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Bu c¢aligmada tiyol gruplari tasiyan farkli yapida kaliks[4]arenler sentezlenerek lipaz
immobilizasyonunda katki materyali olarak kullanilmasi amaglandi. Bunun igin literatiirde belirtilen
metoda gore p-ter-bitilkaliks[4]arenin diester tlrevi (2) sentezlendikten sonra sistamin ile

etkilestirilerek kaliks[4]arenin halkali yapidaki disiilfan tiirevi (3) sentezlendi.

Ayrica sentezlenen kaliks(4)aren bilesigi 1,3-dibrompropan ile etkilestirilerek (4) numarali p-
ter-butilkaliks[4]aren di brom tiirevi elde edildi. Elde edilen dibrom tiirevi uygun kosullarda tiyotire ile

reaksiyona sokularak tiyol grubu tastyan kaliks[4]aren bilesigi (5) elde edildi.

Bunlara ilaveten p-ter-bitilkaliks[4]arenin diester turevi (2) hidrazin ile etkilestirilerek
kaliks[4]arenin dihidrazit tirevi (6) elde edildi. Daha sonra bu bilesik (6) lipoik asit ile uygun kosullarda
tepkimeye sokularak kaliks[4]arenin alkil-1,2-ditiyolan tlrevi (7) sentezlendi. Sentezlenen butin
bilesiklerin yapilari spektroskopik teknikler (FTIR, *H NMR) ile aydinlatildi.

Sentezlenen kaliks[4]aren tirevleri (3, 5, 7) Fe3Os manyetik nanopartikiiller varliginda lipaz
immobilizasyonunda katki maddesi olarak kullanildilar. Elde edilen immobilize lipazlar sol-gel teknigine

gore rasemik flurbiprofen metil esterinin enantiyosegimli tepkimelerinde kullanildilar.

Anahtar Kelimeler: Kaliksaren, tiyol, sol-gel, enantiyosecimlilik, flurbiprofen
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MS THESIS

SYNTHESIS AND APPLICATION OF CALIX(4)ARENE DERIVATIVES
BEARING THIOL GROUPS IN THE LIPASE CATALYZED
ENANTIOSELECTIVE REACTIONS
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In this study, synthesis of calix[4]arene derivatives bearing various thiol groups and using in
lipase immobilization as additive material have been intended. For this, according to the method
described in the literature derivative of the p-tert-butylcalix[4]arene diester (2) has been synthesized and
after reacted with cystamine, calix[4]arene disulfide derivative of the cyclic structure (3) was synthesized.

Furturmore the synthesized calix[4]arene compound was reacted with 1,3-dibromopropane (4),
p-tert-butylcalix[4]arene di bromo derivative were obtained. the obtained dibromo derivative is reacted
with thiourea under appropriate conditions and bearing thiol group of calix[4]arene compound (5) was
obtained.

Additionally, after p-tert-butylcalix[4]arene diester derivative (2) was reacted with hydrazine,
calix [4] arene dihydrazide derivative (6) was obtained. Then obtained compound was reacted with lipoic
acid under under suitable conditions and alkyl-1,2-dithiolane derivative at calix[4]arene (7) was
synthesized. The structures of synthesized all compounds was illuminated with spectroscopic techniques
(FTIRand 'H NMR).

Synthesis of calix[4]arene derivatives (3, 5, 7) was used lipase immobilization in the presence of
FesO4 magnetic nanoparticles. Obained immobilized lipases were used enantioselective reactions of

racemic flurbiprofen methyl ester by the sol-gel technique.

Keywords: Calixarene, tiol, sol-gel, enantioselectivity, Flurbiprofen
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APTES 3-Aminopropiltrietoksisilan
TFA Trifloroasetikasit
HMTA Hegzametilentetraamin
MN Manyetik nanopartikiil
CRL Candida Rugosa Lipaz
TMOS Tetrametoksisilan
MTMOS Metiltrimetoksisilan
TEOS Tetraetoksisilan

OTES Oktiltrietoksisilan
p-NPP p-nitrofenil palmitat
p-NP p-nitrofenol

BSA Bovin serum albumin
Enc Enkapsule

NSAI Nonsteroid Antiinflamatuvar Ilaclar
Simgeler

d Kimyasal kayma degeri

G Gram

Mg Miligram

N Mol

M Molarite

Ma Molekiil agirlig

mL Mililitre

Mmol Milimol

-p- Para

Ter Tersiyer

Eq Esdeger gram



10



1. GIRIS

Son dénemlerde gelisen teknoloji ile birlikte artan yasam standartlar1 bir¢ok
sorunu beraberinde getirmistir. Insan ve gevre iizerinde birgok zarari oldugu bilinen
toksik maddelerin uzaklastirilmasinda ve son zamanlarda 6zellikle farmokolojide bir¢ok
ilacin etken maddesi olan kiral bilesiklerin enantiomerlerinin ayrilmasinda farkl

metotlar gelistirilmistir.

Supramolekuler kimyada da bu problemlerin giderilmesine yonelik uygun
fonksiyonel gruplar bulunduran makromolekiiller sentezlenmistir. Supramolekdler
kimyanin tiglincii kusak bilesigi, degisik molekiillerle kompleks yapabilen hidrofobik
bir bosluk olusturacak sekilde fenolik birimlerin hidroksil gruplarina gore orto
pozisyonundan metilen kopriileri ile birbirine baglanmis, halkali esnek yapidaki bir
oligomer bilesik olan kaliksarenlerdir. Kaliksarenlerin, se¢imli olarak farkli gruplarla
tirevlendirilerek iyon ve molekiil tasima oOzelliklerinin yaninda suda ve organik
cozlculerdeki cozlndrlukleride degistirilebilmektedir. Fonksiyonlardirma
zenginligindeki avantajlara, anyon, katyon ve notral maddelerle konuk-konak
kompleksi yapabilme 6zelliklerine, tek basamakta sentezlenebilme gibi kolayliklara
sahip olan kaliksarenler farkli amaglarda kullanildigi gibi toksik maddelerin
uzaklastirilmasinda ve ilag¢ saliniminda da kullanilmistir. Bu ¢aligmada sentezlenen tiyol
grubu tastyan kaliksaren bilesikleri lipaz enzimi ile immobilize edilerek rasemik profen

threvlerinden flurbiprofenin enantiyomerlerine ayrilmasinda kullanilmstir.

1.1. Kaliksarenler

1.1.1. Kaliksaren Tarihgesi

Kaliksarenler, metasiklofan sinifina ait makrosiklik oligomerlerdir ve
formaldehit ile p-sibstitiie fenollerin bazik ortamdaki kondenzasyonu sonucu fenol
birimlerinin hidroksil gruplarina gore orto pozisyonundan birbirlerine metilen

kopriileriyle baglanmasi sonucu olusurlar. Kaliks(n)aren de parantez igerisindeki ‘n’



molekiil boslugunu olusturan metilen kopriileriyle birbirine bagli fenolik birimlerin
sayisin1 gostermektedir. Supramolekiler kimyada tag eterler ve siklodekstrinler, birinci
ve ikinci kusak supramolekiilleri olustururken, benzer 6zellik gostermesi sebebiyle
kaliksarenler, {igiincii kusak supramolekiiller olarak tanimlanmaktadirlar. Kaliksarenler
halkal1 yapida olmasi, kolay sentezlenmesi, kolay tiirevlendirilmesi ve farkli biiyiikliikte
molekiil boslugu olusturabilmesi sebebiyle son yillarda konuk-konak kimyasinda
Onemli bir ¢alisma alami olmustur. Kokeni 1905“te Nobel oOdiilii alan Adolf von
Baeyer“in ¢aligsmasina kadar dayanmaktadir (Gusche 1989). Baeyer, 1872’de fenol ile
sulu formaldehiti 1sitarak, kat1 reginemsi kristal olmayan bir {iriin elde etmis fakat o
giinlerdeki  enstriimental teknikler sinirli  oldugundan, yapisini tam olarak
aydinlatamamistir. Leo Hendrick Baekeland“in, fenol-formaldehit reaksiyonundan kati,
esnek bir regine elde etmesi ancak 20. ylizyilda gergeklesmistir. Hendrick Baekeland
fenol ile sulu formaldehitin reaksiyonundan kati, esnek bir regine elde etti ve bu
regineler “bakalit” adi altinda piyasaya sunuldu (Baekeland 1908). Bdylelikle fenol-
formaldehit reaksiyonlarina ilgi daha da artmuis oldu. Zinke ve Ziegler p-ter-batil fenold,
sulu formaldehit ve sodyum hidroksit ile 6nce 50-55 ° C da, sonra 110-120 ° C da iki
saat etkilestirdikten sonra bezir yag: igerisinde 200 °C ye kadar birkag saat 1sitildiginda
erime noktas: yaklasik 340 °C olan bir madde elde ettiler. Zinke elde edilen bu trunlerin
p-alkilfenoliin sadece iki orto pozisyonu ile formaldehitin reaksiyonu sonucunda olusan
lineer bir polimerin halkalagmasiyla elde edilen siklik tetramer yapida saf bir bilesik
oldugunu iddia etti.

R

[ T
yronmn e ?,\ @j

OH H
O HO o HO HO
OH

R

1. R = ter-Butil 1. R = ter-Butil 1. R = ter-Butil

Sekil 1.1. Kaliks[4]arenlerin farkli gosterimleri



David Gutsche ve arkadaslari bu yapminin sadece tetramer yapi degil, tetramer,
hekzamer, oktamer ve bir miktar da lineer oligomer karisimi oldugunu ispatladilar.
Daha sonra Gutsche tarafindan 4, 5, 6 ve 8 fenolik birimden olusan kaliksarenler i¢in
uygun sentetik tek basamakta sentez prosediirleri gelistirilmistir. Gutsche 4, 6 ve 8
fenolik birimden olusan kaliksarenleri (tetramer, hekzamer, oktamer) yiiksek verimle ve

ayr1 ayri saf olarak elde etmistir (Gutsche 1990).

S AL
R X

p-ter-Butilkaliks[4]aren ~ p-ter-Bltilkaliks[6]aren  p-ter-Biitilkaliks[8]aren

Sekil 1.2. Kaliks[n]arenlerin yapist

1.1.2. Kaliksarenlerin Adlandiriimasi

Kaliksarenler, formaldehit ile p-substitie fenollerin bazik ortamdaki
kondenzasyonu sonucu hidroksil gruplarina gore orto pozisyonundaki metilen gruplari
ile bagli fenil halkalarinin siklik dizilisinden olusan, yapi olarak siklodekstrinlere
benzeyen “metasiklofan” olarak siniflandirilir (IUPAC 1970). Bu tip bilesikler IUPAC
sistemine gore adlandirilmasi ¢ok zor oldugundan (6rnegin; literatirlerde p-alkil
fenolden olusan dort tiyeli halkali tetramer yapidaki kaliksaren, sistematik olarak
5,11,17,23-tetra-alkil-25,26,27,28-tetra-hidroksi kaliks[4]aren seklinde isimlendirilir)
Gutsche bu bilesikleri daha pratik bir yoldan isimlendirerek [UPAC*a kabul ettirmistir.



Kaliks[n]aren terimindeki, “kaliks(chalice)” yunanca tag, aren de organik kimyada
aromatik halkayr ifade ettiginden Gutsche bunlarn “kaliks[n]aren” olarak

isimlendirmistir. Bilesikteki “n’’ ise fenolik birimlerin sayisin1 yani makrosiklik

bilesigin biliyiikligiinii gosterir (Akceylan, 2004). (Sekil 1.3).

25,26,27,28-tetrahidroksi-  36,37,38,39,40,41,42-heksahidroksi- 49,50,51,52,53,54,55,56-oktahidroksi-
kaliks[4]aren kaliks[6]aren kaliks|8]aren

Sekil 1.3 Kaliks[4]aren, kaliks[6]aren ve kaliks[8]arenlerin yapilari ve numaralandirilmast

1.1.3. p-ter-Butil Kaliks[n]arenlerin Sentezi

Kaliks[n]arenler konuk molekiiller olduklarindan konuk-konak kimyasindaki
yeri oldukca oOnemlidir. Literaturlerde tetramer, hegzamer, oktamer halindeki
kaliks[n]arenler ve tiirevleri lizerine ¢alismalar yogunlasmistir. Kolay, tek basamakta ve
yilksek verimde sentezlenebilmeleri bu c¢alismalarda birgok avantaj saglamaktadir
(Aksoy, 2011).

Zinke ve Ziegler p-ter biitil kaliks[4]aren sentezi ile ilgili bir prosediir bulmus ve
Gutsche bu prosediirii gelistirerek sentezi daha kolay hale getirmistir. Bu metoda gore
p-ter biitil fenol, %37 lik formaldehit ve fenole esdeger sodyum hidroksit karigimi 110-
120 ° C da 2 saat 1sitilir. Olusan ilk iiriin koyu sar1 renkte olup difenil eter ilave edilerek
geri sogutucu altinda 2 saat kaynatilarak halkalagma islemi tamamlanir. Son karisim oda
sicakligina getirilip etil asetat eklenir ve en az 1 saat karistirilir. Karistirma sonunda
stiziiliirek Once etil asetat ile sonra asetik asit ile yikanir. Son olarak su ile pH 1 n6tr
olana kadar yikanir. Kristallendirme islemi sonunda erime noktas1 342-344 °C olan

parlak beyaz bir madde elde edilmis olunur.
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p-ter-biitilkaliks[4]aren

p-ter-biitilkaliks[8]aren

Sekil 1.5. p-ter-Butilkaliks[4]aren, p-ter-bitilkaliks[6]aren ve p-ter-biitilkaliks[8]arenlerin yapilari

1.1.4. p-ter-Batilkaliks[n]arenlerin Sentezini Etkiyen Faktorler

Kaliksarenlerin sentezi icin gerekli olan ortam sartlari uzun yillar siiren
calismalar ile incelenmis sicakligin, ¢6ziiciiniin, kullanilan bazin ve farkli miktarlarinin

sentez tizerindeki etkisi arastirilmistir.

Cozlclu Etkisi : Apolar coziculer (ksilen, difenileter, tetralin) kaliksaren
olusumu i¢in daha ¢ok tercih edilirken, polar coziculer (kinolin) ise kaliksaren

olusumunu inhibe ettigi i¢in kullanilmamaktadir.



Sicakhik Etkisi : Siklik oktamer ve hekzamer i¢in diisiik sicaklik tercih edilirken
(~140 °C), siklik tetramer igin yiiksek sicaklik gereklidir (~256 °C).

Baz Etkisi : p-ter-Biitilkaliks[4]aren’in sentezinde baz miktar1 oldukga
onemlidir. Bazin konsantrasyonu drlin verimini ve sentezlenecek oligomerin cinsini
etkilemektedir. Halkali oktamer ve tetramerin eldesinde katalitik miktarda baz
kullanilirken halkali hekzamer eldesinde ise stokiyometrik oranda baz kullanilmalidir
(Gutsche, 1981, 1984; Dhawan, 1987).

Tetramer, hekzamer ve oktamerin sentezinde kullanilan bazin miktar1 kadar tiiri
de 6nemlidir. Bu nedenle kaliks[n]arenlerin sentezi icin farkli alkali metal hidroksitleri
kullanilmigtir. Halkali hekzamer sentezinde RbOH veya CsOH kullanildiginda gok
yuksek verim elde edilirken halkali tetramer ve oktamer sentezinde ise LIOH veya
NaOH kullanildiginda yiiksek verim elde edilmistir. Kullanilan bazin se¢iminde alkali
metal katyonlarinin iyon ¢aplart gbéz Oniine almmistir. Bu kaliksarenler (zerinde
bulunan oksijen atomlar1 arasindaki mesafenin dl¢iilmesi ile agiklanmaya calisilmistir. .

Bu durum ‘template etki’ ile agiklanmaktadir (Gutsche, 1990).

1.1.5. Kaliks[4]arenlerin Elde Edilisi ve Reaksiyon Mekanizmasi

Kaliksarenlerin ¢ok basamakli eldesi ilk olarak Hayes ve Hunter tarafindan
gerceklestirildi. Bu metodda ¢ikis maddesi p-kresoliin orto koselerinden biri bromla
korundu. Sonrasinda hidroksimetilleme ve arilleme ile lineer tetramer elde edildi.
Olusan lineer yapidaki tetramere hidrojenleme ve debrominasyon islemleri ile seyreltik
asidik ortamindaki halkalasma reaksiyonu sonucunda p-metil- kaliks[4]aren elde edildi.
Bu metot verimin ¢ok diisik olmasi ve uzun zaman almasi nedeniyle tercih

edilmemistir.
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Sekil 1.6. Kaliks[4]arenin ¢ok basamakli sentezi

Fenol-formaldehit oligomeri olan kaliksarenlerin baz Kkatalizli reaksiyon
mekanizmas1 yillardir ¢alisma konusu olmustur. Mekanizmanin ilk asamasit bazin
etkisiyle bir karbon niikleofili olarak rol oynayan fenoksit iyonunun olugmasidir. Etkin

hale gelen bu niikleofil formaldehitin karbonil karbonu ile kolaylikla reaksiyona girer.

