Doygun tuz c¢ozeltileri ile ay kontroliinde tepkime siiresi ile doniisiimiin
degisimi(T:40 "C, N: 150 rpm, Coziicli: TMP, Agil verici:Kaprik asit)

100
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—e— 0,11

—=—0,15
0,23
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Sekil 4.32 Doygun tuz c¢ozeltileri ile a, kontroliinde tepkime siiresi ile enantiyomerik
agirth@in degisimi (T:40 "C, N: 150 rpm, Coziicii: TMP, Agil verici:Kaprik asit)

Sekil 4.33” den de goriildiigii gibi a,=0.15’te %88 ile en yliksek ee degerine ulasilmistir.
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Sekil 4.33 Doygun tuz c¢ozeltileri ile a, kontroliinde farkli a, degerlerinde x ve ee
degerleri(T:40 "C, N: 150 rpm, Coziicii: TMP, Agil verici: Kaprik asit)

Ducret ve arkadaglar1 (1998) ibuprofen (2-(4-izo-butilfenil)propiyonik asit))’in Novozym
435 katalizli esterlesme tepkimesini su aktivitesi kontrollii ortamda incelemislerdir. Sabit su
aktivitesi degerlerinde de hidrofobik c¢oziiciiler, hidrofilik ¢oziiclilerde oldugundan daha
yliksek enzim aktivitesi elde edilmesini saglamislardir. En yiiksek enantiyosecimlilik,
diisiik tepkime hizinda ger¢eklesmistir. Bunun nedeni olarak su aktivitesinin, iki izomer ile
tepkime hizlar1 tizerine farkli etkileri olmasi diigiiniilmektedir. Su igerigi hem termal
kararlilik hem de enzim aktivitesi iizerinde 6nemli etkiye sahiptir. Rhizomucor miehei lipazi

farkl ¢oziiciilerde ayn a,, degeri ile (0.3) en iyi sonuglara ulasilmistir.
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4.3.3 Doygun tuz c¢ozeltileri ile a,, kontroliiniinde enzim aktivitesi

30
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20 - —

15

Aktivite

10 A

Sekil 4.34 Doygun tuz ¢ozeltileri baslangi¢ ay, degeri belirlenen tepkime ortaminin enzim
aktivitesine etkisi

Sekil 4.34’de doygun tuz cozeltileri ile su aktivitesi kontrolii yapilan tepkime ortaminda
enzim aktiviteleri goriilmektedir. Bu yontem uygulandiginda enzim aktivitesinde fazla

degisim gézlenmemistir.
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5. SONUCLAR

Yiiksek lisans calismasinda (R,S)-1-fenil-1-propanoliin lipaz katalizli esterlesme tepkimesi
ile kinetik rezoliisyonu ile R ve S enantiyomerlerin birbirinden en yiiksek verimle ayrilmasi
amaclanmistir. Rasemik 1-fenil 1-propanoliin esterlesme tepkimesiyle kinetik rezoliisyonu
iki adimda gergeklestirilen bir ¢alismadir. Calismanin ilk asamasinda tepkime parametreleri
incelenmistir. Bu kapsaminda enantiyomerik saflikta 1-fenil 1-propanol’iin esterlesme
tepkimesi ile elde edilmesine, enzim tiiriiniin, acil verici ve ¢oziicii tiirliniin, molekiiler elek
miktarmin ve sicakligin etkisi arastirilmistir. Ikinci asamasinda ise elde edilen en uygun
kosullarda su aktivitesi kontrolii iki farkli yontem kullanilarak saglanmis bdylece su
aktivitesinin etkisi belirlenmistir. Doygun tuz ¢ozeltileri ile yapilan su aktivitesi kontrolii
deneylerinde enzim aktivitesi Olgiimleri yapilmistir. Tuz hidrat ciftleri ile su aktivitesi
kontrol deneylerinde ise enzim aktivitesinin yan1 sira farkli substrat derisimlerinde tepkime

baslangi¢ hizlar1 incelenmistir.

