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OZET

Doktora Tezi

AROMATIK KETONLARIN BiTKi BIYOKATALIZORLUGUNDE ENANTIYOSECIMLI OLARAK
BIYOINDIRGENMESI iLE (S)-1-FENIL ETANOL URETIMI

Hilal CELIK KAZICI

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Miihendisligi Anabilim Dal1

Danisman: Prof. Dr. Ulkii MEHMETOGLU

Bu ¢alismada asetofenonun biyoindirgenmesiyle, birgok farmokolojik iriiniin 6nclii maddesi olan
enantiyomerik saflikta (S)-1-feniletanol {iretilmistir. (S)-1-feniletanol tiirevleri antialzaymir ila¢ etken
maddesi olarak da kullanim alanina sahiptir. (S)-1-feniletanoliin {iretimi, asetofenonun alkoldehidrojenaz
(ADH) enzimi biyokatalizli asimetrik indirgenme tepkimesiyle gerceklestirilmistir. Calismada, karbonil
grubunu indirgeyebilmesi i¢cin ADH enzim kaynag1 olarak ¢esitli meyve ve sebzeler kullanilmistir. En
yiiksek aktiviteye sahip olan uygun bitkinin se¢imi i¢in, farkli bitkilerin (havug, patates, iziim, turp) ADH
enzim aktiviteleri tayin edilmistir. Biyokatalizor olarak en yiiksek ADH aktivitesine sahip taze havug
secilmistir.

Biyoindirgenme deneyleri, substrat olarak asetofenon iceren 0.1 M sodyum fosfat tampon ortaminda, 80
ml hacmindeki vida kapakli kesikli biyoreaktorlerde, sicaklik ve karigtirma hizi (150 rpm) kontrol edilen
orbital galkalayicilarda gercgeklestirilmistir. Ornekler yiiksek basingli sivi kromatografisinde (HPLC) ile
analizlenmistir.

Enantiyomerik saflikta (S)-1-feniletanol iiretimi iizerine, taze havug biyokatalizorliigiinde substrat
derisimi, sicaklik, tepkime siiresi, tepkime pH’1 ve hiicre derisiminin etkileri arastirilmistir. Ikinci
asamada, biyokatalizor olarak kullanilan taze havu¢ dondurularak kurutulmus ve liyofilize havug elde
edilmistir. ADH enzimi tepkimeyi, taze havu¢ i¢in 2 mM (0.24 g/L) substrat derisimi, 200 g/L
biyokatalizor derisimi, 33 °C tepkime sicakligi, pH=7 ve 150 rpm karistirma hiz1 kosullarinda, % > 99
enantiyomerik agirilik (ee) ve % 92 doniisiim (c) ile katalizlemistir. Liyofilize havug i¢in ise 0.5 mM
(0.06 g/L) substrat derisimi, 30 g/L biyokatalizér derisimi, 33 °C tepkime sicakligi, pH=7 ve 150 rpm
karistirma hizi kosullarinda, % > 99 ee ve % 78 donilisim ile katalizlemistir. Liyofilize havug
biyokatalizorii igin optimum caligma kosullar1 Cevap Yiizey YoOntemi ile belirlenmistir.

Calismada, alginat jeline tutuklanmis taze havug hiicreleri ile kesikli sistemde ¢aligilmistir. En uygun
kosullar 2 mm pellet capi, 33 °C tepkime sicakligi, pH 7 fosfat tamponu ve 48 h tepkime siiresi olarak
belirlenmistir. Tutuklanmis taze havug hiicreleri ile siirekli sistemde, asetofenon derisimi 1 mM, 2 mM ve
4 mM degerleri i¢in biyoindirgenme deneyleri gergeklestirilmistir. 1| mM (0.12 g/L) baslangic girdi
derisiminde, 0.64 mM (S)-1-feniletanol (% 64 doniisiim), 2 mM (0.24 g/L) baslangi¢ girdi derisiminde ise
1.5 mM (S)-1-feniletanol (% 79 doniisiim) elde edilmistir. Daha sonra taze havug, liyofilize havug ve
tutuklanmig taze havug hiicreleri ile kesikli sistemde tepkime kinetigi incelenerek kinetik sabitler
belirlenmistir. Ayrica, asetofenonun aljinat jelindeki etkin difiizyon katsayist belirlenmistir. Dolgulu
kolon biyoreaktoriin modellenmesi ve ¢oziimii gergeklestirilmistir. Modelin ¢dziimii, Matlab paket
programi ile yapilmistir. Kolon boyunca alinan érnekler ile model sonuglari kargilastirilarak uyum oldugu
gozlenmistir.