R R R R
- H
OH | AN
= /\/’TZO | q—= —
OH 0] 0 OH

Uygun kosullar altinda reaksiyon bu basamakta durdurulur ya da hidroksimetil
fenoller izole edilip karakterize edilebilir (Gutsche 1989). Biraz daha iyi sartlarda ise
reaksiyon, muhtemelen Michael prosesindeki gibi fenolat iyonlart ile o-Kinonmetit ara
tiriinlerinin reaksiyona girmesi sonucu diarilmetil bilesiklerinin olusmasi seklinde

ilerler;
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Biitiin oligomerlerin olusumunda o-kinonmetitler ara Grlin olmaktadir (Gutsche,
1989). Diarilmetanlarin yerine dibenzil eterlerin dehidratasyonla olusum reaksiyonu da
hidroksimetil fenollerin diger bir reaksiyonudur. Bundan dolayr meydana gelen
kaliksarenler karisimi oligomerizasyonun farkli asamalarinda olusan difenil metan tiirii

ve dibenzil eter tiirii bilesikleri igermektedir (Dhawan, 1987).

R R R
_—
i; “CH,OH [ :[ J: ]
2 — H,0 CH,OCH,
OH OH OH

1.1.6. Kaliks[4]arenlerin Konformasyonlar:

Substitue olmamis kaliksarenler oda sicakliginda ve ¢ozelti igerisinde hareketli
bir konformasyona sahiptir. Fenolik halkalarin ¢oziicli, kullanilan baz ve ortamin
sicakligina bagli olarak yonlenmesiyle konformasyon degisiklikleri meydana
gelmektedir. Bu konformasyon farkliliginda fenolik birimler farkli olarak iki sekilde
donme hareketi yaparlar. Bu hareketlerden birisi p-substitiientli kisminin digeri ise

fenolik birimlerin oksijenli kisminin halkaya dogru yonlenmeleridir.

Kaliks[4]arenler, 4 farkli konformasyonu aril halkalarinin “agagi” ve “yukari”
dogru yonlenmeleri sonucu gerceklestirirler. Bunlar “koni”, “kismi koni” , “1-2

karsilikli” ve “1-3 karsilikli” olarak isimlendirilirler. Bir kaliks[4]arenin hangi



konformasyonda oldugu bu bilesigin koprii Ar-CHz—Ar protonlarinn H NMR
spektrumlarindan tespit edilebilir (Cizelge 1.1).

Cizelge 1.1. Kaliks[4]aren’ in Ar-CH.-Ar protanlarmin *H NMR spektrumlar

Konformasyon Ar-CHz-Ar protonlari
Koni Bir cift dublet
Kismi Koni Iki ¢ift dublet (1:1) veya bir cift dublet ve bir singlet (1:1)
1,2-Karsilikli Bir singlet ve iki dublet (1:1)
1,3-Karsiliklt Bir singlet

Ar-CH,-Ar

39 36 33 30
I3C-NMR Spektrumu

Ar-CH,-Ar
—

4.5 3 _
Ar-CH,-Ar Ar-CH,-Ar
™
| | ! |
39 36 33 30

I3C-NMR Spektrumu
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Ar—‘CHZ—Ar \
| | ! |
39 36 33 30
I3C-NMR Spektrumu
Ar-CH,-Ar >
A 1.3 Karsilikli
4.5 3 %
Ar-CH,-Ar Ar-CH,-Ar N
| | | I
39 36 33 30
I3C-NMR Spektrumu
Ar-CH,-Ar
/\
1,2- Karsilikli
4.5 3 _/

Sekil 1.7. p-ter-Biitilkaliks[4]arenin dort farkli karakteristik konformasyonlar1 ve *H-NMR,
3C-NMR spektrumlari.

Aromatik halka arasinda bulunan metilen hidrojenleri yiiksek sicakliklarda
singlet pik verirken diisiik sicakliklarda bir ¢ift dublet verir. Bu durum sicakligin
degismesiyle kaliks[4]arenlerin konformasyonlarmmda degistigini gostermektedir.
Genellikle siibstitiie olmamis kaliksarenler oda sicakliginda ve c¢Ozelti igerisinde
hareketli bir konformasyona sahiptirler (Gutsche, 1989). Konformasyonel ara
doniisiimiin azaltilmasi icin baslica iki yol vardir.

a) Fenolik-O’ den ve p-pozisyonundan biiyiik hacimli gruplar baglamak
b) Her bir aril halkasina molekiil i¢i kopriiler kurmak (Takeshita, 1995).
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Cozucdler, substittientler kadar konformasyonlar arasindaki doniisiime de etki
edeler. Kloroform, toluen, brombenzen ve karbondisulfir gibi ¢cézlciler kaliksarenlerle
kompleks olusturarak konformasyon doniisiim serbest enerjisini ylikseltir. Aseton ve
asetonitril gibi ¢ozlcilerin piridinin molekil i¢i hidrojen baglarin1 bozmasi sebebiyle

konformasyon doniistimiine etkisinin biiylik oldugu diistiniilmektedir (Gutsche, 1981).

1.1.7. Kaliks[4]arenlerin Fonksiyonlandirilmasi

Kaliksarenlerin sentez agsamasinda ve sonrasinda kolaylikla modifikasyona
ugratilabilmeleri halkali yapidaki tag eterlere ve siklodektrinlere gére daha 6nemli hale

getiren bir dzellikleridir.

p-ter-butil kaliks[4]arenlerin bir ¢ok organik ¢oziiciideki ¢ozliniirliigii azdir. Bu
nedenle p-ter-butil Kkaliks[4]arenler istenilen amaca yonelik olabilmeleri icin fenil
halkasimin para konumundan (upper rim) veya fenolik oksijen (lower rim) Uzerinden
fonksiyonlandirilirlar (Sekil 1.10). Boylelikle ¢ozlnurlukleri, 6zellikleri ve uygulama

alanlar1 artirilmis olur.

Lower rim Upper rim Upper rim

Lower rim

Sekil 1.8. Kaliks[4]arenin p-konumunun ve fenolik O- bélgesinin sematik gosterimi

1.1.7.1. Kaliksarenlerin fenolik-OH iizerinden fonksiyonlandirilmasi

p-ter-butil kaliks[4]arenler fenolik hidroksil gruplarina (lower rim) eter, ester,

keton, fosfon, imin ve oksim gruplarinin baglanmasiyla fonksiyonlandirilmaktadir
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(Yilmaz, 1999; Ting, 1990; Cameron, 1995). Kaliksarenlerin fenolik hidroksil
gruplarinin esterlesme ve eterlesme reaksiyonlar1 olduk¢a yaygindir. Olusan p-ter-butil
kaliks[4]aren tlrevleri daha diisiik erime noktasina ve daha fazla ¢oziiniirliige sahip
olmalarindan dolay1r  (zerinde ¢ok c¢alisilmasina sebep olmustur. Ayrica
konformasyonlari hareketli olan kaliksarenler bu gruplarin baglanmasi ile kolaylikla rijit

(hareketsiz) yapilar olusturulabilir.

R= CH,COR
R=COCH;

R=COC4H5 R= CH,COOR

4, R=CH,COONH,

Sekil 1.9. Kaliks[4]arenlerin fenolik —OH den fonksiyonlandirilmasi

1.1.7.2.Kaliksarenlerin para-pozisyonlarindan fonksiyonlandirilmasi

Fenil halkalarina bagli tert-biitil gruplarinin Friedel-Crafts dealkilasyonu ile
AICl3’iin toluen igerisinde katalizor olarak kullanilmasiyla kolayca giderilir. Boylece
kaliksarenlerin p-pozisyonuna elektrofilik substitusyon reaksiyonu ile ¢cok sayida farkli
fonksiyonel gruplarin baglanabilmesine olanak saglanmis olunur. Kaliks[4]arenlerin p-
pozisyonu Uzerinden modifiye ¢alismalart bromlama, iyotlama, nitrolama, stlfolama,
klorstlfolama, klormetilleme, agilleme, diazolama ve formilasyon gibi elektrofilik
“kinon-metit” tipi substitiisyon reaksiyonlaridir (Erdemir, 2006). Kaliks[4]arenin
formaldehit ve uygun bir sekonder aminle (Mannich Reaksiyonu) aminometilasyonu ve
daha sonra metil iyodir ile kuaternizasyonu sonucu kuaterner amonyum bilesigi elde

edilir (Gutsche ve Nam 1988). Bu bilesik diisiiniilen reaksiyonlar igin baslangi¢
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maddesi olabilecek nikleofil ile p-ter-tetrakis(siyanometil) kaliksarenler reaksiyona
sokulur. Kaliks[4]arenin alil eterlerinin p-Claisen ¢evrilmesi metodu, fenolik gruplarin

p-pozisyonuna fonksiyonel gruplarin transferinin gerceklestigi bir baska metottur
(Gutsche 1985).

Kaliks[4]arenin kontrolli olarak nitrolama, formilasyon, iyotlama ve
aminometilleme gibi kismi substitiisyon reaksiyonlarida gergeklestirilmistir. Farkli
olarak o-alkilli, o-acilli kaliks[4]arenlerin ter-biitil gruplar1 istemli olarak giderilmis ve
para pozisyonlarindan se¢imli olarak modifiye edilebilmistir (See, 1991;
Kanamathareddy, 1995; Sharma, 1996). Ayrica fenolik gruplarin p-pozisyonunda
(upper rim) iki veya daha fazla fonksiyonel grup bulunduran kaliksarenlerin sentezi icin
birtakim metotlar gelistirilmistir (Gutsche, 1989; Bohmer, 1995; Erdemir, 2006).

(Sekil 1.10).

R R=CH,CH,NH,
R=CH,CH,CN
R= CHO
OH -4 CH,R
CHyNR, R= CH=NOH 2 R=H

Elektrofilik Substitiisyon p-Klor Metilasyon

/ \ CH,Nii  Nii= CN

Nii= OCH,

p-Claisen Cevrilmesi
R=CHj
=C:H
i / On 14"

Nii= N3
OH 4
Nii= H
p-Kinon Metit Metodu

Sekil 1.10. Kaliksarenlerin para-pozisyonlarindan fonksiyonlandirilmasi
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1.1.8. Kaliksarenlerin Kullanim Alanlari

Enzim-mimik olarak kaliksarenler
Molekdl / iyon tastyici olarak kaliksarenlerin kullanimi

Kromotografik uygulamalarda kaliksarenler

DN N NN

Kaliksarenlerin sensor (iyon secici elektrot, ISE) ve membran tekniklerinde

kullanilmasi

<

Katalizor ¢alismalarinda kaliksarenler

v Enzim immobilizasyonunda kaliksarenlerin kullanilmasi
a. Enzim-mimik olarak kaliksarenler

Kaliksarenler enzim mimik Ozellik gosterebilecek sekilde uygun gruplarla
fonksiyonlandirilirsa enzimin aktif bolgesini olusturarak substratlarin katalitik olarak

tiriinlere doniismesini saglayabilir.

Bosluklu yapiya sahip olan kaliksarenlerin bu sekilde potansiyel enzim mimik
olarak kullanilabilecegini ilk olarak Gutsche Onermistir (Gutsche 1989). Guest
tirlerinin sentetik hostlar tarafindan molekiiler taninmasi tizerine yapilan yaygin
caligmalar biyo(in)organik kimyacilart enzimlerin aktif bolgesini mimik eden

katalizorler tasarlamaya tesvik etmistir.

Enzim mimik yapinin temel hedefi enzimin aktif bolgelerine sahip kaliksaren
bazli sentetik bir model olusturmaktir. Bu model, substratlar igin tasidigi fonksiyonel

gruplar sayesinde substratlarla onlar T{riinlere katalitik olarak doniistirmek igin

etkilesim kurar (Breslow, 1995). (Sekil 1.11).

Y

LTI

substratlar

Reseptor-substrat

Reseptor kompleksi

Reseptor

Sekil 1.11. Fonksiyonlastirilmis kaliksarenler tizerinde enzim modellerinin sematik gosterimi



15

Biyolojik ¢aligmalar icin uygun model veya mimigin tasarlanabilmesi igin
arastirmacilar tarafindan bir¢ok c¢alisma yapilmistir. Bunlar tasarlanirken belli bagh

ozellikleri bulundurmasi istenir. Bunlar;

o Uygun biiytikliige, sekle ve bosluga sahip olmalari.
o Reaktif baglanma bolgelerinin bulunmas.

o Dallar ve kopriilerin bulunmasi.

Dospil ve Schatz (2001), p-konumundaki farkli pozisyonlarda imidazol gruplari

tastyan kaliks[4]arenler sentezlemislerdir. Bunlarin tampon c¢ozeltilerde p-nitrofenil

esterlerden p-nitrofenolii agiga ¢ikaran enzim gibi davrandiklar1 gorilmiistir (Sekil
1.12).

?_R katalizor

O MeOH/ H,0 veya OH
MeCN/ MeOH
- + R-OH

O,N O,N
R = Ph, PNB
R = Me, NPA

Sekil 1.12. p-Konumunda farkl: sekillerde imidazol grubu tasiyan kaliks[4]arenler
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b. Molekiil / iyon tasiyici olarak kaliksarenlerin kullanimi

Kaliksarenlerin en onemli 6zelliklerinden birisi de farkli konformasyonlar1 ve
yapilarinda bulunan halka boslugunun olmasidir. Bu &zellikleri sayesinde hem kati
fazda hem de ¢ozeltide katyon, anyon ve noétral bilesiklerle kompleks
yapabilmektedirler. Bu kompleksler endo- ve ekzo- kompleksler seklindedir. Bu

nedenle molekiil ve iyon tasima araci olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.

Notr R
Konuk R R
. R R / Endo-kompleks
Il N

no HO },  on
Ekzo-kompleks
Konak Molekiil

Sekil 1.13. Tiirevlendirilmis kaliksarenler iizerinde iyon/molekiil modellerinin sematik

Gosterimi

Botta, Casnati ve arkadaslar1 (2001), kaliks [4]arenin diamit tetraasit tiirevini
sentezlemisler ve Gd™ metal kompleksini hazirlamislardir. Daha sonra bu bilesigin

insan serum albuminiyle baglayici etkisini incelemislerdir

Sekil 1.14. Kaliks[4]aren diamit tetraasit tlirevinin Gd(I1I) atomu ile komplekslesme ¢aligmasi
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Sayin ve ark. (2010), kaliks[4]aren ile 4-benzil piperdini mannich reaksiyonu
sonucunda tirevlendirerek Fe3Os manyetik nanoparcaciklarina immobilize etmislerdir.
Elde edilen kaliks[4]aren tiirevli bu manyetik nanopargaciklar1 arsenat ve dikromat

anyonlarmin sulu ¢ozeltilerden uzaklastirilmasinda kullanmislardir (Sekil 1.15).

o &

OHO OH
(<OH HO>\
o) o)
\
O\S’i/O\Si-O/ \O‘Si/o\sl'—o/
/ \ \
d / \
0 \Si ; Si/ O\ A s/
o ~ . 1,
Vi \O/l O\ /O /SI\O/I O\

Sekil 1.15. Mannich tepkimesiyle olusturulan kaliks[4]arenin manyetik par¢aciga immobilizasyonu

Sayin ve ark. (2011), bu ¢alismada p-ter-butilkaliks[4]arenin diamit tlrevlerini
sentezleyerek Fe3Os manyetik nanopartikiillerine immobilize etmislerdir. Elde edilen
materyaller sivi-sivi ekstraksiyon ve kati-sivi ekstraksiyon ile sulu ¢ozeltilerden uranil
katyonlarmin uzaklastirmasimi incelemislerdir. Uranil iyonlarimi uzaklagtirmada
manyetik  nanopartikiillerin ~ kaliks[4]aren tiirevlerinden daha iyi oldugunu

gozlemlemislerdir (Sekil 1.16).
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\ N\ /

Sekil 1.16. Uranil (VI) ekstraksiyonunda kullanilan manyetik nanopartikiile bagli kaliks[4]aren bilesigi
c. Kromatografik Uygulamalarda Kaliksarenler

Xu ve ark. (1998) yaptilar1t bu calismada silikajele p-ter-batil kaliks[6]aren
baglayarak (Sekil 1.17) yiiksek performansh sivi kromotografisinde (HPLC) sabit faz
olarak kullanmiglardir. Hareketli faz olarak metanol/su karigimi kullanarak o,m,p-
nitroanilin, o,m,p-nitrofenol ve polisiklik aromatik hidrokarbonlarin ayrilmasini

incelemislerdir.