Calismalara ilk olarak lipaz kaynagi se¢imi ile baslanmistir. Esterlesme tepkimesi serbest
Amona Lipase PS from Buckholderia cepecia ,PS flouresans,Lipase from Mucor meihei,
Novozym 735 ( Candida antartica Lipase A), Novozym CALB-L ( Candida antartica
Lipase B) ve tutuklu;Amona Lipase PS-CI (immobilized on seramic), Novozym 435,
Lipozyme TL IM, Lipozyme RM IM, Lipase acrylic resin from Candida antartica lipaz
enzimleri biyokatalizorliigiinde gerceklestirilmistir.  Serbest ve tutuklu enzimler
karsilastirildiginda, serbest enzimler ile gerceklestirilen tepkimelerin tutuklu enzimlerle
gerceklestirilenlere oranla ¢ok yavas ilerledigi ve sonugta diisilk enantiyomerik asirilik ve
doniisiim degerlerine ulasildigi gdzlenmistir. Incelenen enzimler igerisinde en yiiksek
enantiyomerik asirilik degerleri Novozym 435 enzimi ile elde edilmistir. Novozym 435
enziminin en 6nemli basarisi ise tepkimeyi ¢ok kisa siirede ve yliksek enantiyose¢imlilikte

katalizleyebilmesidir.

Yapilan literatiir arastirmasi sirasinda agil verici tiiriinlin de kinetik rezollisyon

caligmalarinda 6nemli bir parametre oldugu goriilmiistiir. Farkli zincir uzunluguna sahip
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palmitik asit, miristik asit, laurik asit, kaprik asit, hekzanoik asit, stearik asit ve valerik
(Pentanoik) asit kullanilmistir. Agil verici denemelerinde ¢oziici olarak izooktan
kullanilmistir. Kaprik asit ve laurik asit ile en 1yi sonuglar elde edilmis ve ¢ozlicii segiminde

her iki acil verici ile ¢alisilmistir.

Yapilan ¢alismalar ¢oziicii tiiriiniin tepkimenin enantiyomerik asirilik (ee) biiyiik dlgiide
etkiledigini gostermistir. Calismalarda farkli log P degerlerine sahip benzen, izooktan,
heptan, siklohekzan, oktan ve tersiyer butil metil eter kullanilmigtir. Novozym 435 enzimi
ile hemen hemen tiim ¢oziicli tiirlerinde iyi sonuglar elde edilmis olup en iyi sonuca

izooktan (2,2,4-tri metil pentan) ile ulagilmistir.

Molekiiler elek tepkime ortaminda bulunan su miktarini1 ayarlamakta kullanilan su tutucu
ajan gorevi gormektedir. Molekiiler elegin ortamdaki suyu uzaklastirmanin yaninda enzim
davranisini etkiledigine dair caligsmalar literatiirde mevcuttur. Zeolit molekiiler elekler
katyon degistirme yeteneklerinden dolay1 enzimler ilizerinde dramatik sekilde asit-baz
etkisine sahiplerdir. Elde edilen sonuglar molekiiler elek miktarinin lipaz katalizli
enantiyosec¢imli esterlesme tepkimeleri iizerinde onemli etkilere sahip oldugunu agikca
gostermektedir. Izooktanin ¢oziicii olarak kullanildigi tepkimelerde molekiiler elek

miktarinin belli bir orana kadar artmasiyla, ee degerlerinde artis gézlenmistir.