Nisan 2014, 223 sayfa

Anahtar Kelimeler: Biyoindirgenme, Asimetrik sentez, (S)-1-feniletanol, Alkoldehidrojenaz, Bitki,
Biyokatalizor



ABSTRACT
Ph.D. Thesis

PRODUCTION OF ENANTIOMERICALLY PURE S-1-PHENYL ETHANOL VIA PLANT
BIOCATALYTIC REDUCTION OF AROMATIC KETONES

Hilal CELIK KAZICI

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemical Engineering

Supervisor: Prof. Dr. Ulkii MEHMETOGLU

In this study, enantiomerically pure (S)-1-phenylethanol that the precursor of many pharmacological
product was produced with bioreduction of acetophenone. Derivatives of (S)-1-phenylethanol (seconder
alcohol) is used as the active ingredient of drug of antialzaymer. Production of (S)-1-phenylethanol was
conducted with the asymmetric reduction reaction of acetophenone using the enzyme of
alkoldehidrojenaz (ADH) as biocatalyst. In this study, a variety of fruits and vegetables were used as
source of enzyme (ADH ) for reduction of the carbonyl Group. ADH enzyme activities were determined
of different plants (carrots, potatoes, grapes, radishes) for selection of suitable plant which has the highest
intracellular enzyme activity. At the end of this election carrot has been choosed as a biocatalyst which
has highest ADH activity. Reactions was performed in 80 ml volume screw cap bioreactor containing
acetophenone as substrate.  Experiments were performed in temperature and stirring rate controlled
orbital shaker. Samples were analyzed using high pressure liquid chromatography (HPLC).

The effects of enzyme source, substrate concentration, temperature, reaction time, pH of the reaction and
the amount of biocatalyst on the production of (S)-1-phenylethanol have been investigated. It was found
that ADH enzyme in fresh carrots catalysed the bioselective asymmetric reduction reactions at high
enantioselectively and high conversion (% > 99 ee ve % 92 conversion) under the conditions of 2 mM
(0.24 g/L) substrate concentration, 200 g /L biocatalyst concentration, 33 °C reaction temperature, pH =7
and 150 rpm stirring rate. Lyophilized carrots catalysed the bioselective asymmetric reduction reactions
(% > 99 ee ve % 78 conversion), under the conditions of 0.5 mM (0.06 g/L) substrate concentration, 30
g/L biocatalyst concentration, 33 °C reaction temperature, pH=7 and 150 rpm stirring rate. Optimum
operating conditions was determined for lyophilized biocatalyst by Response Surface Methodology.

The Kinetic constants were determined by examining reaction kinetics with fresh carrot, lyophilized fresh
carrots and immobilized carrot cells. Also, effective diffusion coefficient of acetophenone was
determined in alginate gel using immobilized carrot cells in batch system. Before studying in a
continuous bioreactor, cells were immobilized by alginate. In continuous system, several levels of
substrate concentrations, 1 mM, 2 mM and 4 mM, were studied. At 4 h residence time, 1.5 mM (S)-1-
phenylethanol (conversion 79 %) was obtained for 2 mM (0.24 g/L) initial substrate concentration.

A mathematical model of the bioreactor was developed and solved. The samples taken throughout the
column was analyzed and the results were compared with the model results.

April 2014, 223 pages

KeyWords: Bioreduction,  Asymmetric ~ Synthesis,  Acetophenone,  (S)-1-Phenylethanol,
Alcoholdehydrogenase, Plant, Biocatalyst
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SIMGELER DIiZIiNi

Kiivet 151k yolu uzunlugu, cm
Dontisim

Taze havug derisimi, g/L

Liyofilize havug derisimi, g/L
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1. GIRIS

Biyotransformasyon, enzimler veya biyolojik sistemler tarafindan bolgesel ve stereo
secimli olarak katalizlenen kimyasal doniisiimler olarak tanimlanabilir (Ji Hua vd.

2010).

Giliniimiizde 6nemi giderek artan biyoteknolojik calismalarin ¢ok 6nemli bir alanini
olusturan biyotransformasyon ila¢ etken maddeleri, koku maddeleri, gida katki maddesi,
antibiyotik ve amino asit tiretimi gibi pek ¢ok kullanim alani disinda toksik endiistriyel
atiklarin yikimi, atik sularin temizlenmesi ve geri kazanilmasi gibi ¢evre sorunlarinin

giderilmesi amaciyla da uygulanabilmektedir (Telefoncu 1995).

Biyotransformasyon tepkimeleri sayesinde giiniimiizde optikce saf bilesiklerin iiretimi,
rasemik karigimlarin ayrilmasi, benzer reaktif gruplar arasindaki fonksiyonel grup
secimi, se¢cimli olarak yapiya fonksiyonel grup katilmasi gibi islemler kolaylikla
gerceklestirilebilmektedir. Biyotransformasyonla kolaylikla gergeklestirilen bu islemleri

kimyasal yontemlerle ger¢eklestirmek oldukga giictiir (Giilsoy 2000).