Sekil 1.17 Diamin dioktil turevli kaliks[4]aren

Erdemir ve Yilmaz (2011), kaliks[4]crown-5 makrosiklik bilesigine silika
baglayarak sabit faz hazirlamislardir. Hazirladiklar sabit fazi ilaglarin ayrimi, aromatik
aminler ve fenoller icin kromotografik olarak ayirmda amacgli kullanmiglar. Sonug
olarak bazi aromatik aminler, fenoller ve ilaglarin hazirlanan kaliksaren bazli sabit faz

ile basarili bir gsekilde ayrildigini tespit etmislerdir (Sekil 1.18).
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APS o o

OH OJ\COOCH3
©ACOOCH3 >V©/LCOOCH3 COOCH3
H;CO

k Ibuprofen metil Naproksen metil

Mandelik asit  2-fenoksi propiyoni!
ester ester

metil ester asit metil ester

Sekil 1.18. ilaclar1 ayirmada kullamlan kaliks[4]crown-5 bilesigi baglanmus silika sabit faz1

d. Kaliksarenlerin sensor (iyon secici elektrot, ISE) ve membran tekniklerinde

kullanilmasi

Sahin ve Yilmaz (2012), bir dizi segilmis metal iyonlar1 arasindan Cu *? iyonu
icin oldukga ylksek secicilige sahip yeni bir kaliks[4]aren naftilamit tiirevi sentezledi.
Elde edilen bu bilesigin floresans ozelligi UV, NMR ve floresans spektroskopi

teknikleri kullanilarak farkli metal iyonlar ve bazi anyonlar arasinda incelendi ve Cu *2

iyonuna kars1 oldukca yiiksek secicilik gosterdigi bildirildi.
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Sekil 1.19. Cu*? iyonu igin floresans 6zeellik gosteren kaliks[4]aren naftilamit tirevi

Bagka bir ¢aligmalarinda Sahin ve Yilmaz (2011), fenolik-O’nin 1,3
pozisyonunda piren grubu tasiyan florojenik p-ter-butilkaliks[4]aren bilesigini
sentezlemislerdir. Kaliks[4]arenin piren amin tiirevlerinin, sirastyla Pb*? ve Cu*?

iyonlar1 i¢in se¢imli bir sensor olarak rol oynadigini bulmuslardir (Sekil 1.20).

Sekil 1.20. Pb*? ve Cu*? iyonu igin sensor 6zellikteki kaliks[4]aren bilesigi
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e. Katalizor calismalarinda kaliksarenlerin kullanilmasi

Akceylan ve Yilmaz (2011), yaptiklar1 ¢calismada faz transfer katalizor( olarak
kullanmak icin kaliks[4]arenin N-etilpiperazin, diallilamin ve 4-benzilpiperidin
tiirevlerini sentezlemislerdir. Kaliksar[4]arenin N-etilpiperazin trevini katalizor olarak

esterlesme reaksiyonunda kullanmiglardir (Sekil 1.21).

a: n
b:n

1
5
Sekil 1.21. Esterlesme reaksiyonunda kaliks(4)arenin katalizor olarak kullanilmasi

Yilmaz ve ark. (2014), kaliks[4]areni hem —O bdlgesinden hem de fenolik
birimmlerin para konumundan L-pirolin ile fonksiyonlandirdiktan sonra kiral aldol
tepkimelerinde kullandilar. Yapilan calismada sentezlenen bu iki kiral kaliksaren

tlrevinin sulu ¢ozeltide hem enantiyosecimlilik hem de diastereosecimlilik gosterdigini

gozlemlediler.

Sekil 1.22. L-prolin tiirevli kaliks[4]arenin organokatalizor olarak kullanilmasi
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1.2. Enzimler ve Genel Ozellikleri

Enzimler, canli organizmalardaki kimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran, yan {iriin
olmadan tepkimenin yiksek verimle gerceklesmesini saglayan protein yapili
biyokimyasal katalizorlerdir. Kimyasal katalizorlere oranla enerji ihtiyacini azaltirlar ve
108-10'° kat daha hizli katalizlerler (Keha, 2004). Diisiik sicaklik (genellikle 20-40 °C),
sulu ¢ozeltilerde 1limli kosullar ve atmosfer basinci altinda reaksiyonlar1 katalizleme
Ozelligine sahiptirler. Organizmadaki organik molekiillerin yapimi, yikimi, kas
hareketleri ve solunum gibi fizyolojik olaylar enzimlerin yardimiyla yiiriitiilmektedir.
Enzim proteinleri genler tarafindan sifrelenir. Dolayisiyla amino asit dizilimi kendine
Ozgildiir. Baz1 enzimler sadece proteinden olusmusken cogunlugunda protein kismina
organik veya anorganik molekiillerin baglanmasiyla olusmus protein yapi gozlenir.
Protein kisim; “Apoenzim” olarak adlandirilitken enzimin hangi maddeye etki
edecegini saptar. Diger kisim ise enzimin etkinlik gdstermesi i¢in ihtiya¢ duydugu
organik veya anorganik molekiillerden meydana gelmis, protein kismindan daha kiigiik
olan “koenzim” kismidir. Enzimde iglev goren ve esas is yapan kisimdir. Koenzim
kismi genellikle protein kismindan ayrilabilir ve biinyesinde bir¢ok vitamin
bulundurdugu tespit edilmistir. Yan grup olarak metal iyonlar1 kullaniliyorsa “kofaktor”
olarak adandirilir (Telefoncu, 1997). Koenzim ve kofaktorler, enzimatik reaksiyonlarda
elektron alis verisini saglayip dengenin daha hizli kurulmasinda etkindir. Apoenzim ile
koenzim kismin birbirlerine kovalent bagla baglanmasiyla “Holoenzim” olusmaktadir.

Bu durumda apoenzimle koenzimin yalniz baslarina etkin olmadiklarini anlayabiliriz.

Biyokatalizérlerin  103-10* derisiminde gdstermis oldugu Kkatalitik etkiyi
kimyasal katalizorler genellikle % 0,1-10 derisim araliginda gosterirler. (Tiryaki, 1993;
Kennedy, 1995; Faber, 2000; Bakkal, 2006; Etci, 2011).

Enzimler sadece canli ortamlarda etkinlik gostermez canli olmayan ortamlarda
da aktif olarak iglev gerceklestirirler. Bu durum canli olmayan ortamlarda da enzimlerin
kullanilmasimi  saglamigtir. Boylelikle enzimlerden endiistride bircok yerde

faydalanilmis, bir¢cok proseste kullanimi yayginlagmastir.
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Cizelge 1.2. Enzimlerin Kullanim Alanlar1 (Telefoncu, 1997)

Enzim Kullanim alam
Penisilin amidaz, oksidaz Eczacilikta
Kolesterol oksidaz Tip’ ta kolesterol tayininde
Proteazlar, lipaz, amilaz Deterjan sanayinde
Reduktaz, amilaz, fosfataz, oksidazlar Analitik amagl analizlerde
Laktaz, mikrobiyal proteazlar St ve siit dranleri endistrisinde
Katalaz, amilaz Tekstil sanayinde
Pektinaz, selillaz, limonaz Meyve suyu sanayinde
Proteaz, lipaz Deri sanayinde
Amilaz, glukoz izomeraz Nisasta endiistrisinde
Ksilenaz Kagit endiistrisinde
Amilaz, amiloglikozidaz, pentosanaz Ekmek sanayinde
Papain, katalaz Et sanayinde
Termolizin Aspartam (retiminde

Enzimlerin katalizor gorevi yaptigi ve spesifik olarak etki ettigi madde veya
madde karigimina “substrat” denir. Her substrat veya substrat grubunun 6zel bir enzimi
vardir. Substrat grubu ve enzim ile ilk olarak kararlilig1 diisiik olan enzim-substrat ara
kompleksi olusur. Bu ara iiriin tepkimenin gerceklesmesi icin gerekli olan enerjiye
sahipse tepkime gergeklesir. Tepkimenin ger¢eklesmesi i¢in gerekli olan bu minimum
enerjiye “Aktivasyon Enerjisi” denir. Aktivasyon enerjisi ne kadar kiigukse tepkime o
kadar hizlidir. Ve enzimler tepkimenin aktivasyon enerjisini diisiirmede etkindirler.
Ayrica substrat yiizeyi enzimin aktifligini artirir. Enzimler sulu ortamda etkinlik
gosterirler, hiicre iginde Uretilmelerine ragmen hiicre disinda da aktiftirler. Enzimatik
reaksiyonlarin ¢ogu ¢ift yonlidiir. Protein yapilarindan dolayr proteinin etkilendigi
faktorlerden etkilenirler. Enzimlerin {i¢ boyutlu katlanmis protein molekiillerinden
olusan yapis1 ve substrata oranla ¢ok biiyiilk molekiil olmasina ragmen substrat
molekdllerinin baglanabildigi, asil reaksiyonun gergeklestigi yeri oldukga kiiciik bir
bolgedir. Bu bolgeye enzimin “Aktif Bolgesi” denir. Aktif merkez ve baglanma yerinin
durumu anahtarin kilide uymasina benzer bir durumdur (Faber, 2000; Bakkal, 2006;
Tizin, 2002; Telefoncu, 1997).
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Substrat ) ) ) Hrun
Enzim aktivasyonu gerceklesir,

{ Aktif bolge

A
=

[N
5 [

= =

Substrat enzimin aktif Enzim,/Substrat Enzim ayni kalir
balgesine badlanir kompleksi alusur ardn olusur

Sekil 1.23. Enzim Substrat Anahtar- Kilit Uyumu

AKktif yerler bir serit yarik, ¢atlak ya da oyuklardir ve kataliz i¢in gerekli temel
polar artiklarda ihtiva ederler. Yapilar1 bilinen enzimlerde substrat molekiilleri yarik
veya ¢atlaklara baglanirlar. Aktif yerler bir enzimin total hacmine oranla ¢ok kiguk bir
kismini teskil eder. Aktif merkezde, bir enzimin substrata yapistigi bolge ve bir de
kataliz olaymin gergeklestirildigi bolge (katalitik yer) olmak tizere 2 kisim bulunur. Bir
enzimin amino asit artiklarinin ¢ogu substratla temas halinde degildir. Birgok enzimde
katalitik bdlgede serin, sistin, histidin, tirozin ve lizin bulunur (Tuzin, 2002;
Wolley,1994).

Enzimler tarafindan katalizlenen reaksiyonlarin hizin1 etkileyen faktorler
bulunmaktadir. Hiz1 etkileyen faktorlerin basinda pH, sicaklik, zaman gelmektedir.
Bunlarin disinda 151k ve diger fiziksel faktorler, enzim konsatrasyonu, substrat
konsantrasyonu, reaksiyon {irlinleri, ortamda ¢esitli iyonlarin varligi, hormonlarin ve

diger biyokimyasal faktorlerin etkisi sayilabilir.

pH : Enzimin reaksiyon hizi, ortamin pH'ma da baghdir. Belirli bir pH alaninda
enzimin etkisi daha fazladir. Bir enzimin reaksiyonu en fazla hizlandirdigi pH'ya

enzimin optimum pH’s1 denir.

Sicaklik: Enzimatik reaksiyonun hizi sicaklik ile artar. Fakat belirli bir sicaklik
asildiktan sonra enzimler de diger proteinler gibi denatiire olacagindan etkilerini
kaybederler. Her enzim igin birim zamanda substratin1 en fazla degisiklige ugrattigi

belirli bir sicaklik vardir. Bu sicakliga 0 enzimin optimum sicakligi denir. Hayvansal
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enzimlerin cogunun optimum sicaklig1 40-50 °C arasindadir. Bitkisel kaynakli enzimler

daha yiiksek sicakliga dayaniklidir, optimum sicakliklar1 50-60 °C arasindadir.

Zaman: Bir enzim tarafindan katalize edilen bir reaksiyon siirerken reaksiyonun
hiz1 giderek diiser. Bunun nedeni reaksiyon devam ederken olusan iiriinlerin aralarinda
birleserek aksi yonde bir reaksiyon olusturmalari, enzimin zamanla inaktive olmasi,
reaksiyonu 6nleyen maddelerin tesekkiil etmesi ve substratin tiikenmesi gibi faktorlerdir
( Y1ilmaz,2010).

1.2.1. Lipazlar

Lipazlar (triagil gliserol ester hidrolazlar, E.C. 3.1.1.3) gliserinin ester baglarinin
hidrolizini katalizleyen hidrolaz grubu enzimlerdir. Hidroliz sonucunda karboksilik asit
ve alkoller olusur. (Bakkal, 2006; Etci, 2011) (Sekil 1.26). Lipazlar suda ¢oziindrler ve
genelde suda ¢ozunmeyen substratlar tizerinde etkilidirler.

Lipazlarin bilinen ii¢ boyutlu yapilart molekiil kiitlesi 19-60 kDa araliginda
degisir (Garrett ve Grisham1999; Gao 2004). Aminoasit sirasinin bir hayli degismesi
lipazin yapisinda en 6nemli 6zelliklerinden biridir. GXSXG daminoasit dilizimine sahip
olup, burada G:glisin, S: serin, X:herhangi bir aminoasittir. Ayrica serin, aspartik asit
ve histidin amino asitlerinin varliginda yaklasik ayr1 50 kalinti bulunur. Aktif
bolgelerine gore serin hidrolazlar olarak da siniflandirilirlar.

Trigliseritlerin yan1 sira sulu ¢ozeltilerde diger karboksilik esterlerin
hidrolizinide gergeklestirir. Su miktarmin simirli oldugu hidrofobik organik ¢oziici

ortaminda ise denge sentez yoniine kayar.

0
‘_O)l\/\/\/\ ) —OH
0 Lipaz 0]
__O)cj)\/\/\/\ + 3H,0 —OH 4 3HO)\/\/\/\
)]\/\/\/\ Lol

Triagilgliserol Gliserol Yag asidi

Sekil 1.24. Lipaz enzim katalizli hidroliz semas1
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Lipaz enzimi hidroliz disinda uzun zincire sahip acil gliserollerin sentezini de

katalizlemektedirler.  Organik kimyada yaygin olarak kullanilan lipazlar
biyokatalizorleri 6nemli hale getirmislerdir (Jaeger ve Reetz, 1998). Lipazlara,
biyoteknoloji c¢alismalarinda ¢ok amagli kullanilabilirlikleri, spesifikligin olmadigi
kimyasal proseslere spesifiklik kazandirmalari, ¢ok ¢esitli substratlar1 kullanabilme
yetenegine sahip olmalari, ¢ok yiiksek sicaklik ve pH degerlerinde ve organik
coziiciilere karsi yiiksek kararlilik géstermeleri, yan reaksiyonu dnlemeleri ve reaksiyon
iriinlerinin ayrilmasiyla ilgili problemleri kolaylastirmalar1 gibi bir¢ok o6zellikleri
nedeniyle her gegen giin artan bir ilgi ve talep vardir Onemli olmasinin ve
aragtirmacilarin dikkatini ¢ekmesinin diger nedenleri de, kimyasal 6zelliginin fazla
olmasi, bolgesel ve ¢ift yonli segicilige sahip olmasi, fungi ve bakteriler gibi birgok
mikroorganizma tarafindan yiliksek verimle iiretildigi i¢cin bol ve ucuz olmasidir.
Bilimsel arastirmalar sonucunda ¢ogu lipazin kristal yapisinin aydinlatilmis olmasi da
lipazlara olan ilgiyi arttirmistir (Karaca 2006; Paiva ve ark., 2000; Hung ve ark., 2003;
Zaitsev ve ark., 2003; Villeneuve ve ark., 2000; Akkus 2006).

Ayrica lipazlar, hidroliz, esterlesme ve transesterlesme reaksiyonlarini diisiik
sicaklikta katalizlemeleri, yiiksek katalitik giicleri, kofaktor istememeleri, yan (rln
olusumunu Onlemeleri, susuz ortamda kararli ve aktif olmalari, yuksek substrat
secimlilikleri nedeniyle yaygin olarak kullaniimaktadir (Sharma ve ark., 2001; Isbakan,
2006) (Cizelge 1.3). Lipaz enziminin genel 6zellikleri de siklikla tercih edilmelerinin
nedenlerindendir.

Cizelge 1.3. Lipazlarin endiistrideki bazi uygulamalar1 (Etci, 2011)

Endustri Tepkime Uriinfuygulama

Deterjan Yaglarin hidrolizi Fabrikalardan  yag  atiklariin
uzaklastirilmasi

Kimyasallar Enantiyomsecimlilik, sentez Kiral yap1 taglar

Yag Transesterlesme, hidroliz Kakao yagi, margarin, yag asitleri,
gliserol

Farmasotik Transesterlesme, Hidroliz Sindirime yardimct, 6zel yaglar

Sat ardnleri Siit yagmnin hidrolizi, peynirin | Siit, peynir ve tereyaginda tat

olgunlagmasi geligtirme

Icecek Aroma gelistirme Icki

Kagit Hidroliz Kaliteli kagit iiretimi

Et ve balik Tat artirma Et balik tiriinleri

Kozmetik Sentez Nemlendirme

Deri Hidroliz Deri Uriinleri
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Enzimlerin aktivitesinin yliksek oldugu ve yliksek verimle calistigi pH degeri
“optimum pH” olarak adlandirilir. Genellikle yiiksek pH degerleri enzim
konformasyonunu etkileyerek aktivitenin azalmasina neden olabilir. Bir¢ok enzimin pH
aralig1 4-8 degerleri arasindadir.

Enzimlerin en yiiksek verim sagladigi sicaklik “optimum sicakliktir ve
lipazlarm sicaklik degerleri genelde 30-40 C° araligindadur.

Inhibitérler enzimin etkisini azaltan maddelerdir substrata benzediklerinden
enzimin karsisinda substratla rekabet halindedirler ve enzimin aktivitesini etkilerler.
Iyonlarim ve reaktiflerin lipaz aktivitesine olan etkilerinin incelenmesi sonucu, agir
metal iyonlarinin lipaz aktivitesini inhibe ettigi bunun tersi olarak alkali metal
iyonlarmin ise artirdig1 gériilmiistiir. Lipaz aktifligi {izerine en etkili iyon Ca*?dir. Lipaz
aktivitesini inhibe eden iyonlara Co*?, Ni*?, Hg*?, Sn*2, boronik asitler ve dietil-p-
dinitrofenil fosfat 6rnek verilebilir (Akoh, 1998).