Tepkime sicaklig1 enzimatik tepkimeler iizerinde biiylik etkiye sahiptir. Yapilan deneylerde
Ayrica sicaklik artisi tepkime hizini etkilemis ve tepkime siiresinde azalmaya neden
olmustur. Yiiksek sicakliklarda enzimler katalitik aktivitelerini kaybedebilmektedir. Bu da
enzimin {i¢ boyutlu yapisinin yiiksek sicakliklarda bozulmasiyla ilgilidir. Yapilan deneyler
Novozym 435 enziminin 0 °C ile 50 °C arasindaki sicakliklarda enantiyose¢imli esterlesme

tepkimesini katalizledigini gostermistir.
En uygun sicaklik 40°C olarak bulunmustur. Sicaklifin artmasi veya azalmasiyla

enantiyosecimlilikte diisiis gozlenmistir. 40°C’de ¢0Oziicii olarak izooktan agil verici olarak

ise laurik asit kullanildiginda %40 doniisiimde, %85 ee degerine ulagilmistir.
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Deneysel calismalarin ilk asamasinda elde edilen optimum kosullar enzim; Novozym 435,
¢Oziicii; izooktan, agil verici; kaprik asit ve sicaklik 40°C olarak belirlenmis ve ¢alismalarin

ikinci kismina bu kosullarda ¢alisilmaya devam edilmistir.

Calismalarin ikinci kismini olusturan su aktivitesi kontrol deneylerinde iki farkli yontem
kullamlmugtir. 1k yéntemde tuz hidrat ciftleri tepkime ortamina direk olarak eklenmekte,
ikinci yontemde ise tepkime ortaminin a, degeri doygun tuz g¢ozeltileri ile gaz fazdan
dengelenmektedir. Tuz hidrat g¢iftleri ile yapilan a,, kontrol deneylerinde, su aktivitesinin
yani sira tuz cinsinin de etkisinin incelenmesi i¢in ayni su aktivitesi degerine sahip farkli iki
tuz kullanilmistir. 0.33 su aktivitesi degerine sahip C,H3;NaO, (0/3) ve MnCl,(2/4) ile
birbirine yakin fakat farkli sonuglar elde edilmistir. MnCly(2/4) tuzu tiim substrat
derisimlerinde en 1yi sonucu vermistir. 50 mM substrat derisiminde % 55 doéniisiimde %93

ee ile en iyi se¢imlilige ulasilmistir.

Baslangicta ortama eklenecek tuz miktarinin belirlenmesi amaci ile 168 mM substrat
derisiminde farkli tuz miktarlar1 ile deneyler yapilmistir. Molekiiler elek ile su aktivitesi
kontroliinde a,, = 0.33 degerinde en yliksek ee’ye ulasilmisti. Benzer sekilde burada da her
iki tuz miktarinda a,, = 0.33 i¢in sonuglarin ayn1 dogrultuda olmasi beklenmektedir. Diistiik
miktarda tuz c¢iftinin ortamin su aktivitesini kontrol etmekte yetersiz oldugu goriilmiistiir.

Bu nedenle deneylere 0.1 gr tuz kullanilarak devam edilmistir.

Tuz ciftleri ile 50, 168, 250 ve 330 mM substrat derisimlerinde g¢alisilmis ve elde edilen
doniisiim degerleri yardimi ile baslangi¢ hizlari hesaplanarak, substrat derisiminin baglangi¢
hizina etkisi incelenmistir. Diisiik su aktivitesi degerlerinde enzimin ¢aligmasi i¢in gerekli
suyun ortam tarafindan ¢ekilmesi nedeni ile katalitik aktivite diismektedir. Gortldiigi iizere
ay = 0.06 degeri icin sadece diislik substrat derisiminde (50 mM) yiiksek ee degerine
ulasilmakta diger substrat derisimlerinde ise ¢ok diisiik doniisim ve ee degerleri

gozlenmektedir.
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ay degeri 0.33 olan MnCl, (6/0) tuzu ile tiim substrat derisimlerinde en yiiksek ee
degerlerine ulasilirken, substrat derisimi arttik¢a ee degerinin de azaldig1 goriilmiistiir. Bu
tuz i¢in en yiiksek ee degeri, 50 mM substrat derisiminde % 93 olarak elde edilmistir (% 55

doniisiim oraninda).