Proteinlerin ¢oziiniirliigiinii etkileyen “izoelektrik nokta” enzim aktivitesini de
etkiledigi icin 6nemli bir yere sahiptir. Net ylkun sifir oldugu ve molekiillerin hareket
etmedigi noktaya izoelektrik nokta denir. Bu noktadan uzaklasildikg¢a iyonlasan gruplar
artti@1 igin proteinlerin ¢ézinmesi de artar.

Enzimin aktivitesi birim zamanda dontistiiriilen substratin mol sayisidir. Enzim
birimi Unit = 1 pumol/dak olarak bilinmektedir. Unit, Bir mikromol (1 pmol) substrati
optimum sartlarda bir dakikada iirline ¢eviren enzim miktaridir.

Immobilize lipaz aktivitesi:

Immobilize lipaz aktivitesi

Lipaz aktivite (U/g destek maddesi)= — - -
Immobilize lipaz miktari

Immobilize lipaz aktivitesi

Spesifik Aktivite (U/mg protein) = —— .
Immobilize lipazin protein miktari

Aktif merkezinde aspartat, serin ve histidin kalintilar1 bulunduran lipaz

enziminin su ortamindaki mekanizmasi gosterildigi gibi ger¢eklesmektedir.
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Aspartan

:

Sekil 1.25. Lipaz enziminin reaksiyon mekanizmasi

Lipaz enzim g¢esitleri,
Phycomyces nitens
Porcine pancreas
Humicola lanuginosa
Aspergillus niger
Candida cylindracea
Candida antarctica

SR N N N R NN

Candida rugosa

Bu lipazlardan yiiksek aktivite ve diisiik fiyatindan dolayr Candida Rugosa tercih

edilmistir.

1.2.2. Candida Rugosa Lipaz (CRL)

Candida rugosa, tek hiicreli, patojenik olmayan bir yapiya sahip sporsuz, yluksek
verimli lipaz tretiminden dolayr ucuz ve kolay temini oldugu igin ticari olarak
kullanilan bir mikroorganizmadir. Serin, Glutamin ve Histidin ti¢liisiinden olusmaktadir.

31 amino asitten olusan bir kapaga sahip yapisi vardir. ( Benjamin ve Pandey, 1998;
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Paiva ve ark..2000; Bakkal, 2006). Kapagin i¢ yiizeyi aktif bolgeye bakip hidrofobik,
dis yiizeyi ise hidrofilik yapidadir. Bu kapak aktif bolgeyi kismen kaplar (Tejo ve ark.,
2004). Aktif bolge kapak tarafindan kapatildigi zaman ‘kapali form’ enzim inaktif
olarak aktivitesi ve enantiyose¢imliligi diiserken, kapagin hidrofilik yiizeyle etkileserek
acilmas1 durumunda ise ‘acik form’ substrat ile etkileserek enzimin aktivitesinin énemli
Olgiide arttigi konumdur. (Secundo ve ark., 2003). Enzimler organik c¢oziculerde
cozinmediklerinden tepkime organik-su ara fazinda gerceklesir. Bu durum ara yuzey
aktivasyonu olarak bilinmektedir ve Candida Rugosa lipazda g6zlenmektedir. Candida
Rugosa Lipaz enziminin kapagimnin kapali ve hidrofilik kisminin ¢oziicliye dogru doniik
olmasi suda ¢6ziindiigiinde gergeklesir. Lipazin su-organik ¢oziicli ara ylizeyinde kapak
acilir ve enzimin hidrofobik kismi ara ylizeyde ortaya ¢ikar (Mutlu, 2006; Etci, 2011).

Lipazlar arasinda, Candida Rugosa lipaz yaygin olarak yag hidrolizinde,
esterifikasyonda, transesterlesmede ve enantiyosecimli biyodoniisiimlerde ¢ok onemli
0zellik gostermektedir (Bezbradica ve ark., 2006; Santos ve Castro, 2006; Ting ve ark.,
2006).

1.2.3. Enzim immobilizasyonu

Son yillarda enzimler kimya, biyoteknoloji ve diger endiistri alanlarinda ¢ok
cesitli amaglar i¢in kullanilmaktadir. Enzimlerin (katalizorlerin) pahali ve ortam
kosullarina kars1 dayaniksiz olmasi, bilim adamlarin1 enzimlerin daha ekonomik ve
kullanigh hale getirilme olanaklarinin arastirilmasina yoneltmistir. Cesitli kaynaklardan
izole edilen enzimlerin reaksiyon ortaminda aktivitelerini yitirmeden geri kazanilmalari
olanaksizdir. Bu durum enzimlerin ¢ok spesifik ve katalizor olmalarina neden olur ve

maliyeti yikseltir (Telefoncu, 1997).

Enzimler siirekli {iretim sistemlerine de uygulanmazlar. Bu nedenlerden dolay1
enzimleri endstri icin daha cekici hale getirmek adina immobilizasyon tekniklerinin
uygulanmasi bu problemler i¢in ¢6ziim olmaktadir. Enzim kaynagi ister bitkisel, ister
hayvansal isterse mikrobiyal olsun bu biyokatalizorlerin potansiyellerinden yaralanmak
gereklidir (Aksoy 2003).
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Kelime anlami olarak immobilizasyon hareketi sinirlandirma demektir. Genel
anlamda ise, enzim molekiillerinin suda ¢oziinmeyen kati destek maddelerine
baglanmasi veya hapsedilmesidir. Enzimler polimer veya gozenekli tasiyicilara
baglanarak, yine suda ¢Ozlinmeyen yiizey aktif tastyicilarda adsorplanarak,
biyofonksiyonel reaktiflerle ¢apraz baglanarak ve polimer matrikste, yari gecirgen
membran veya mikrokapsillerde hapsedilerek immobilize edilirler ve bdylece
hareketleri sinirlandirilir Genellikle immobilize enzimlerin isletme kosullar1 altinda
aktif oldugu siire, serbest enzime gore daha yiiksektir. Boylece islem siiresi kisalir ve
daha fazla saf Griin elde edilir. Bunlarin disinda immobilizasyonun dezavantajlari da
vardir (Tischer ve Wedekind, 1999; Kim ve ark., 2000; Oh ve ark., 2007).

e Immobilizasyon sirasinda sicaklik, pH degisimi, serbest radikaller
olusmasi gibi etkenler enzimin denatiire olmasina, dolayisi ile aktivitesini
kaybetmesine sebeptir. Bu nedenle enzim immobilizasyonu sirasinda
aktif gruplar korunmalidir. Immobilizasyon ¢ok 1liman kosullarda ( oda
sicakligt, notral pH vb.) gergeklestirilmelidir.

e (Cok basamakli immobilizasyon islemlerinde enzim kararlilig1 sinirlidir.

e Enzim tasiyicilarin maliyeti yiiksektir.
Immobilize edilen enzimden beklenilen dzellikleri:

Yiiksek kararlilik

Tekrar kullanilabilirlik

Yiiksek saflik

Surekli Gretime olanak vermesi
Reaksiyon Uretimine olanak vermesi

Yiksek Urlin ylzdesi

SR N N N SR NN

Ekonomik olmasi

Her enzim i¢in ideal tasiyict ve immobilzasyon yontemi se¢iminde bilimsel
standartlarin olustugunu sdylemek miimkiin degildir. Tastyic1 ve immobilizasyon
yontemi secilirken immobilize edilecek enzimin karakteristiklerinin kullanilacagi alan,

secilen yontem ile tasiyic1 kombinasyonunun karakteristikleri, limitasyonleri ve



31

ozelliklerinin uyumuna dikkat edilmelidir. Enzim immobilizasyonunda dogal veya
sentetik bir¢ok organik ve inorganik materyal tasiyici olarak kullanilmaktadir. Tasiyic
suda ¢6ziinmeyen kat1 bir madde veya polimer olabilir (Zeng ve ark. 2006; Chiou ve
Wu 2004; Hung ve ark. 2003; Cao, 2006; Bakkal, 2006; Wang ve ark., 2007).

Enzim immobilizasyonunda en yaygin kullanilan tasiyicilar anoraganik, dogal ve
sentetik polimerlerdir (Cizelge 1.4). Kullanilan immobilizasyon teknigi hangi yontem

olursa olsun immobilize edilen enzimden beklenilen 6zellikler sunlardir,

Cevre kosullarina (pH, sicaklik vb.) kars1 daha dayaniklidir.
Bir¢ok kez ve uzun siire kullanilabilir.

Stirekli iglemlere uygulanabilir.

Dogal enzime kiyasla daha kararlidir.

Uriin olusumu kontrol altinda tutulabilir.

Birbirini izleyen ¢cok adimli1 reaksiyonlar i¢in uygundur.

Bazi durumlarda serbest enzimden daha yliksek bir aktivite gosterbilir.

YV V.V V V V V V

Enzimin kendi kendini pargalamasi (autoysis, self-digestion) olasiligi

azalir.

Y

Karistirma, calkalama gibi ¢calismalar (mekanistik) i¢in uygundur.

» Birbirini izleyen ¢ok adimli reaksiyonlar i¢in uygundur.

Immobilize enzimler serbest enzimlere gore birgok iistiinliiklere sahiptir. Bu da
enzimlerin kesikli veya siirekli islemlerde kullanimini kolaylastirmaktadir (Telefoncu

1997).

1.2.4. Immobilizasyon Yontemleri

Enzim immobilizasyonda kullanilacak yontemi segerken, immobilizasyon
sirasinda veya immobilizasyondan sonra enzim aktif merkezin zarar gérmeyecegi
bir yontem olmasina dikkat edilmelidir. Boyle bir se¢cim yaparken enzimin yapist

cok iyi bilinmelidir.
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ENZIM IMMOBILIZASYON YONTEMLERI

Baglama Tutuklama
bCaplraz — Tasyiciya baglama Jelde Mikro
e tutuklama kapsiilleme
Adsorpsiyon — Iyonik __ Kovalent
baglama baglama

Sekil 1.26. immobilizasyon yontemlerinin siniflandiriimast

1.2.4.1.Tasiyiciya Baglama ile Immobilizasyon Yontemi

Enzim immobilizasyonda dogal ve sentetik birgok organik ve inorganik materyal

kullanilmaktadir. Tasiyici, membranda suda ¢éziinmeyen kat1 veya polimer olabilir ve

tastyicinin asagida verilen niteliklere sahip olmasi gerekir.

A N NN Y N U N NN

Suda ¢6ziinmeme

Hidrofilik karakter

Gozenekli (pordz) yapi

Mekanik stabilite ve uygun partikil formu

Kimyasal ve termal stabilite

Mikroorganizmaya kars1 direnglik

Ucuzluk

Diisiik toksitite

Rejenere olabilme

Kovalent baglamada kullanilacak tasiyicilar yumusak kosullarda
reaksiyon verebilen fonksiyonel gruplar tasimali (Telefoncu, 1997)
(Cizelge 1.4).
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Cizelgel.4. Enzim immobilizasyonunda yaygin olarak kullamlan tastyicilar (Etci, 2011)

Anorganik Dogal polimerler Sentetik polimerler
Kil, cam Seliloz Polistiren tlrevleri
Silikajel Nisasta Poliakrilamid
Hidroksiapatit Jelatin M. anhidrid polimerler
Aktif karbon Albumin Siklodekstrin polimerleri
Bentonit Agar ve agaroz Vinil ve alil polimerler
Titandioksit Karragenan Oxiranlar
Metaller Dextran Naylon
Nikeloksit Kollagen Metakrilat
Pomza tasi Kitin kitosan I. Degistirici recineler

a. Adsorpsiyon Ile Immobilizasyon

En basit immobilizasyon metodudur. Bu yontemde hidrofilik etkilesimler s6z
konusu olsa da en ¢ok Van der Waals, iyonik ve hidrojen bagi etkilesimleri gibi
elektrostatik gticler etkindir. Bu yontem suda c¢oziinmeyen adsorpsiyon Ozelliklerine
sahip bir ylizey aktif tasiyici ile enzim ¢dzeltisinin uygun kosullarda ( pH, iyonik gii¢
vb. ) bir siire inkiibasyonu ile olusur (Hung, 2003). Tutuklanmis enzimin asirisinin iyice
uzaklagtirilmasi ile immobilizasyon islemi tamamlanir. Y&ntemin avantajlari basit, hizls,
ucuz olmasi, ¢ok sayida farkli bigim ve yiikteki tasiyicilart segme olanagi vermesidir;
sakincalar1 ise, enzim ile tasiyict arasinda kuvvetli bir baglanma olmadig1 takdirde,
enzimin serbest halde reaksiyon ortaminda gegerek iriinleri kirletmesi ve optimal

kosullarin saptanmasinin zor olmasidir (Knezevié¢, 2004; Winkler, 1990; Etci, 2011).

b. Iyonik Baglama ile Iimmobilizasyon

Iyonik baglama ydntemi, iyon degistirme yetenegine sahip suda ¢dziinmeyen
tastyicilara enzimin iyonik baglarla baglanmasi temeline dayanir. Bu sekilde enzimin
katrya baglanmasi fiziksel adsorpsiyondan daha gii¢lii bir baglamdir. Iyonik baglanma
¢ok 1lman kosullarda gerceklestiginden enzimin yapisinda degisiklige neden olmaz.
Ancak enzim ile destek arasindaki bag kadar giiclii olamadigindan enzim kagis1 séz

konusudur. (Chiou 2004; Karaca 2006) (Sekil 1.27).
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Sekil.1.27. Iyonik baglama ile immobilizasyon

c. Kovalent Baglama ile Immobilizasyon

Genellikle sulu ortamda suda ¢oziinmeyen bir tasiyiciya enzimin Kkovalent
baglarla tuturulmasidir. Yiiksek substrat derisimi veya yiiksek iyonik kosullarda sizma
olmamas1 sebebiyle en cok arastirilan tutuklama yontemidir. Kovalent baglama ile
tutuklamada destek matrisi ile enzimin katalitik aktif bolgesindeki fonksiyonel gruplar
arasinda bag olusmamas1 gerekmektedir. Ancak bunu saglamak giictiir ve genellikle
aktivite kaybr meydana gelir. Aktif bolgedeki temel amino asit ile 6n reaksiyonlar
inaktivitasyonu Onler ve immobilizasyon sonunda diistik aktivite elde edilir (Kennedy,
1995; Karaca, 2006).

Enzim aminoasit uglar

Tasiyicida baglanan gruplar

Sekil.1.28. Kovalent baglama
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1.2.4.2.Capraz Baglama Yontemleri ile Immobilizasyon

Bu yontem iki veya daha fazla fonksiyonel grup tasiyan enzim molekiillerinin
birbirlerine ¢apraz baglanmasi ve bu sekilde suda ¢oziinmeyen bir kompleks
olusturmasi temeline dayanir. Bu yontemde enzimleri birbirine baglamak amaciyla
glutaraldehit, alkildi izosiyanatlar ve diazobenzin gibi maddeler kullanilir (Sultanoglu,
2009; Yildiz, 2012).

Kicuk molekalli bifonksiyonel veya multifonksiyonel reaktifler enzim
molekiilleri arasinda baglar yaparak sonugta suda ¢oziinmeyen agregalarin olusmasini
saglarlar. Capraz baglama derecesi ve immobilizasyon, protein ve reaktif
konsantrasyonuna, pH’ya ve immobilize edilecek enzime c¢ok bagimhidir.
Intermolekiiller baglanmalar yaninda intramolekiiler baglanmalar da séz konusudur

(Shaw, 1990).
Bu yontemin dezavantajlar1 sunlardir:

e Reaksiyonu kontrol etmek zordur.
e Fazla miktarda enzime ihtiyag¢ vardir.

¢ Enzimin baglanma sirasinda aktivitesini kaybetme olasilig1 fazladir.