Su aktivitesinin ¢ok diisiik oldugu durumda (ay= 0.06) diisiik derisimde optimum hiza
ulasmistir. Yiiksek substrat derisiminde yiiksek su aktivitesine sahip tuz kullanildiginda en
yiksek tepkime hizina ulagilmigtir. Optimum tepkime hiz degeri a,= 0.33 de elde
edilmistir. Tiim su aktivite degerlerinde elde edilen veriler incelendiginde; bir optimum
degerden sonra tepkime hizinda bir diisme ve belli bir noktadan sonra sabit kalma

gozlenmektedir.

Hi¢ islem gérmemis olan lipazin aktivitesi 28U iken, ¢oziicli icinde bekletilen enzimin
aktivitesi 18 U’ya diismektedir. Yiiksek ay, degerlerinde bu deger ¢ok fazla degismezken
diisiik a,, degerinde daha da diisiik bir seviyeye gerilemektedir. Oysa MnCl,(6/0) tuzunda
enzim aktivitesi islem gérmemis enzimin aktivitesinden biraz diisiiktiir. Enzim ay= 0.33

degerinde ve MnCly(6/0) tuzu ile en yiiksek aktiviteye (26U) ulasmistir.
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EK 1 Tuz ciftleri icin A ve B sabitlerinin degerleri

Su Kapasitesi Max T A B Data T
mmol g! °C °C
Salt pair

Na-tartr.2/? 4.3/8.6 ¢ 57 - - 20-25
Na,S0,4.10/0 3 : 32 1.033 3373 15-33
NayHPO,4.12/7 14.0 35 1.619 512.3 15-30
Na,C03.10/7 10.5 32 1.178 387.8 15-32
Na,C03.7/1 26 35 1.304 434.9 15-35
ZnS0,4.7/6 3.5 c 38 1.781 590.3 15-356
Na,B405.10/5? 13.1 c 60 1.283 445.5 20-35
Na,HPO,4.7/2 18.6 | 48 1.370 472.4 15-25
ZnS0,4.6/1 18.6 ¢ 49 1.276 449.5 15-50
Sr(OH),.8/1 26 >100 1.711 584.5 10-40
KCr(S04),.12/6 12.0 >60 1.398 503.2 15-70
Na4P,05.10/0 22 c 80 1.458 527.0 35-80
K4FelCN)g.3/07 7.1 87 1.373 511.8 15-80
Na,HAsO,4.7/5 6.4 c 55 1.641 599.6 15-28
Na,S5,05.5/2 12.1 48 1.427 553.9 19-35
NaBr.2/0 14.4 50 1.334 531.9 15-50
SrCl,.6/2 15.0 61 1.386 549.2 20-60
CuS0,.5/3 8.0 96 1.7256 660.5 15-80
Ba{OH),.8/1 22 >100 1.778 681.2 10-45
CoCl,.6/4 8.4 48 1.742 672.4 20-50
Na,HAsO,4.5/1 14.0 c 67 1.341 553.9 18-33
NaAc.3/0 22 c 58 1.627 651.6 15-50
Na,C053.1/0 8.1 c 110 1.861 738.7 15-80
NiCIz.4f2 9.9 64 1.231 554.3 25-65
BaCl,.2/1 4.1 102 1.987 784.8 20-80
CuS0,.31 9.4 >100 1.779 729.2 25-80
MgHPO,.3/1 11.6 >100 -0.799 -66.3 30-80
anN03}2.6!4 - 8.7 c 34 0.598 403.9 15-34
NayHPO,.2/0 11.2 95 1.328 630.8 20-30
BaBr,.2/1 3.0 113 2.068 857.4 25-80
NH4ANSO,),.12/37 19.9 c 93 2.691 1068.6 50-80
Nal.2/0 10.8 68 1.121 607.8 20-60
Ca(NO3),.2/0 10.0 52 1.738 823.9 20-50
SrBr,.6/1 14.1 c 90 1.3056 698.5 20-80
Li,S0,4.1/0. 7.8 233 0.678 507.2 25-80
Cd(NO4),.4/2 6.5 49 1.580 787.1 20-45
SrCly.21 5.1 c 145 1.785 860.5 25-85
Cd(NO3),.2/0 7.4 57 1.261 794.4 40-55
CaCl,.2/1 6.8 c 170 0.405 538.0 17-78
MgCli,.6/4 9.8 117 0.102 451.9 20-80.
LiBr.2/1 8.2 32 3.370 1480.9 18-31
LiCL1/0 16.6 >90 1.840 1055.9 18-70
MgCl,.4/2 12.0 182 - - 10-100
Zn(NOg3),.4/2 7.6 c38 11.753 4083.7 20-39
Lil.3/2 5.3 77 3.070 1554.3 60-72
BaCl,.1/0 4.4 270 3.753 1810.2 50-80
Lil.2/1 5.9 c77 0.499 751.1 70-80
BaBr,.1/0 3.2 350 0.435 813.8 50-80
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EK 1 Tuz ciftleri icin A ve B sabitlerinin degerleri (devam)

Sicaklik  (og)
20 25 30 35 40

[4]
o
=2}
o
~J
o
=]
Q

Salt pair

Na-tartr.2/? 0.85 0.86 - - - - X X X
Na,S0,4.10/0 0.76 0.80 083 X X X X X X
Nay,HPQ,4.12/7 0.74 0.80 0385 0.80 X X X X X
Na,C05.10/7 072 075 0.79 X X X X X X
Na,C05.7N 0.66 0.70 0.74 0.78 X X X X X
ZnS0,4.7/6 0.58 0.63 0.68 0.73 X X X X X
Na,B405.10/5? 0.58 0.61 065 0.69 072 080 - X X
NayHPQ,4.7/2 0.57 061 065 0.69 073 X X X X
ZnS0,4.6/1 0.55 059 062 066 0.69 X X X X
Sr{OH),.8/1 052 056 0.61 0.65 070 0.80 - - -
KCr{S04),.12/6 048 0.51 055 0.58 0.62 0.69 0.77 X X
NayP,05.10/0 046 0.49 052 056 059 067 0.75 083 0.92
K4Fe(CN)g.3/07 0.42 045 048 052 055 062 069 076 084
Na,HAs0,4.7/5 0.39 043 046 050 0.53 - X X X
Na,S,0;.5/2 0.34 0.37 040 0.43 0.45 X X X X
NaBr.2/0 0.33 035 038 041 043 049 X X X
SrCl,.6/2 ) 033 035 037 040 043 049 0.55 X X
CuS0,4.5/3 0.30 032 035 038 041 048 055 063 0.72
Ba(OH),.8/1 0.28 0.31 0.34 037 040 047 0.54 - -
CoCl,.6/4 0.28 0.31 033 036 0.39 X X X X
NasHAs0,.5/1 0.28 0.30 033 035 037 042 - X X
NaAc.3/0 0.25 028 030 032 035 041 X X X
Na,C03.1/0 0.22 0.24 0.27 0.29 0.32 038 044 0.51 0.59
NiCly.4/2 - 0.23 025 027 029 033 037 X X
BaCl,.2/1 020 023 0.25 0.28 030 036 043 050 0.58
CuS0,4.3/1 0.196 0.22 0.24 0.26 0.28 033 039 045 0.52
MgHPO,.3/1 - - - 0.26 025 025 025 0.24
Zn{NQ3),.6/4 0.166 0.175 0.184 X X X X X X
Na,HPO,.2/0 0.150 0.163 0.177 0.191 0.21 - - - -
BaBr,.2/1 0.139 0.156 0.174 0.193 0.21 0.26 0.31 037 0.44
NH4AISO,4),.12/37 - - . - - 024 030 038 046
Nal.2/0 0.111 0.121 0.130 0.141 0.157 0.174 0.198 X X
Ca(NO3),.2/0 0.085 0.094 0.105 0.116 0.128 0.154 X X X
SrBr,.6/1 0.084 0.092 0.100 0.109 0.119 0.139 0.162 0.186 0.21
Li,S0,4.1/0 - 0.085 0.101 0.108 0.114 0.128 0.143 0.159 0.175
Cd{NO3),.4/2 0.079 0.087 0.096 0.106 0.117 X X X X
SrCly.2/1 0.071 0.079 0.088 0.098 0.109 0.132 0.159 0.189 0.22
Cd(NO3),.2/0 - 0.044 0.048 0.053 0.063 X X X
CaCi,.211 0.037 0.040 0.043 0.046 0.049 0.055 0.062 0.069 0.076
MgCl,.6/4 0.036 0.039 0.041 0.043 0.046 0.0560 0.056 0.061 0.066
LiBr.2/1 0.021 0.025 0.030 X X X X X X
LiCL1/0 0.017 0.020 0.023 0.026 0.029 0.037 0.047 0.058 0.077
MgCi,.4/2 0.07 to 0.02 throughout