@ 2

Capraz baglayici

>

Sekil.1.29. Capraz bagli immobilize enzimler (Cao, 2005)
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1.2.4.2.1. Tutuklama Yontemleri ile Immobilizasyon

Tutuklama yontemi ile immobilizasyon; enzimin, substratin ulasabilecegi bir
polimer ya da membran i¢inde fiziksel olarak alikonmasi yontemidir. Bu yontem diger
tutuklama yontemlerine gore daha kuigik substrat ve tUriin molekdlleri igcin uygundur.
Biyokatalizorler jel veya membrana baglanmaz, belirli bir ortamda tutulur. Enzim
molekdlleri polimer matris icindeki kafeslerde, yari gecirgen membranlar icinde,
mikrokapsulleme ve misellerde tutulur. Genellikle farkli boyutlardaki ve O6zellikteki
enzimler ile hemen hemen hi¢ biyolojik aktivite kaybi olmadan ve enzim 6zelliklerini

degistirmeden uygulanabilen bir yontemdir (Yildiz, 2012).

a. Sol-jel metodu ile tutuklama:

Sol-jel matrikslere enzim enkapsiilasyonu yapilarak, enzim immobilize
metodlart arasinda en popiiler yontemlerden biri bulunmustur. Bu sentetik protokolde,
tetrametilortosilikat (TMOS) veya tetraetilortosilikat (TEOS) "sol" i¢inde hidroliz edilir.
Sol igine enzim g¢ozeltisinin eklenmesi "jel" olusumuna neden olan kondensasyon
tepkimesini baglatir ve enzimler silikat matrikslere enkapstle olurlar (Braun ve ark.,
1990). Bu yaklasimda, 0,1-500 nm araliginda boyutlara sahip olusan silikat matrikslerde
cesitli kanallar ve gozenekler olusturulur. Bu sistem, ekapsiile olmus enzimleri korumak
icin iyi bir optimizasyon gerektirir. Enzim korunursa, sol-jel gozenekleri kapatarak
enkapsiillenmis enzimin denatiirasyonu ve katlanmalar1 6nlenmis olunur. Bdylece
enzim kararliligt saglanir. Enzimler silikat formasyonunun erken evrelerinde
eklendiklerinden dolayi, sol-jel yaklagiminda enzimler sikica hapsedilebilmektedirler.
Bu yontem ile yapilan enzim immobilizasyonunda, enkapsiile enzimler serbest enzime
oranla daha kararlidirlar. Bu sekilde enkapsiile olmus enzimin kararliliginin enzim
konsatrasyonuna, pH’a ve iyonik kuvvete bagliligi fazladir (Arica ve ark., 1996;Cao,
2005). Proses de baglayici silan bilesikleri olarak alkil ve alkoksi silan bilesikleri
kullanilmaktadir. Sol-jel teknikleri, enzim varliginda alkoksi silanlarin asit veya baz
katalizi ile yapilir (Hench ve West, 1990; Brinker ve Scherer, 1990). Baska bir ifadeyle

baglayici silan bilesiklerinin alkoksi gruplari hidroliz olur ve ¢apraz bagli kondenzasyon
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reaksiyonu ile enzimin enkapsiile oldugu SiO2 yapist meydana gelir. Olugan saglam
yapidaki sol-jel polimeri enzimin daha kararli olmasini sagladig1 gibi enzimin enkapsiile

oldugu bolgeden uzaklagsmasini engeller.

. _OR OR,_ OR
Si(OR), Hidroliz sol Kondenzasyon |
—_— —>
RO™Y ~OR RO™Y ~OH ROTYWOH  HO Q\OR
OR OR R
Si(OR);(OH) Si(OR);(OH) Si(OR);(OH)

Enzim ¢ozeltisi
pH 8

8102 matriksi | |
- P
O Q O Rt

O =Enzim O =Si R=CH, . =0

Sekil.1.30. Enzimlerin sol-jel tutuklanmasi (Nouger, 2002; Gao, 2004)

Sol-jel enkapstilasyon immobilize enzimler igin 6zellikle etkili ve kolay oldugu
ispatlanmis, Avnir ve ark. (1994) bu teknige onciilik etmislerdir. Destek maddesinin
inertligi, miikemmel termal dayanikliligi, 1liman islem sartlar1 ile bu metodun ayirici
karakterisittik 6zellikleri arasindadir.

Sol-jel metotlarinda aktivite kazanimiyla agiga c¢ikan gozlemler diger enzim
immobilizasyon metodlariyla karsilastirilabilir. Buna gore enzim stabilize edilebilir,
matriks yiiksek molekiil agirlikli substratlar i¢in gegirgen olmayabilir (Johnson ve
Whateley, 1971) ve enzimler molekuler hapsetme yiizinden etkilenebilir (Glad ve ark.,
1985). Iisopropanol, polivinilalkol, siklodekstrinler ve kaliksarenler gibi katki
maddelerinin lipaz immobilizasyonunda sol-jel tutuklama yonteminin etkisini artirdigi
bilinmektedir. Boylece, organik ¢oziiciilerde, su- organik ¢dziicii ara fazinda ve iyonik
stvilarda esterifikasyon veya transesterifikasyon reaksiyonlarini gerceklestirmektir
(Y1lmaz, 2010).

Tutuklama ile immobilizasyon, kolay hazirlanmasi ve biyomolekullerin serbest
bulunmasi, kolay bir yontem olmasi ve tekrarlanabilirliginin yiiksek olmasi nedeniyle

ilgi odagi haline gelmistir. Sol-jel tutuklama metodunda, biyomolekiillerin tutunmasi
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polimer matriks ile arasinda kovalent bag olmadan gerceklesir. Bu sekilde donme ve
sarmalin hareketi sinirlandirilmis, enzim-substrat etkilesimi  kolaylastirilmis olur
(Edmiston ve ark., 1994; Dave ve ark., 1995; Gottfried ve ark., 1999; Hartnett ve ark.,
1999). Bunlarin yaninda tutuklanmis biyomolekiiliin sizintis1 olmaksizin diisitk molekiil
agirhikli molekiillerin iletilmesini saglayan matriksin gecirgenligi; farkli boyutta
biyomolekiillerin tutunmasina izin veren, ayarlanabilir materyal gdzenekliligi vardir.

Tetrametoksisilan [TMOS; Si(OCHs)s] veya metiltrimetoksisilan [MTMOS;
CH3Si(OCHz3)3] eklenmesiyle sulu ortamda ve asidik pH degerinde metal alkoksitlerin
silisyum hidroksit gruplarimin (Si-OH) olusumuyla ilk adim gerg¢eklesmektedir. Daha
sonra, bazik pH’ da, silisyum hidroksit fonsiyonel gruplari arasinda kondenzasyon
reaksiyonu biyomolekdllerin tutuklanacak (Si-O-Si) matriksini olustururlar ( Guisan,
2006; Campas ve Marty, 2006) (Sekil 1.31).

\ /s
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Sekil.1.31. Sol-jel matriksinde enzim tutuklanmasi (Gao, 2004)

Ayrica biiyiik gozeneklerin olusmasi i¢in NaF gibi temel Kkatalizorlerde
kullanilmaktadir (Reetz, 2006; Guisan, 2006). Enzimin daha kararli olmas1 igin
polivinilalkol ve metiltrimetoksisilan CH3Si(OCHz)3 (MTMS) kullanilmigtir (Reetz ve
ark., 1995; Reetz ve ark., 1996; Reetz, 2006; Guisan, 2006). Son olarak eklenen TMOS
ile birlikte alkil grubu metil-, etil-, n-propil-, n- butil-, n- CisHsy7 ya da 1,6
bis(trimethoxysilyl)-hexane) olan fonksiyon edilmis alkoksitleri kullanmiglardir.
Yapilan bir calismada metil<etil<n-propil<n-butil gibi farkli alkiltrimetoksisilan
bilesiklerini kullanarak lipaz aktivitesinin artisinda alkil etkisini gozlemlenmis ve artan

hidrofobik gruplarla enzim aktivitesinin arttig1 goriilmiistir (Reetz, 1997). Reetz ve
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ark., (2003) enantiyoselektif reaksiyonlarda heterojen Katalizér olarak sol-jel
tutuklamanin ¢ok uygun oldugunu gézlemislerdir.

Daha yiiksek termal kararlilik ve aktivite, Sekil.1.33’de gosterildigi gibi
hidrofobik etkilesimler (Van der Walls ) ve i¢ etkilesimlerin yani sira hidrojen

baglariyla saglanmaktadir.

v n’ NH,
= f Qs ‘JJJ
‘s X

‘NN Si

Sekil.1.32. Enzimle jel matriks arasinda kovalent igetkilesimin olmadigin1 gésteren genel
sol-jel tutuklama semasi (Guisan, 2006)

Bu konuda diger bir gelisme 6zellikle sol-jel islemi sirasinda manyetik demir
oksitin lipaz immobilizasyonunda kullanilmas: ile kullanilabilirliginde biiytik pratiklik

getirilmesidir (Reetz ve ark., 1998; Reetz, 2006; Guisan, 2006)

@ 7
Sekil.1.33. Manyetik Fe3O. nanopartikiiller a) manyetik alan olmadig: durum b) manyetik alan

— 3

altinda oldugu durum

1.3. Flurbiprofen

Rasemik karigimlardan enantiyomerlerin ayrilmasi islemine rezoliisyon

(ayrilma) denir. Rezollisyonun amaci, enantiyomerlerden birini saf ya da
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zenginlestirilmis olarak elde etmektir.

Flurbiprofen, [(R,S)-2-(2-florobifenil) propanoik asit], kapali formiilii
C15H13FO2 olup bifenil grubu igeren ve ikinci fenil halkasinin orto pozisyonunda bir flor
atomu bulunduran, 4,22 pKa degerine sahip, erime noktast 115 °C ve molekiil agirlig
224,26 g/mol olan, suda hemen hemen ¢6ziinmeyen beyaz kristaller halinde bulunan
rasemik (kiral) bir karigimdir (Ghanem, 2010; Sarasija, 2005; Aydin, 2010).

F

S-Flurbiprofen

O g

COOCH,

_—
COOCH
F
Flurbiprofen (R,S) Q

F
R-Flurbiprofen

Sekil.1.34. Rasemik Flurbiprofen

Flurbiprofen, antiinflamatuvar, analjezik ve antipiretik etki gosteren nonsteroidal
bir ilagtir. Etki mazkanizmasi, diger benzer ilaclarda oldugu gibi tamamen
anlagilmamistir ve prostaglandin sentez inhibisyonuyla ilgili oldugu diisiiniilmektedir.
Diger Nonsteroid Antiinflamatuvar Ilaclar (NSAI) da oldugu gibi; flurbiprofen, viicut
dokularinda COX-1 ve COX-2 izoenzimleri dahil olmak iizere siklooksijenazi (COX)
inhibe ederek prostaglandin sentezini inhibe eder. Flurbiprofen, en gicli prostaglandin
inhibitor aktivite gosteren NSATI ilaglarindan biridir (Bae, 2006; Alkan, 2012).

Flurbiprofen Kkararli konsantrasyonda 24 saat siiresince, ortalama plazma
seviyeleri esdeger dozdaki konvansiyonel tabletle aynidir. Fakat minimum ve
maksimum plazma konsantrasyonlari arasindaki fark daha azdir. Flurbiprofen SR’ nin
stirekli salinimi akiimiilasyona neden olmaz.

Flurbiprofenin emilimi, oral olarak alindiginda gastrointestinal yoldan kolayca

absorbe edilir ve uygulamadan 4-6 saat sonra doruk plazma konsantrasyonuna ulasir.
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Yaklasik olarak %99 oraninda plazma proteinlerine baglanir. Eliminasyon yarilanma
Omru 3-4 saattir. Flurbiprofenin farmakokinetigi dogrusaldir ve plazma diizeyleri
verilen doza bagli olarak artis gosterir. Ayrica yapilan ¢alismalar sonucunda
karsinojenik, teratojenik, advers reprodiiktif etkileri goriillmemistir (Dural, 2002; Bae,
2006).

Flurbiprofen, tasidig1 karboksilik asit grubu sayesinde asidk 6zellik kazanmistir
ve burada ki asimetrik karbondan dolay1 S(+) ve R(-) enantiyomer Karigimi halindedir.
Baglandig1 reseptor bolgesi diiz, ona uygun diiz olmayan farkli bir alan ve katyonik
bolgeden olugmaktadir. Boylelikle reseptoriin katyonik kismina karboksilik asit grubu
ile baglanarak tam uygunluk gosterir. R ve s izomer ¢ifti arasinda S konfigilirasyonu
reseptor ile daha iyi etkilesir ve daha kuvvetli etki gosterir. Son olarak R enantiyomeri
metastatik prostat kanseri ve Alzheimer hastaligi tedavisinde kullanilmak iizere klinik

denemeler asamasindadir.
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

Immobilize lipazlarin, serbest enzimlere gore biyokatalitik proseslerde
kullanimi daha kolay, dayanikli ve ekonomiktir. Bu nedenle giiniimiizde arastirmacilar
mevcut tekniklerin gelistirilmesi ve kullanis agisindan daha etkili farkli tasiyicilarin
immobilizasyonu {izerine c¢alismalarin1  yogunlastirmislardir.Son yillarda ¢esitli
manyetik ayirma islemleri biyomolekiilleri ayirma ve saflastirma yontemleri igin
gelistirilmistir (Saiyed ve ark., (2003). Bu tekniklerin avantajlari, kolay ve hizli geri
donlisimii  ve kompleks karisimindan molekiillerin  ayrilabilmesine  yonelik
spesifikligidir.

Lipaz enzimi ilk olarak 1956 yilinda H. Brandenberger tarafindan kovalent
baglama yontemi ile iyon degistirici regine iizerine immobilize edilmistir (Iwai ve ark.
1964). Iwai ve arkadaglarinin (1964) calismalariyla lipazin ester hidrolizinde veya ester
sentezinde kullanilmasi ile ilgili uygulamaya yonelik ¢alismalar baglamigtir (S6kmen
2005).

Yilmaz ve ark. (2009), Candida Rugosa Lipaz enzimini soya yagi ile 6n islemle
etkilestirdikten sonra hekzametilen diizosiyonat fonksiyonlu g-siklodekstrin Uzerine
immobilizasyonunu gergeklestirmislerdir. Elde edilen S-siklodekstrin-igeren immobilize
lipazin, soya yagi ile etkilestirilmeyen immobilize lipaz’dan daha yiiksek bir katalitik

aktivitenin yani sira daha kararli bir yapiya sahip oldugunu da gormislerdir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.1. Candida rugosa lipazin soya yagi ile etkilestirildikten sonra immobilizasyonu
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Ozyillmaz ve ark. (2014), manyetik nanopartikillere bagli p-siklodekstrini
tetraetoksisilan (TEOS) ve oktiltiretoksisilan varliginda CRL ile immobilize ederek

rasemik naproksen metil esterinin enantiyosegimli reaksiyonunda kullanmiglardir.

HO(\7)7 HONG fOTs
[\ —— [/ \—
CcD 1 C?
~o-Si

HO(\\)G o
/ _~~NH i >N L
@~

CD-APS-NP

Y,

T CD-APS-NP-E

Sekil 2.2. Manyetik nanopartikiil bagli B-siklodestrin lipaz ile hidrolizi

Sahin ve ark. (2009), kaliks[n]aren bilesiklerini (n=4,6,8) amino ve karboksil
grubu ile tdrevlendirerek lipaz immobilizasyonunda ve rasemik  naproksenin
enantiyose¢imli ¢alismalarinda katki maddesi olarak kullanmiglardir. Yapilan ¢alismada
bu bilesiklerin rasemik naproksen esterinin enantiyose¢imli  hidrolizini ve

enantiyosecimliligini nemli oranda artirdigini gostermisleridir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Kaliksaren asit ve amin turevleri

Bir bagka c¢alismada Yilmaz ve ark. (2011), cam boncuklar1 aminopropil
grubu tasiyan silika ile etkilestirilerek aminopropil cam boncuklar1 elde etmislerdir.
Elde edilen bu cam boncuklarimin glutaraldehitle reaksiyon sonucunda sonra serbest
dialdehit grubu bulunduran ve enzim immobilizasyonunda kullanilabilecek yeni bir
bilesik elde etmislerdir. Hazirlanan bu yapilar rasemik naproksen metil esterinin
enantiyose¢imli hidroliz ¢alismalarinda kullanilmislar. S-naproksen igin %98 ece degeri
ile immobilize lipazin (E>400) yiiksek enantiyose¢cimlilige sahip oldugunu
gozlemislerdir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Cam boncuk yuzeyine immobilizasyonun gosterimi.

Yilmaz ve ark. (2011) manyetik FesO4 partikulleri ve manyetik Fe3Oa4 partikilli
sporopollenin (Fes0s-Spo-E) varliginda Candida rugosa lipazint sol-jel tutuklama
metoduna gdre immobilize etmisler. Immobilize lipazlari rasemik naproksenin
enantiyosecimli hidrolizinde kullanmiglar, enantiyose¢imliliginin 400’ iin {izerinde

oldugu (E = >400), serbest lipazin E’sinin 137 oldugunu gozlemislerdir.
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Sekil 2.5. Manyetik FesO4 partikilleri ve manyetik nanopartikulerine sol-gel tutuklama

protokoli

Uyanik ve ark. (2011), yaptiklar1 ¢alismada kaliks[4]aren amid tiirevlerini ve
kaliks(aza)crows  destek  maddeleri  sentezleyerek  Candida rugosa lipazi
immobilizasyonunda katki materyali olarak kullanmiglar. Elde ettikleri enkapsulasyonu
rasemik arilpropiyonik asit enantiyose¢imli tepkimelerinde kullanmiglar ve
enantiyose¢imliligi E=297, ee ise %89 bulmuslardir. Kaliks(aza)crows destek
maddelerinin ise 6 kullanimdan sonra kalan doniisiim ylizdesinin %18 oldugunu

gbzlemlemislerdir.
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tampon/isooktan (R)-2-propiyonik asit (8)-2-propiyonik asit metil esteri

(R,S)-2-propiyonik asit metil ester

Sekil 2.6. Propiyonik asit metil esteri hidrolizi

Ozyilmaz ve Sayin (2013), yaptiklar1 ¢alismada manyetik FesO4 nanopartikiliine
bagl kaliks[4]aren’in dipridin tiirevini, Candida Rugosa Lipaz ile immobilizasyonunda

katki maddesi olarak kullanmislar. Immobilize lipazin, p-nitro fenil palmitatin (p-NPP)
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hidrolizi ile aktivitesi tayin edilmis ve bu immobilize lipaz rasemik naproksen metil
esterinin enantiyose¢imli hidroliz tepkimelerinde kullanilmistir. Immobilize lipazin

katalitik akitivitelerinin ve enantiyoseciciliginin (E>400) yiiksek oldugu goézlenmistir

(Sekil 2.7).
o COOCH3
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Sekil 2.7. Naproksen metil esterinin ekstraksiyon ile ayrilmasi

Akceylan ve ark. (2013), Fe3O4 nanopartikiili immobilize edilmis kaliks[4]aren
karboksilik asit tirevlerinin Candida Rugosa Lipaz:, sol-jel metoduna gore immobilize
etmislerdir. iImmobilize lipaz, p-nitro fenil palmitatin (p-NPP) ve naproksen metil
esterinin enantiyose¢imli hidrolizinde kullanilmistir. Immobilize lipazlarin (E=373,
E=381) serbest enzime (E=137) daha yiksek enantiyose¢cimlilige sahip oldugu
gorilmistiir (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8. Kaliks[4]aren karboksilik asit tiirevlerinin manyetik FesO. nanopartiliiliine baglanmasi

Akoz ve ark. (2014), kaliks[8]aren valerik asit ve FesOs manyetik
nanopartikiilleri varhiginda Candida Rugosa Lipazi sol-gel teknigine gore immobilize
ederek rasemik naproksen metil esterinin  enantiosecimli  tepkimelerinde
kullanilmislardir. Immobilize lipazin (E=371) serbest enzime (E=126) daha yiiksek
enantiyose¢imlilige sahip oldugu goriilmiistiir (Sekil 2.9).
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Sekil 2.9. Manyetik nanopartikil kaliks[8]aren valerik asit tlrevinin lipaz ile hidrolizi

Sayin ve ark. (2014), kaliks[8]aren valerik asiti se¢imli olark demiroksit
nanopartikiiliine kovalent yoldan bagladiktan sonra hem bu materyali hem de p-ter-
bitil-kaliks[4]aren valerik asidi katki Oaddesi olarak Candida Rugosa Lipazin
immobilizasyonunda kullandilar. Rasemik naproksen metil esterinin katalizlenmesi ve
enantiosecimliligini aragtirmiglar manyetik nanopartiikiil bagli materyalin ( E=371) p-
ter-butil-kaliks[4]aren valerik asitten (E=150) ve serbest enzimden (E=137) daha

yiiksek enantiyoselektivite gosterdigini bulmuslardir.
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Sekil 2.10. Fe3O4 nanopartikiilii katkili Kaliks[8]aren valerik asit hazirlanmasi ve reaksiyon kosullar

Bir bagka c¢alismada Akoz ve ark. (2014), farkli kaliks[4]aren karboksilik asit
tirevlerini hem demiroksit nanoparttikillere kovalent yoldan baglayarak hem de katki
maddesi olarak sol-gel metoduyla lipaz enziminin immobilizasyonunda kullanarak
rasemik naproksen metil esterinin enantiyosegimliligini arastirmislardir. Sonu¢ olarak
Immobilize lipazin (E=224) serbest enzime (E=137) daha yiiksek enantiyose¢imlilige
sahip oldugu gortilmiistiir (Sekil 2.11).
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Sekil 2.11. Kaliks[n]aren karboksilik asit ve manyetik nanopartikillerinin lipaz enkapsilasyonu

Sunulan bu ¢alismada bu zamana kadar yapilanlardan farkli olarak p-ter-bditil-
kaliks[4]arenin alkil tiyol, alkil-1,2-ditiyolan ve halkali disiilfit bilesikleri sentezlenerek
benzer sekilde lipaz immobilizasyonunda kullamldilar. Imobilize edilen lipazlar rasemik

flurbiprofenin enantiyose¢imli tepkimesinde kullanildi.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1.Enstrimantal Teknikler

Sentez tepkimelerinin ilerleyisi TLC silika jel tabakasiyla (SiO2, Merck 60 F2s4)
kaplanmis aluminyum plakalar kullanarak yapildi. Kolon kromatografisi ¢alismalarinda
silika jel 60 (Merck, tanecik biiyiikligii 0.040-0.063 mm, 230-240 mesh) kullanildi.
Sentezlenen bilesiklerin erime noktas: tayini, EZ-Melt marka erime noktas: tayin cihazi
ile yapildi. *H-NMR ve 3C-NMR spektrumlar1, D,O ve CDCls iginde Varian 400 MHz
spektrofotometre ile gergeklestirildi ve spektrumlardaki kimyasal kayma degerleri (9)
ppm cinsinden belirtildi. FT-IR spektrumlar1 ATR problu Perkin Elmer 1605 FTIR
System Spectrum spektrofotometresinden alindi. UV-Vis dlcimlerinde Shimadzul60A
UV-visible spektrofotometresi kullanildi. HPLC 6l¢timleri Chiralcel OD-H (25 cm, 4.6
mm) kiral kolonu kullanilarak Agilent 1200 HPLC modeli ile gerceklestirildi. HPLC de
kullanilan ¢oziciler ve analitler HPLC saflikta olup Merck’ ten temin edildi. Santrif(j
islemleri Sigma 2-16 PK sogutmali santrifiij cihaz1 ile yapildi. Tim sulu c¢ozeltiler,
Millipore Milli-Q Plus su aritma cihaziyla saflastirilan saf su ile hazirlandi. Sentez
isleminde kullanilan baslangi¢c materyalleri ve reaktifleri analitik saflikta Merck, Sigma-
Aldrich ve Fluka firmalarindan temin edilerek kullanildi. immobilizasyon islemlerinin
kuruma basamag1 Labconco marka Liyofilizator icerisinde -45 °C ve yiiksek basing

altinda gerceklestirildi.
3.2.Kimyasal Sentezler ve Karakterizasyon
Bu tez calismasinda sentezlenen bilesikler literatiirde bulunan metotlara goére

hazirland1 ve bazilari daha 6nceki metotlarin modifiye edilmesiyle elde edildi. Asagida

bu ¢alismada kullanilan 1-7 nolu bilesiklerin genel sentetik prosedrleri verildi.
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3.2.1. 5,11,17,23-Tetra-ter-bitil-25,26,27,28-tetrahidroksikaliks[4]aren (Gutsche,
1990)

1 L’1ik ¢ift boyunlu bir balona, 50 g (0.665 mol) p-t-bdtilfenol, 31.15 mL (0.83
mol) %37’lik formaldehit ve 0.6 g (0.03 mol) NaOH alinarak karigitirilir. Reaksiyon
karisimi, sicakligi 110-120 °C da sabit tutularak mantolu 1sitic1 ile ksilol cihazi takili
bir geri sogutucu sisteminde azot gazi altinda 1.5-2 saat 1sitilir. Bu sure igerisinde
reaksiyon karisimi beyaz viskoz bir halden 6nce turuncu renge daha sonra kati sar1 bir
kiitleye dontisiir. Kati sar1 kiitlenin olusmasiyla reaksiyon ortami oda sicakligina kadar
sogutulup 400-500 ml difenil eter ilave edilip 1 saat oda sicakliginda karigtirilir. Azot
girisi ve ksilol cihazi takildiktan sonra karigimin berraklagmasi i¢in suyun ortamdan
tamamen uzaklagmasi saglanir. Suyun tamamen uzaklagsmasindan sonra karisim geri
sogutucu altinda 1.5-2 saat kaynatilir. Son kaynama siiresinin tamamlanmasiyla
reaksiyon karisimi oda sicakligina sogutulur, 400-500 ml etil asetat eklenerek en az 1
saat karistirtlir ve ¢Okmenin tamamlanmasi beklenir. Olusan beyazimsi c¢okelek
stiziiliir ve renk berraklasincaya kadar (iki kez 100 mL) etil asetatla, bir kez 200 mL
asetik asitle yikanir. En son su ile pH notr olana kadar yikanir. Verim: 32.45 g (%64),
E.n.: 342-344°C, *H-NMR (CDCls): § 1.20 (s, 36H, Bu'), 3.45 (d, 4H, Ar-CH2-Ar),
4.25 (d, 4H, Ar-CH2-Ar), 7.05 (s, 8H, ArH), 10.35 (s, 4H, -OH).
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3.2.2. 5,11,17,23-Tetra-ter-bitil-25,27-dimetoksikarbonilmetoksi-26,28-dihidroksi
kaliks[4]aren (Collins, 1991)

250 ml ¢ift boyunlu balona, 5 g (7.71 mmol) p-ter-bitilkaliks[4]aren ve 1.279 g
(9.4 mmol) K2COs yaklasik 250 mL aseton icerisinde 70 °C de N2 gazi altinda 15
dakika karistirilir. Daha sonra 1.56 mL (16.951 mmol) metil bromasetat damla damla
ilave edildi ve 24 saat reflux edilerek karistirildi. Reaksiyon TLC ile takip edildi.
Reaksiyon suresinin bitmesi ile sogutulan karisim siiziilip distillendi. Kalan kat1 etanol
icerisinde kristallendirildi. Verim: % 73, E.n: 206-210 °C. IR: 3436 cm™ (OH), 1755
cm-! (C=0). H-NMR (CDCls) &: 0.97 ppm (s, 18H, Bu"), 1.27 ppm (s,18H,Bu'), 3.35
ppm (d, J = 13.1 Hz, 4H, ArCH2Ar), 3.85 ppm (s, 6H, OCHz), 4.48 ppm (d, J = 13.1
Hz, 4H, ArCHAr), 4.75 ppm (s, 4H, OCH2CO), 6.81 ppm (s, 4H, ArH), 6.97 ppm (s,
2H, ArOH),7.03 ppm (s, 4H, ArH).

)

3.2.3. 5,11,17,23-Tetra-ter-bitil-25,27-dimetoksikarbonilmetoksi-26,28-dihidroksi
kaliks[4]aren 2,2°- diaminodietildisulfit dihidroklorid Turevi (Debdeep, 2011)

250 ml ¢ift boyunlu balona,1 gram (1,26 mmol) p-ter-biitilkaliks[4] aren di ester

aliip 40 ml metanol igerisinde ¢oziiniir. 100 ml’lik beher igerisine 5,67 gram (25,2
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mmol) 2,2°- diaminodietildisiilfit dihidroklorid alinip iizerine esdeger oranda 3,5 ml
(25,2 mmol) trietilamin eklenerek karisitirilir. Tamamen ¢oziiniince p-ter-bitilkaliks[4]
aren di ester yavas yavas ilave edilir. Reaksiyon 48 saat siire bir geri sogutucu altinda
etkilestirilir. TLC ile IR ile takip edilir. IR de diester pikinin (1755 cm™) kaybolmasi ile
reaksiyon sonlandirilip sogutulur. Sogutulan karisima 1 M lik 100 ml HCI ¢ozeltisi ilave
edilerek ¢okme islemi gergeklestirilir. Coken kat1 kisim siiziiliirek alinir ve saf su ile
nétr olana kadar yikanir. Verim: %72, E.n: 224-227 °C. IR: 1475 cm™* (O=C-N), 549
cm-1(S-S). 'H-NMR (CDClIs) §: 0.92 ppm (s, 9H, But), 1.07 ppm (s, 9H,Bu'), 1.32 ppm
(s, 9H, BuY), 1.36 ppm (s, 9H, BuY), 3.00 ppm (t, J = 5.4 Hz, 4H, CH2NH), 3.45 ppm (d,
J=13.4 Hz, 4H, ArCH2Ar), 3.87 ppm (yayvan t, 4H, CH.SH), 4.20 ppm (d, J=13.3 Hz,
4H, ArCH2Ar), 4.64 ppm (ds, 2H, SH), 4.69 ppm (s, 2H O-CH2-0), 6.78 ppm (s, 2H,
CHy>), 6.97 ppm (s, 2H, CH>), 7.13 ppm (s, 2H, CH2), 7.19 ppm (s, 2H, CH>), 7.78 ppm
(s, 2H, OH), 8.42 ppm (t, J=4.76 Hz, 2H, NH),

3.2.4. 25,27-Bis(2-bromoetoksi)-26,28-dihidroksi-5,11,17,23-tetra(ter-butil)-kaliks-
[4]aren (Live Ark..1999)

250 mL ’lik iki boyunlu balona N2 atmosferi altinda p-ter-bitilkaliks[4] aren (3.23
g 5.0 mmol), K.COs (1.52 g 11.0 mmol) ve 1,3-dibrompropan (10.1 g, 0.05 mol) alinir

ve Uzerine 125 mL kuru CH3CN ilave edilir. Olusan siispansiyon dort giin geri sogutucu
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altinda kaynatilir. ITK ile izlenerek bitirilen reaksiyon oda sicakligina getirilir ve ¢dziicii
ucurulur. 50 mL CH2Cl; ile katinin ¢6ziinmesi saglanir. Ardindan 6nce 50 mL 3M HCI
sonra 50 ml 0.5 M HCI ¢ozeltisi ile ekstraksiyon yapilir. Organik faz MgSQg lizerinden
kurutulur ve suzilur. Daha sonra CH2Cl, tamamen ugurularak elde edilen kalint1 2 defa
10 mL EtOH ile yikanir. Kalan kat1 40 ml CH.Cl> de tekrar ¢ozilur ve ¢oziinmeyen
safsizliklar siiziilerek uzaklastirilir. Siiziintii 25 ml ¢ ye kadar konsantre hale getirilir.
Elde edilen kati CHCIs/MeOH karisik ¢oziicii sisteminden yeniden kristallendirilerek
beyaz kristal olarak elde edilir. ( Li ve ark., 1999). Verim 2.05 g (%70). E.N.: 289 °C
(Lit., 288 — 290 °C). *H NMR ( CDCLs): & (ppm) 1.00 (s, 18H, C(CHs)s, 1.28 (s, 18 H
C(CHa)s ), 2.52 (p, 4H, J= 6.0 Hz, BrCH:CH:0Ar) , 3.32 (d, 4H, J= 13.0 Hz,
ArCH:2AR), 3.99 (t, 4H, J= 6.5 Hz, CH2Br), 4.10 (t, 4H, J =5.3 Hz, CH20), 4.26 (d, 4H,
J=13.0 Hz, ArCH>Ar), 6.86 (s, 4H,ArH), 7.07 (s,4H,ArH,) 7.55 (s, 2H ,ArOH).

3.2.5. 25,27-Bis(3-tiyopropoksi)-26,28-dihidroksi-5,11,17,23-tetra(ter-butil)-kaliks-
[4]aren

0.5 g ( 0.561 mmol) 25,27-Bis(2-bromoetoksi)-26,28-dihidroksi-5,11,17,23-
tetra(ter-batil)-kaliks-[4]aren ve 0.14 g, (1.88 mmol) tiyolre , 40 mL CH3CN igerisinde
geri sogutucu altinda refluks edildi. Reaksiyona 45 saat devam edildi. Reaksiyon ITK
ile izlendi ( CH2Clz2/hekzan,1:1). Reaksiyon sonunda ¢oziicii kuruluga kadar evapore
edildi ve karisima 0.19 g KOH (3.423 mmol) in 40 ml sudaki ¢ozeltisi ilave edilerek 2
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saat siire ile refluks edildi. Uriin karisimi énce 1 M HCl ile yikanip daha sonra CHCl3
ile ekstrakte edildi. Kuru MgSOaile kurutuldu. Verim:% 55 EN: 203-205 °C. 1 H NMR
(400 MHz CDCls): d 1.19 (s, 18H, but), 1.22 (s, 18H, but), 1.57-1.69 (m, 2H, —SH),
2.42-2.48 (m, 4H, —-CH>-), 3.24 (t, 4H, J = 8.0 Hz, -CH>-S), 3.38 (d, 4H, J = 12.8 Hz,
Ar— CH2>-Ar), 4.01 (t, 4H, J =4.8 Hz, -CH2>-0), 4.23 (d, 4H, J = 12.8 Hz, Ar-CH>-Ar),
7.01 (s, 4H, ArH), 7.07 (s, 4H, ArH), 9.13 (s, 2H, —-OH).