Zni{NO3),.4/2 0.007 0.011 0019 0032 X X X X X
Lil.3/2 - - - 0.018 0.025 0.035 X
BaCl,.1/0 - - 0006 0008 0009 0014 0.021 0.030 0.042
Lil.2/1 - - 0.078 0.020 X
BaBr,.1/0 - - 0.006 0.006 0.007 0.008 0.010 0.012 0.013
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EK 2 1-fenil-1-propanol’iin ozellikleri

Alkol Yap1 Erime |Kaynama | Yogunluk | Molekiiler
Nok. |Nok. Agirhik

:

<25°C |219°C 10,993 136.19368

: ~ g/ml g/mol

1-fenil-1-propanol
CoH 120

j —
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EK 3 Acil vericilerin fiziksel 6zellikleri

Agil verici Yapi Erime | Kaynama | Yogunluk | Molekiiler
Nok. |Nok. Agirlik
Pentanoik asit O -34.5 |186-187 |0.930 102.13
CsHO, |~~~ °C |°C glem* | g/mol
sH1002 OH
Hekzanoik asit 0 -3°C [202-203 ]0.920 116.16
CsH1002 /\/\)k °C g/em’ g/mol
OH
Dekanoik asit /\N\/\)ﬁ,\ 31°C |269°C |0.893 172.26
(Kaprik Asit) OH g/cm’ g/mol
C10H1002
Dodekanoik Q 44-46 |225°C |0.880 200.32
asit TN °C g/em? g/mol
(Laurik Asit)
C12H1002
Tetradekanoik /\/\/\/\/\/\/?‘- 58.8 250.5°C |0.8622 228.36
asit o °C g/em’ g/mol
(Miristik Asit)
Ci4H100;
Oktadekanoik v 169.6 [383°C |0.847 284.47
asit - ®ioC g/em’ g/mol
(Stearik Asit)
C16H1002
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EK 4 Coziiciilere ait bazi o6zellikler

Coziicu Tiri | Yapt Erime |Kaynama | Yogunluk | Molekiiler | Log
Nok. Nok. Agirlik p

(ow)

Siklohekzan 6.55°C [80.74°C [0.779 84.16 3.4

CeH1z g/ml g/mol

Oktan A~~~ |57 °C | 12552 0.703 114.2285 |4,9

CsHis °C g/ml g/mol

Ter- biitil —-109 552°C ]0.7404 88.15 1.35

metil eter o °C g/cm? g/mol

C5H120

2,2,4- —107.3899.3°C ]0.688 114.22 4.5

Trimetilpentan °C g/ml g/mol

CsHis
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EK 5 Hazirlanan oérneklere ait kromatogramlar
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Ek 6 pH stat yontemi ile 6rnek aktivite hesaplanmasi

200 pl tribiitrin, 10 ml 1 mM Tris-HCI tamponu (pH=7.2) igerisinde ¢dziindiikten sonra

0,5 mg enzim tampon icerisine eklenmistir. Tepkime 40 °C’de 150 rpm hizindaki
orbital ¢alkalayicida gerceklestirilmistir. 10 dakika sonunda enzim, tampon ortamindan
filtre kagid1 ile ayrilmis ve tepkime sonlandirilmistir. Tampon igerisine birka¢ damla
fenol fitalein eklendikten sonra 0,1 M NaOH c¢ozeltisiyle titrasyon gergeklestirilmistir.
Harcanan her mol NaOH, ii¢ mol substrata karsilik gelmektedir. Titrasyon sonucunda

3,5 ml NaOH harcandig1 durumda;
3.5ml x 0.1 mol/L x 1L/ 1000ml x 10°umol/mol x 1/3 x 1/10 dak = 11.7 pmol /dak
11. 7 umol /dak x 0.1 gr enzim/0.05 gr enzim = 23 pmol /dak

olarak hesaplanmistir.
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EK 7 Farkh substrat derisimlerinde t-Ca grafikleri

60
50
K
40 ——A12
/-/ TEOATS
S 301 B
. C
20 - M . —x—E
10 -
O T T T
0 0,42 2 4 6
t,h

Sekil 4.45 50 M Substrat deisiminde t-Ca grafigi

180
160 -
140 -

120 -
100 -
80
60 -

Ca

40 -
20 -

t (h)

Sekil 4.46 168 M Substrat deisiminde t-Ca grafigi (0.1 gr tuz)
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EK 7 Farkh substrat derisimlerinde t-Ca grafikleri (Devam)

300
250
£ 200 - ——A12
g —m—A23
£ 150 B
€ c
S 100 - —%—D
—e—E
50 -
0 : : : :
0 0,42 2 4 6
t (h)
Sekil 4.44 250 M Substrat deisiminde t-Ca grafigi
350
300 -
250 - ——A12
—m— A23
200 - B
<
(&)
150 - C
—%—D
100 - —o—E
50
O T T T
0 0,42 2 4
T

Sekil 4.47 330 M Substrat deisiminde t-Ca grafigi
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Ek 8 Toplu Sonuclar

1. ENZIiM KAYNAGI SECIiMi

TUTUKLU ENZIMLER
ENZIM % X % ee
NOVOZYM 435 65 68
C. antartica 55 60
LIPOZYM 62 22
RM-IM
LIPOZYM 58 36
TL-IM
PS-CI 65 34
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SERBEST ENZIMLER
ENZIM % X % ee

P. cepecia - 19
Ps. Flouresans - 21
Novozyme 735 - 14
( C. antarticaLip A)

Novozyme CALB-L - 29
( C. Antartica LipB)

Porcine Pancreatic - 11

Lipase




Ek 8 Toplu Sonuclar (devam)

2. ACIL VERICIi SECIMi

ENZIM Novozym 435
COZUCU : Izooktan

Acil vericiler t (h) %ee %X
0.5 18 53
VALERIK ASIT 1.0 33 50
(CsH100y) 1.5 57 59
2.0 58 64
0.5 19 24
HEKZANOIK ASIT 1.0 32 39
(CeH1205) 1.5 46 53
2.0 74 61
0.5 28 37
KAPRIK ASIT 1.0 56 53
(C10H200,) 1.5 79 75
2.0 80 73
0.5 25 34
LAURIK ASIT 1.0 57 61
(C12H2403) 1.5 68 65
2.0 84 74
0.5 27 35
MIRISTIK ASIT 1.0 43 59
(C14H2503) 1.5 35 49
2.0 40 63
0.5 23 55
STEARIK ASIT 1.0 31 44
(CisH360,) 1.5 61 60
2.0 53 73
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Ek 8 Toplu Sonuclar (devam)
3.¢0ZUCU TURU SECIMI

(Enzim: Novozym 435 Mol. Elek mik. : 300mg)