3.2.6. 5,11,17,23-Tetra-ter-biitil-25,27-dihidrazonamid karbonilmetoksi-26-28-
dihidroksi-kaliks[4]aren (Maity, 2011)

5,11,17,23-Tetra-ter-btil-25,27-metoksikarbonilmetoksi-26,28-dihidroksi
kaliks[4]aren (2) bilesigi (0.79 g, 1 mmol) ve 2 mL 80 % hidrazin hidrat ¢ozeltisi
kloroform/metanol (1:3, 60 mL) karisiminda 12 saat karistirilarak kaynatilir. Bu siire
sonunda ¢oziicii uzaklastirilir. Destile suda ¢oktiiriiliir. Siiziilen kati madde su ve
metanol ile yikanir, vakumda kurutulur. Verim 0.71 g (% 90), E.n: 245-246 °C. IR:
1689 cm™ (C=0). *H NMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) 1.27 (s, 18H, Bu'), 1.02 (s,
18H, Bu'), 3.44 (d, 4H, J = 13.5 Hz, ArCHAr), 4.11 (d, 4H, J = 13.5 Hz, ArCH2Ar),
4.65 (s, 4H,~OCH,CO), 6.93 (s, 4H, Ar-H), 7.08 (s, 4H , Ar-H), 7.80 (s, 2H, -CONH),
9.70 (s, 2H, —OH).
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(6)

3.2.7. 5,11,17,23-Tetra-ter-bitil-26,28-dihidroksi kaliks[4]aren 25,27-
dihidrazonamid karbonilmetoksi-26-28-dihidroksi-kaliks[4]aren Lipoik Asit
Turevi (Yu, 2007)

250 mL’lik tek boyunlu balona 0.219 gram (1.06 mmol) DCC, 0.143 gram (1.06
mmol) HOBT, 0.215 gram (1.06 mmol) Lipoik asit 150 mL DMF icerisinde oda
sicakliginda yaklasik 45 dakika karistirilir. Karisimin tizerine 0.4 gram (5.04 mmol)
kaliks[4]aren hidrazin (6) turevi ilave edilir. Reaksiyon oda sicakliginda 72 saat
karistirilir. Reaksiyon siiresi sonunda ITK ile kontrol edilerek sonlandirilir. Daha sonra
¢oziicl vakum altinda ugurularak {izerine 50 mL EtOAc (etilasetat) eklenir. %10’ luk
3x30 mL NaHCOg ile yikanir. EtOAc fazi alinarak 3x30 mL %100 luk HCl ile yikanir.
Destile su ile notral hale getirilir. Organik faz MgSOs ile kurutulup ¢ozict ugurulur.
Verim 0.27 g (%68). E.n: 228-230 °C. IR: 1689 cm™* (C=0), 486 cm*(S-S). *H NMR
(400 MHz, CDCls): & (ppm) 1.05 (s, 18H, Bu'), 1.25 ppm (s, 18H, Bu'), 1.75-1.66 ppm
(yayvan, 8H, S-CH2- CHy), 1.99- 1.90 ppm (yayvan, 4H, CH,- CH>- CHz2), 2.88 ppm
(yayvan, 2H, CHz- CH2), 2.94 ppm (yayvan, 2H, CH>- CH2), 3.25 ppm (s, CH2- CH-
CHz2), 3.58 ppm (d, 8H J=11.9 Hz, Ar-CH>-Ar), 4.27 ppm (d, J=12.53 Hz, 4H, Ar-CH>-
Ar), 4.39-4.15 ppm (yayvan, 4H, O=C- CH2-CH>), 4.77 ppm (s, 4H, O- CH>), 7.01 ppm
(s, 4H, Ar- CHy), 7.14 ppm (s, 4H, Ar- CHy), 7.45 ppm (s, 2H, OH), 8.06 ppm (s, 2H,
NH-NH), 8.2 ppm (s, 2H, NH-C=0).
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s (7 S

3.2.8. Manyetik Fe3O4 nanopartikuliiniin sentezi (Zeng, 2005)

Fe?* ve Fe** iyonlann birlikte ¢oktiirillerek FesOs nanopartikilleri
hazirlanmaktadir (Young ve ark. 2008). Bunun i¢in 1,0 M FeCl> ve 1,75 M FeCls
cozeltilerinden 1:1 oraninda alinir. Daha sonra bu iki karigim 250 ml’lik iic boyunlu
reaksiyon balonuna aktarilir ve karigim geri sogutucu altinda N2 atmosferinde 60 °C ye
kadar 1sitilir. Reaksiyon ortami 60 °C ulastiginda % 25 (W/%) NH4OH ile pH ~ 10-11"¢
ayarlanir. Ortam bazik oldugunda demir oksit partikiilleri olusur ve reaksiyon ortami
koyu kahverengi renge blrlndr. Daha sonra reaksiyon 80 °C de 1 saat geri sogutucu
altinda reflaks edilir. Reaksiyon sonunda olusan manyetik nanopartikiiller bir miknatis
yardimiyla su igerisinden alinip ve yine deiyonize su ile pH nétral oluncaya kadar
yikanir. Nanopartikiiller vakumlu etiivde 70 °C’de 12 saat kurutulur. Koyu kahverengi
Fe304 partikiilleri elde edilmis olunur (Sekil 3.1). FTIR: (FesOs) Fe-O bandi 590 cm’
1*de gozlemlenir (Yilmaz, 2010).
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3.2.9. Sol-gel metoduna goére Lipaz Immobilizasyonu

Sekil 3.1. Manyetik Fe304 nanapartikiil olusumu

- Kaliksarenlerin Sol-jel tutuklama metodu (Reetz, 2003)

367,5 mg Candida rugosa lipazi, 2.34 mL 0,05 M, pH 7,0 fosfat tamponu
icerisinde inklbator icerisinde homojen olana kadar karistirildi. Homojenlik
saglandiktan sonra karisima 0,3 g kaliksaren, 0,3 g FesOs ilave edilip aymi sekilde
homojenlik saglanincaya kadar inkiibatdrde karigtirildi. Daha sonra sira ile (%4 w/v)
600 pL polivinil alkol, 300 pL NaF ¢ozeltisi (0,1 M) ve 600 pL isopropil alkol ilave
edilerek homojenize saglandi. Tamamen homojen olunca 690 pL tetrametoksisilan
(TMQOS, 0,5 mmol) ve 4716 pL oktil trietoksisilan (2,5 mmol) eklenip karistirilir.
Olusan bu jelatimsi karisim +4°C de buzdolabinda agz1 agik sekilde bir gece bekletilir.
Ertesi giin 6ncelikle 10 mL distile su ile daha sonra 10 mL izopropil alkol ile yikandi.
Yikama ¢ozeltileri birlestirilerek toplam hacim 6lgtildii. Suzintli Bradford metoduna
gore protein tayininde kullanildi. Daha sonra yikanan jelimsi karigim liyofilizatorde

kurutuldu.
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- Protein miktan (Bradford, 1976)

Serbest ve immobilize lipaz igerisindeki protein miktar1 Bradford metoduna gore
bulunur. Bu metodda standart olarak Bovin serum albumin (BSA)’in farkli
konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri hazirlanir. Bu ¢ozeltilerin 0,1 mL’si 3 mL Bradford
reagent (Coomassie Brilliant Blue G-250) ile etkilestirilip 595 nm dalga boyundaki
absorbanslar1 olgiliir. Standart olarak, absorbans-protein miktar1 (mg/ml) grafigi ¢izilir

ve yapilan protein ¢aligmalarinda bu grafik referans alinir (Sekil 3.2).

1,2

y =1,1373x- 0,0192
. R? = 0,9995

Sekil 3.2. Standart protein miktar1 (mg/ml)- absorbans grafigi (Amax =595 nm)

- Aktivite Tayini (Hung, 2003; Chiou, 2004)

Belli miktarda (0,1 g) alinan serbest lipaz veya immobilize lipaz 1 mL fosfat
tampon ¢ozeltisi (pH 7,0) icerisine eklenip daha sonra 2-propanol igerisinde hazirlanan
14,4 mM’lik p-NPP ¢ozeltisinden 1 mL ilave edilerek oda sicakliginda 5 dk karistirilir.

5 dakika sonra reaksiyon 2 mL 0,5 N Na>,COs eklenerek durdurulur. Karigim santrifij
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edilerek, enzimatik aktivite UV-visible spektrofotometresinde aciga ¢ikan p-
nitrofenol’tin (p-NP) 405 nm dalga boyundaki absorbansi olgiilerek bulunur. Bu
absorbans degeri standart olarak ¢izilen p-NP (mol/litre) kalibrasyon grafiginde yerine
konularak agiga ¢ikan p-NP’m miktar1 spektrofotometrik olarak tespit edilir. Dakikada 1
pmol p-NPP hidroliz etmek igin gerekli olan lipaz miktarina lipazin 1 Unit (U)’i denir.
Bu verilerden yararlanilarak serbest ve immobilize lipazlarin aktiviteleri belirlenir

(Sekil 3.3).

2 - y =0.0083x - 0.0096
R?=0.9991

Absorbans (405 nm)

250 300

p-NP (M)

Sekil 3.3. Standart p-NP (p-nitrofenol)- absorbans grafigi (Amax=405 nm)

- Optimum pH tayini

Farkli pH degerlerinde (pH 4,0-9,0) serbest ve immobilize enzim, 50 mM
sodyum fosfat tamponunda bir saat inkiibe edilip standart 6l¢iim kosullarinda aktivite

Olctimleri yapilarak enzimin aktifligine pH’1n etkisi incelendi.

- Optimum sicaklik tayini

Serbest ve immobilize enzimin aktifligine, sicakligin etkisini incelemek amaci
ile serbest ve immobilize enzim farkli sicakliklarda (25-50°C) fosfat tamponu iginde 20
dk karistirtlip 25 °C’ye sogutulur. Daha sonra aktivite tayin edilerek sicakhigin etkisi

incelendi.
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3.2.17. HPLC calismalari
- Enantiosecimli Tepkimelerin Genel Prosediri (Cernia, 2002)

5 mL’lik vial igerisine 2 mL serbest enzim ¢ozeltisi (0,781mg/mL, pH 7.0, 0,05
M fosfat tamponu ) ya da serbest lipaz’a esdeger Unit’de immobilize lipaz konulur.
Daha sonra uzerine 100 uL (R/S)-Flurbiprofen metil esterinin izooktandaki ¢ozeltisi (20
mM) ilave edilir, farkli siire ve farkli sicaklik degerlerinde inkubator icerisinde
karistirtlir. Daha sonra karisim iizerine 2 mL izooktan eklenerek ekstraksiyon yapilir.
Izoktan fazina alinan numune, HPLC cihazma verilerek (R/S)-Flurbiprofen metil
esterinin (R)-Flurbiprofen ya da (S)-Flurbiprofen’e doniisiim orani belirlenir.

Bunun igin kiral bir kolon olan Chiralcel OD-H kolon kullanilmis, n- hekzan / 2-
propanol /trifloroasetikasit 100/0.1/0,1 (h/h/h) oranindaki tasiyici fazinda 1 ml/ dk akis
hizinda ve UV dedektorde (A =254 nm) degerlendirildi. (Sekil 3.4).

CH
CH CSOCH3
CO:E)CH3 ﬂd\r\ m(% (R)-flurbiprofen

(R.S)-flurbiprofen Organik faz

Su Fazl ; @@
1 OO

£ h

\ ‘f‘js (S)-flurbiprofen

O

Sekil 3.4.(R/S)-Flurbiprofen metil ester



N
R-flurbiprofen , | ll'. /“-ﬁ. _» S-flurbiprofen
| \

nn

Sekil 3.5. (R/S-flurbiprofen) bilesigin HPLC diyagrami
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4.  ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

Supramolekiiler kimyada tag eterler ve siklodekstrinler, birinci ve ikinci kusak
supramolekiilleri olustururken, halkali yapida bir fenol-formaldehit oligomeri olan
kaliksarenler, ti¢lincii kugak supramolekiiller olarak tanimlanmaktadirlar. Kaliksarenler
halkali yapida olmasi, kolay sentezlenmesi, kolay tiirevlendirilmesi ve farkli
biiyiiklikkte molekiil boslugu olusturabilmesi sebebiyle son yillarda konuk-konak
kimyasinda Onemli bir ¢alisma alan1 olmustur. Bu zamana kadar lipaz
immobilizasyonunda karboksil, amino, nitro, piridin, hidrazin grubu tasiyan
kaliksarenler katki materyali olarak kullanilaraketkileri incelendi. Bu ¢alismada tiyol
grubu tasiyan kaliks[4]aren tlrevlerini sentezleyerek, bazi profen tiirii (flurbiprofen)

ilaclarla lipaz katalizli enantiyose¢imli tepkimelerin ¢alismasinda kullanilmaktadir.

OH

* mcon O\ gj
A

/
h
o

H HO OH HO
1

Sekil 4.1. p-ter-butilkaliks[4]aren (1)

Bu amagla baslangic maddesi olan p-ter-bltilkaliks[4]aren (1) literature
(Gutsche 1990) gore sentezlenerek yapisi spektroskopik yontemlerle aydinlatildi. *H-
NMR spektrumunda 6: 3.45 ppm’de ve 6: 4.25 ppm’de goriilen dublet 4 protonun
ArCH2Ar grubuna ait oldugu gozlendi. Bu sonuglar p-ter-butilkaliks[4]aren’in
olustugunu dogrulamaktadir.
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1 >
OH »go (])’H HO
O O

Sekil 4.2. p-tert-bitilkaliks[4]aren diester (2) reaksiyonu

Sentezlenen p-tert-butilkaliks[4]aren, literatiire gore (Collins, 1991) metil brom
asetat ile K>COs varliginda kuru aseton igerisinde etkilestirilerek p-tert-
bitilkaliks[4]aren diester (2) tlrevlerine dondstiiriildi. Bilesigin F-TIR spektrumunda
1755 cm™ de ester karboniline ait bandin gdzlenmesi ve *H-NMR spektrumunda &: 3.85
ppm’de goriilen singlet 6 protonun OCHs grubuna, &: 4.75 ppm’de goriilen singlet 4
protonun OCH2CO grubuna ait oldugu gozlenmesi diester tiirevinin olustugu
dogrulamaktadir (EK:1).

Sekil 4.3. 3 nolu bilesigin sentez tepkimesi

Sentezlenen p-tert-bitilkaliks[4]aren diester tlrevi (2), literatiire gore
(Debdeep, 2011) metanol ortaminda 2,2-diaminodietildisulfit ile etkilestirilerek halkali
yapida disiilfan grubu tastyan (3) numarali madde elde edildi. Bu bilesigin F-TIR

spektrumunda 1755 cm™ de gozlenen karbonil bandinin kaybolup 1663 cm™ de amid
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karboniline ait bandin olugsmasi ve 1 H-NMR spektrumunda &: 3.85 ppm’de gériilen
singlet 6 protonun O-CHs grubuna ait pikler kaybolup 3.00 ppm de triplet 4H CH>-NH,
3.45 ppm’de triplet 4H Ar-CH2-Ar, 3.87 ppm’de triplet CH»2-S, 4.20 ppm’de dublet 4H
Ar-CHz, 8.42 ppm’de triplet 2H O=C-NH-CH> grubuna ait oldugunun goézlenmesi (3)

numarali maddenin oldugunu gostermektedir. (Ek:2)

Br Br

OH HO OH HO
1 4

Sekil 4.4. p-tert-butilkaliks[4]aren di brom (4) tepkimesi

p-tert-bltilkaliks[4]aren bilesigi 1,3-dibrom propan ile KoCO3 varliginda kuru
asetonitril ortaminda reaksiyona sokularak p-tert-bitilkaliks[4]aren di brom propil (4)
turevi sentezlendi. Bilesigin *H-NMR spektrumunda &: 2.52 pmm’ de goriilen pentet 4H
Br-CH2-CH2-CH2-0, 3.99 pmm’de goriilen triplet 4 H CH2Br gruplarina ait oldugu

gozlendi. Bu sonuglar dibrom tiirevinin olustugunu dogrulamaktadir. (EK:3)

Br Br

Sekil 4.5. Tiyol grubu bulunduran p-tert-bitilkaliks[4]aren (5) tepkimesi
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p-tert-butilkaliks[4]aren dibrom tiirevi, asetonitril ortaminda tiyotire ile
tepkimeye sokularak tiyol grubu tasiyan 25,27-bis(3-tiyopropoksi)-26,28-dihidroksi-
5,11,17,23-tetra(ter-bitil)-kaliks-[4]aren (5) bilesigi elde edildi. Bu bilesigin H-NMR
spektrumuna bakildiginda &: 1.57-1.69 ppm’ de (m, 2H, —-SH) ve 3.24 pmm’de (t, 4H,
—CH2>-S), 4.01 (t, 4H, J =4.8 Hz, -CH>—0O) piklerinin varlig1 ditiyol tiirevinin oldugunu
gostermektedir. (Ek:4)

K % ﬁ H,N—NH,

Y

Sekil 4.6. p-tert-butilkaliks[4]aren hidrazin tiirevi (6) tepkimesi

p-ter-bitilkaliks[4]arenin dihidrazid tlrevi literatiire gore (Alekseeva vd. 2000)
sentezlenerek yapist spektroskopik yontemlerle aydinlatildi. Bunun icin p-ter-
bitilkaliks[4]arenin diester tirevi (2) CH2Cl2/CH3OH ortaminda N2Hs.H2O ile
tepkimeye sokularak bilesik 6 sentezlendi (Sekil 4.6). Bilesigin yapisi F-TIR
spektrumunda 1765 cm™ deki ester karboniline ait pikin kaybolup, amit karboniline ait
gerilme bandinin 1689 cm™ de goriilmesiyle ve *H-NMR spektrumunda 3.85 ppm’de
metoksi grubuna bagl (CH3z-O) metil protonlarinin sinyalinin kaybolarak 7.80 ppm’de
NH-NH:2 gruplarindaki NH protonlarina ait pikin goériilmesiyle anlasildu.
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Sekil 4.7. p-tert-batilkaliks[4]aren hidrazin trevinin lipoik asit tepkimesi (7)

p-tert-bltilkaliks[4]aren di hidrazin tirevi (6) literatiire gore (Yu, 2007), DMF
ortaminda DCC ve HOBT varliginda lipoik asit ile tepkimeye sokularak numarali
kaliks[4]arenin alkil-1,2-ditiyolan (7) sentezlendi. Bilesigin yapist F-TIR spektrumunda
1765 cm™* deki ester karboniline ait pikin kaybolup, amit karboniline ait gerilme
bandimin 1689 cm™ de goriilmesiyle ve 486 cm (S-S) bandinin varligiyla aydinlatildi.
Ayrica 'H NMR 1.75-1.66 ppm (yayvan, 8H, S-CHz- CHy), 4.39-4.15 ppm (yayvan,
4H, O=C- CH2-CHy), 4.77 ppm (s, 4H, O- CHy), 7.14 ppm (s, 4H, Ar- CHy), 7.45 ppm
(s, 2H, OH), 8.06 ppm (s, 2H, NH-NH), 8.2 ppm (s, 2H, NH-C=0) protonlarina ait

piklerin varligi ile anlasildi.
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pH w10
FeCl, + FeCl, + NH,OH

_———————

N, atmosferinde

80 °C

Sekil 4.8. Fe;04 nanopartikil sentezi

FeCl, ve FeCls su icerisinde literatiire gore (Zeng,2005) etkilestirilerek Fe3O4
nanopartikiillerine déniistiiriildii. Bunlarm IR spektrumunda 568 cmgoriilen Fe-O

bandina ait titresim yapinin olustugunu gostermektedir.

4.1.S0l-Jel Teknigine gore Lipaz immobilizasyonu

Sol-jel tutuklama metoduna gore lipaz immobilizasyonu Bolim 1.2.4° de
Immobilizasyon ydntemlerinde ayrmtili olarak anlatildi. Bu ¢aligmada kullanilan
Candida Rugosa lipaz, sol-jel tutuklama metoduna goére 3, 5 ve 7 nolu bilesikler
manyetik nanopartikiilleri immobilize edilerek protein ve akivite tayinleri yapild: (Sekil
4.9).

______

I', I,I S\S‘ \\

’ \
‘@ )
Il E \IH3+ 1
v O ,

\ H_H \,:

______

3=kaliks[4]arenin disiilfan tiirevi
S=tiyol grubu tapyyan kaliks[4]aren
7=kaliks[4]arenin alkil-1,2-ditiyolan

=

Sekil 4.9. Sol-jel metodu ile lipaz immobilizasyonu gdsterimi
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Immobilize lipaz aktivitesi

Lipaz aktivite (U/g-destek maddesi) = Immobilize lipaz miktari

Immobilize lipaz aktivitesi
Spesifik aktivite (U/mg protein) = Toplam protein miktari

Sol-gel tutuklanmis lipazlarin aktivite calismalar:
Bu calismada bilesik 3, 5 ve 7 ayr1 ayr1 FesO4 nanopartikiil varliginda lipaz

immobilizasyonunda katki maddesi olarak kullanildilar.

Cizelge 4.1. Optimum reaksiyon sartlarinda serbest ve immobilize lipazlarin aktivitesi

Spesifik

Tutuklanan Tutuklanan Linaz Aktivitesi Aktivite

Protein Protein (UF/) ) (U/ mg-

(mg/g) YUzdesi (%) g protein)

Lipazdut 28.5 58 95 3.3
3 4.58 35 18.0 2.93
5 13,45 64 62.24 4.62
7 15.33 73 47.3 3.08

aDestek maddeleri kullanmadan tutuklanmis serbest lipaz

Cizelge 4.1’de goriildiigii gibi immobilize bilesiklerin spesifik aktiviteleri
kaliksarenin turevleri kullanilmadigi zaman yani serbest enzim ile tutuklanmis lipazin
3.3 gozlenirken, halkali disiilfit bagi igeren kaliks[4]aren bilesiginin (3) igin 2.93,
serbest tiyol gruplart tasiyan bilesik (5) igin 4.62 iken lipoik asit bagli olan
kaliks[4]aren turevinin (7) igin 3.08 oldugu gozlendi. Bu sonuglara bakildiginda 5 ve 7
nolu bilesiklerin aktiviteleri yiiksek goriilmektedir. (5) nolu bilesik serbest -SH grubu,
(7) nolu bilesik ditiyolan grubu tasidigindan lipaz enziminin -COOH, -SH, imidazol ve
lisin gruplart ile komplekleserek enzimin konformasyonunun korunmasini ve
aktivitenin artitilmasini saglamaktadir. Oncelikle Candida Rugosa enziminin aktif

merkezini histidin-serin-glutamin igliisiinden olusan ve 31 amino asitten olusan bir



72

kapaga sahiptir ( Benjamin ve Pandey, 1998; Paiva ve ark..2000; Bakkal, 2006).
Kapagin aktif bolgeye kalan kismi hidrofobik oOzellikte, diger yiizeyi ise hidrofilik
Ozelliktedir (Tejo ve ark., 2004). Kapak agik iken enzim aktiftir.Bu kaliksaren tiirevleri
yukarida verilen kuvvetli hidrojen bag1 yapan fonksiyonel gruplara sahip oldugundan
enzimin kapaginin agik kalmasimi saglayarak enzimin aktivitesinin artmasini
saglamaktadirlar. Candida Rugosa Lipaz enzimi suda ¢6ziindiigii zaman kapagi kapali
ve hidrofilik kisim suya dogu doniiktiir. Kullanilan kaliksaren tiirevleri kapaktaki amino
asitlerle kompleksleserek kapagin kapanmasini Onlemektedirler. (3) nolu bilesikte
halkali yapidaki S-S baglar1 lipaz enziminin bu merkezleri ile yeterince

etkilesmediginden bunlar gibi kararli konformasyona katkis1 yeterli degildir.

Optimum pH

Enzim aktivitesinde pH’nin biiylik 6nemi vardir. Bu calismada serbest ve
immobilize lipazlar igin optimum pH belirlendi. 0.05 M fosfat tampon ¢ozeltisi
icerisinde serbest ve immobilize edilen lipazlar p-nitrofenilpalmitat ile etkilestirilerek
hidrolitik aktivitelerine pH’nin etkisini incelemek amaci ile ¢esitli pH’larda (pH=4-9)
gerceklestirilen tepkimelere ait relatif aktivite degerlerinin pH ile degisim grafigi ¢izildi.

Serbest lipazin optimum pH’s1 7.0 olarak bulundu (Sekil 4.10).

0
Il lipaz

H3C(HZC)14C_O@NOZ p—» CHs(CH,)1,COOH  + OzN—©—0H
H,0

-NP
p-NPP P

405 nm

Sekil 4.10. p-Nitrofenilpalmitatin hidrolizi

Grafik incelendiginde katki maddesi olarak 3, 5 ve 7 nolu bilesikler ilave
edildiginde optimum pH’nin 5.0°e kaydig1 gorulmektedir (Sekil 4.11). Optimum pH’in
asidik bolgeye kaymasi, enzimin katki maddesi olarak etkilestikten sonra polikatyonik
yapiya doniismesinden kaynaklanmaktadir (Faber, 1993)
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Sekil 4.11. 3, 5 ve 7 nolu bilesikler i¢in lipaz aktivitesi lizerine pH’nin etkisi
Optimum sicakhk

Serbest ve immobilize edilen lipazlarin aktivitesi lizerine sicakligin etkisini
incelemek amaci ile farkli sicaklik degerlerinde (30-60°C), 50 mM fosfat tamponunda
(pH 7,0) 20 dk araliklarla serbest ve immobilize enzimin aktiviteleri dlgtlerek optimum
sicaklik degerleri belirlendi. Aktivite dlgtimleri pH 7°de gergeklestirildi. Serbest lipazin
optimum sicakligi 35°C olarak bulundu.

Grafik incelendiginde 3 nolu bilesik i¢in optimum sicaklik 60°C, 5 nolu bilesik
icin 60°C ve 7 nolu bilesik igin optimum sicaklik 55°C olarak bulundu (Sekil 4.12).

Bu sonuglar tiyol grubu bulunduran kaliks[4]arenlerin enzimin bir ¢ok

noktasinda etkileserek termal kararliligini saglamaktadir.
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Sekil 4.12. 3, 5 ve 7 nolu bilesikler i¢in lipaz aktivitesi lizerine sicakligin etkisi

Tekrar Kullanilabilirlik (Reuse)

Serbest ve immobilize edilen lipazlarin aktivitesi iizerine tekrar kullanimin
etkisini incelemek amaci ile 0.05 M fosfat tampon ¢ozeltisi icerisinde oda sicakliginda
ve pH 7 de p-nitrofenilpalmitat ile 5 defa etkilestirildi. Hidrolitik aktivitelerini
incelemek amact ile gerceklestirilen tepkimelere ait relatif aktivite degerleri grafigi
cizildi.

Bu degerlere baktigimizda 5 kez kullanimdan sonra 3 nolu bilesigin kullanildig
durumda doniistim %19, 5 nolu bilesik i¢in %19 ve 7 nolu bilesik i¢in %22’ dir (Sekil
4.13).



75

50

40
30
20
10
1 2 3 4

Tekrar Kullanilabilirlik

Donlslim (%X)

M 3 Nolu Madde  m 5 Nolu Madde 7 Nolu Madde

Sekil 4.13. 3, 5 ve 7 nolu bilesikler i¢in lipaz aktivitesi tizerine tekrar kullanimin etkisi

4.2 immobilize Lipazlarin Enantiyosecimli Tepkimelerde Kullanilmasi

Sol-jel tutuklama metoduna gére immobilize edilen lipazlarin enantiyosecimlilik
oranini belirlemek igin rasemik Flurbiprofen metil esterinin enantiyosecimli hidrolizi
yapildi.

Rasemik flurbiprofen metil esteri hidroliz tepkimesi HPLC ile izlendi. Elde
edilen tiriinlerin enantiyomerik kompozisyon analizi ve enantiyomerik fazlaliklar1 (%ee)
yiiksek basingli sivi kromatografisinde (HPLC) kiral kolon ile belirlendi. Sonuclar
HPLC’de, hekzan/2-propanol/trifloroasetik asit (100/0.1/0.1) mobil fazi kullanilarak
254 nm’de 1 mL/dk akis hizinda incelendi (Sekil 4.14).



CH
CH CO300H3
CO3OCH3 J‘ﬁj\r\ ‘/LLL) (R)-flurbiprofen

(R,S)-flurbiprofen Organik faz

Su Fazl Sf @ @ @
CHSOH

F
LLLL' (S)-flurbiprofen

Sekil 4.14.(R/S)-Flurbiprofen metil ester
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HPLC’de elde edilen sonuglara gore yapilan hesaplamalar literatiirdeki (Chen ve

ark., 1982) bagit1 kullanilarak yapilmistir. Enantiyomerik fazlalik (ee), doniisiim orani

(X), enantiyosecimlilik (E) gibi degerler asagidaki bagmtilar kullanilarak

bulunmaktadir.
In[ (1- X) (1-eey) ]
E=
In[ (1- X) (1+ee,) ]
ee; Cr-Cs Cs-Cr
X = ee. = — e, = ——
ee, + ee, ®  Cr+Cs P Cs+Cr

ees :Kalan substratin enantiyomerik fazlaligi
eep :Olusan iirlinlin enantiyomerik fazlalig
Cr :R enantiyomerinin konsantrasyonu

Cs:S enantiyomerinin konsantrasyonu
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Cizelge 4.2. Serbest ve immobilizelipaz kullanarakrasemik Flurbiprofen metil esterin enantiyosecimli

hidrolizi
X (%) ees (%) eep (%0) E
Lipazid 36 56 >98 174
3 13.2 15 >98 114
(pH=5)
3 16.2 19 >98 119
(pH=7)
5P 37 57 >98 178
(pH=5)
5P 39 64 >98 176
(pH=7)
7° 36 56 >98 174
(pH=5)
7° 34 51 >98 164
(pH=7)
7
(pH=5)
7
(72 saat) 45 80 >08 244
(pH=7)
7
(144 saat) 41 68 >98 202
(pH=5)
7
(pH=7)

@ Destek maddeleri kullanmadan tutuklanmis serbest lipaz

b 48 saat etkilestirilen immobilize lipaz

Farkh pH ve sicakliklarda doniisiimler

(R,S)-Flurbiprofen metil esterin enantiyosecimli hidrolizi pH=7 de ve optimum
pH’ larda farkli destek maddeleri varliginda tutuklanmis lipazlar ile inkiibe edilerek
belirlendi.

Sekil 4.14- 4.15° de ve Cizelge 4.2° de goriildiigii gibi 3 ve 5 nolu bilesik ile
yapilan  enantiyose¢imlilik  hidrolizinde pH=7 en yliksek donlisim ve
enantiyose¢imlilige ulagti.

Bu sonuglara baktigmizda serbest enzimin kaliks[4]aren tdrevlerinin

kullanilmadigi  durumda enantiyose¢imlilik oran1 E=174 iken, en yliksek
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enantiyose¢imlilik 7 nolu kaliks[4]aren tiirevinin kullanildigi durumda 72 saatlik
etkilesim periyodunda ve pH 7’ de (E=244) elde edilmistir. Bu siire 144 saate ¢ikarildig1
zaman pH 5 de bu oranin E=202, pH 7’ de E=172 ye diistiigli gbzlendi (Sekil 4.17,
4.18;4.19).

50
40
30

20

Donlistim (%X)

10

pH=5 pH=7
pH

Sekil 4.15. 3 nolu bilesik i¢in (R,S)- Flurbiprofen metil esterin enantiyoseg¢imli hidrolizinde doniisiime
kars1 pH’nin etkisi

50
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20

Dondslim (%X)

10

pH=5 pH=7
pH

Sekil 4.16. 5 nolu bilesik i¢in (R,S)- Flurbiprofen metil esterin enantiyosec¢imli hidrolizinde doniisiime
kars1 pH’nin etkisi
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Sekil 4.17. 7 nolu bilesik i¢in (R,S)- Flurbiprofen metil esterin enantiyoseg¢imli hidrolizinde doniisiime
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Sekil 4.18. 7 nolu bilesik i¢in (R,S)- Flurbiprofen metil esterin enantiyosecimli hidrolizinde doniisiime

kars1 pH’nin etkisi (72 saat)
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Sekil 4.19. 7 nolu bilesik igin (R,S)- Flurbiprofen metil esterin enantiyosecimli hidrolizinde dontisiime
kars1 pH’nin etkisi (144 saat)

Optimum sicaklik degerleri enantiyose¢imli hidroliz ¢aligmalarinda en 1iyi

doniistim ve enantiyosegimlilik, (3) ve (5) nolu bilesikler igin 60°C (Sekil 4.19 ve Sekil
4.20), (7) nolu bilesik i¢in 35°C (Sekil 4.21) olarak bulundu.
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40
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Doniisiim (%X)

10

35
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Sicaklik °C

Sekil 4.20. 3 nolu bilesik i¢in (R,S)- Flurbiprofen metil esterin enantiyose¢imli hidrolizinde doniisiime

kars1 sicakligin etkisi
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Sekil 4.21. 5 nolu bilesik i¢in (R,S)- Flurbiprofen metil esterin enantiyose¢imli hidrolizinde doniisiime
karsi sicakligin etkisi
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Sekil 4.22. 7 nolu bilesik i¢in (R,S)- Flurbiprofen metil esterin enantiyose¢imli hidrolizinde doniigiime
kars1 sicakligin etkisi

Tekrar kullanilabilirlik

Kaliks[4]aren tiyol grubu bulunduran tirevlerinin (3, 5 ve 7) tutuklanmig

lipazlarin tekrar kullanilabirliklerini test etmede 35°C’ de optimum pH’larda denemeler
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yapildi. Tekrar kullanilabilirlik, immobilize lipazlarin ilk kullanimdan sonra 3 kez
0.05M, pH 7.0 fosfat tamponu ile yikanip tekrar aktivitesine bakilarak yapildi.
Immobilize lipazlardan (3) nolu maddenin pH=7 ve optimum pH’ sinda 4
kullanim sonucunda doéniisiimiiniin % 12 oldugu gozlendi. (5) nolu maddenin ise 4
kullanimdan sonra doniisiimii, pH=5 de % 19 e distiigii gézlendi. Son olarak (7) nolu
bilesik i¢in pH=7" de 4 kullanim sonunda % 24 ve pH=5" de 4 kullanim sonunda % 25

olarak sonug¢landig1 gézlenmistir.

50
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3
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Kullanim sayisi

Sekil 4.23. 3 nolu bilesigin pH=7"de tekrar kullanim
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Sekil 4.24. 5 nolu bilesigin pH=5"de tekrar kullanim1

1 2 3 4
Kullanim sayisi

Sekil 4.25. 7 nolu bilesigin pH= 5’de tekrar kullanim
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5. SONUCLAR VE ONERILER

» Bu calismada, tiyol gruplar tasiyan kaliks[4]aren (3), (5), ve (7) tirevleri
hazirlandi.

» Sentezlenen kaliks[4]aren tiirevlerinin yapilart spektroskopi teknikler
kullanilarak aydinlatildi.

» Sentezlenen kaliks[4]aren tiyol turevleri sol-gel tutuklamama teknigine gore
Candida Rugosa Lipaz enzimi ile enkapsule edildiler.

» Kaliksaren tirevlerinin tutuklanmis lipazlarin spesifik aktiviteleri tayin edildi.

» Tutaklanan lipazlar rasemik flurbiprofen metil esterinin enantiyoseccimli
hidroliz tepkimelerinde kullandi.

» HPLC teknigi kullanilarak % doniisiim (X) ve enantiyoseg¢imliligi (E) degerleri
hesaplandi.

» Tutuklanmis kaliksaren tiirevlerinin optimum pH ve sicaklik arastirmalari
yapildi.

» Optimum pH ve sicakliklarda yapilan tutuklanmis lipazlarin tekrar
kullanilabilirlikleri arastirildi.

» Bu c¢alismada kaliks[4]arenin tiyol tlrevlerinden (7) numarali bilesik, pH=7 ve
35 °C’de 72 saat reaksiyon suresinde en yiiksek doniisiim ve enantiyose¢imliligi

gosterdigi anlasildi.
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