(Coziicii cinsi T (h) %ee % donilislim

0.5 18 27

O | Laurik asit 1.0 33 37

K 1.5 64 55

T 2.0 78 60

A 0.5 18 20

N | Kaprik asit 1.0 39 58

1.5 67 65

2.0 82 64

S 0.5 21 32

i Laurik asit 1.0 53 49
K

L 1.5 70 59

) 2.0 85 66

H 0.5 23 39

E |Kaprik asit 1.0 54 44

X 1.5 72 59

A 2.0 90 65
N

0.5 16 26

Laurik asit 1.0 28 35

T 1.5 35 46

B 2.0 40 50

M 0.5 18 27

E |Kaprik asit 1.0 40 52

1.5 50 55

2.0 61 65

0.5 15 24

o 1.0 38 50

Laurik asit 15 53 61

T 2.0 79 72

M 0.5 24 29

P |Kaprik asit 1.0 53 64

1.5 79 68

2.0 92 70

2.0 84 74
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Ek 8 Toplu Sonuclar (devam)

4.SICAKLIK DENEMELERI
0°C
Zaman(dak) %ee %D0ontislim
45 9 14
90 14 28
135 18 45
180 25 32
10°C
Zaman(dak) %ee %D0ontislim
45 10 27
90 17 38
135 25 27
180 30 43
20°C
Zaman (dak) Y%ee %D0ontisim
30 13 23
60 16 35
90 24 48
120 27 49
30°C
Zaman (dak) %ee %D0Ontistim
30 22 57
60 39 58
90 55 68
120 68 75
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Ek 8 Toplu Sonuclar (devam)

4.SICAKLIK DENEMELERI (devam)

35°C
Zaman %ee %D0Ontistim
20 20 19
40 25 22
60 31 34
80 36 56
40°C
Zaman %ee %DoOniislim
20 34 21
40 52 28
60 81 35
80 85 40
45°C
Zaman %ee %D0Ontistim
20 20 17
40 23 34
60 75 55
80 85 63
50°C
Zaman %ee %D0Ontistim
20 24 45
40 48 87
60 62 63
80 73 68
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Ek 8 Toplu Sonuglar (devam)

TUZ MOLARITE
CIFTI 50 168 250 330
t (h) %x %ee t (h) %x %ee t (h) %x %ee t (h) %x %ee

MgCl,(6/0) 2 47 66 2 3 2 2 4 1 2 3 3
(0.06) 4 16 46 4 4 2 4 4 4 4 3 23
6 13 7 6 7 4 6 6 12 6 5 5
C,H;Na0,(3/0) 2 63 48 2 48 50 2 39 34 2 25 27
(0.33) 4 14 6 4 55 63 4 42 56 4 54 57
6 78 33 6 56 67 6 44 66 6 62 57
MnCl,(6/0) 2 42 59 2 50 59 2 31 48 2 58 44
(0.33) 4 55 93 4 54 78 4 40 69 4 50 76
6 56 74 6 50 84 6 2 77 6 58 79
Na,HPO, (2/7) 2 56 37 2 27 31 2 22 22 2 28 31
(0.69) 4 55 59 4 41 50 4 37 43 4 42 51
6 56 71 6 54 61 6 42 57 6 43 41
Na,S0,(10/0) 2 32 32 2 24 25 2 14 18 2 17 26
(0.76) 4 40 50 4 40 44 4 24 34 4 34 50
6 55 91 6 54 63 6 27 38 6 40 64
Na,HPO,(7/12) 2 12 22 2 20 24 2 10 17 2 17 6
(0.90) 4 35 23 4 33 30 4 30 29 4 27 18
6 29 45 6 52 50 6 29 37 6 34 33
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Ek 8 Toplu Sonuclar (devam)

Doygun Tuz Cozeltileri

TUZ t %x %ee

25 min 21 18

LiCl 2h 41 24

(0.11) 4h 52 53

6h 60 54

25 min 11 10

LiBr 2h 32 37

(0.15) 4h 43 60

6h 49 88

25 min 11 19

CH;COOK | 2h 36 53

(0.23) 4h 39 59

6h 42 66

25 min 15 6

MgNO | 2h 33 30

(0.54) 4h 34 38

6h 41 53

25 min 28 17

NaCl 2h 41 18

(0.75) 4h 56 45

6h 61 60

25 min 27 8

KyCr,O7 | 2h 31 23

(0.98) 4h 38 43

6h 40 50
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