Kimyasal olarak gerceklestirilen reaksiyonlar birka¢ adimda olusur ve bu esnada ¢evre
icin zararli yan tepkimeler meydana gelir. Enzim ve substratlarin ara tepkimeleriyle
aktivasyon enerjisi oldukga disiiriiliir. Bu sayede biyotransformasyon tepkimeleri, 30-
40 °C sicaklikta, nétrale yakin bir pH ve normal basing altinda gergeklesebilir. Bu
nedenle biyokatalitik tepkimeler genellikle 1limli tepkime kosullarinda gergeklesen
giivenli tepkimelerdir (Nakamura vd. 2003).

Biyotransformasyon tepkimeleri tiim hiicre ve saf enzim sistemleri olmak {iizere iki
yontem kullanilarak gergeklestirilebilir. Tiim hiicre kullanildiginda metabolik yol
izlenebildiginden dolay1, kofaktdr rejenerasyonu hiicre i¢inde yapilabilir. Ayrica, enzim
saflastirilma isleminin zaman ve kaynak yoniinden pahali olmasi nedeniyle biyokatalitik

reaksiyonlarin, tiim hiicre kullanilarak gerceklestirilmesi tercih edilir (Faber 2003).

Son yillarda, biyokatalizor olarak bitki hiicreleri kullanilarak gerceklestirilen

biyokatalitik reaksiyonlar, bitkilerin sentezlenen kimyasal maddelere gore yan



etkilerinin daha az olmas1 ve maliyetlerinin diisiik olmasi nedeni ile dikkat ¢cekmektedir

(Giri vd. 2001).

Biyokatalitik reaksiyonlar enzim kaynagi olarak sebzeler veya meyveler kullanilarak,
ketonlarin biyoindirgenmesi, ester hidrolizi, oksidasyon reaksiyonlar1 gibi uygulama
alanlarma sahiptir. Bu uygulamalar arasindan, en fazla ilgi ¢eken, ketonlarin optikce
aktif tirlin eldesi i¢in, sebze ve meyveler kullanilarak biyoindirgenmesidir (Leandro vd.

2005).

Optikge aktif iiriinlere ilginin baglica nedeni enantiyomerlerin farkli biyolojik aktiviteler
sergilemesidir. Ilaglarda enantiyomerlerden biri istenen aktiviteye sahipken, diger
enantiyomer farkli ve ¢ogu zaman zararli farmakolojik 6zelliklere sahiptir (Ong vd.
2006).

Enzimler ve diger biyolojik katalizorler asimetrik yapiya sahip molekiillerdir. Bu
ozellikleri dogada segici ve hedefe Ozgiin biyolojik fonksiyonlarin gerceklesmesini

saglamaktadir (Csuk vd.1990)

Asimetrik yani kiral yapilar, asimetrik sentez ve rasemik karigimlarin ayristirilmasi
yontemleri ile biyokatalitik olarak sentezlenebilirler. Enzimler bu sentez metodlarinda

etkinlikle kullanilabilmektedirler (Collins vd. 1997).

Optik olarak saf bilesikleri elde etmek i¢in diger yollarda 6nemli ilerlemeler olmasina
ragmen diastereomerik kristalizasyon 1ile rasematlarin klasik rezoliisyonu hala
endiistride kullanilan en 6nemli yontemlerden biridir. Ancak, bu yontemde maksimum

teorik verimi % 50°dir (Jacques vd. 1981).

Enantiyomerik olarak saf yapi taglarinin elde edilmesinde kullanilan, prokiral bir
bilesikten baslayarak asimetrik sentez yonteminde ise, teorik olarak, tiim kiral olmayan
baslangi¢ maddelerini enantiyomerik olarak saf iirlinlere doniistiirmek miimkiindiir.

(Demirtas 2009).



Kiral alkollerin asimetrik sentezi, zirai kimyasallar, ilaglar, tatlandiric1 ve renklendirici
iiretiminde genis uygulama alanlart1 bulmustur. Bu alkoller prokiral ketonlarin

enantiyose¢imli olarak indirgenmesi ile elde edilebilirler (Wanda vd. 2004).

Enzim Katalizli tepkimelerde enantiyomerik asirilik (ee) ve enantiyomerik oran (E)
olmak iizere iki onemli kavram vardir. Herhangi bir bilesigin enantiyomerik safligi
enantiyomerik agirilik terimi ile ifade edilir. Enantiyomerik oran degeri (E) ise

enantiyose¢imliligi ifade eder (Ghanem vd. 2004).

Enantiyomerik safliktaki kiral alkoller pek ¢ok farmakolojik iirlinlin ¢ikis maddesidir.
Optik safliktaki 1-feniletanol, degerli kimyasallarin (fine chemicals) tiretiminde kiral

yapitasi olarak kullanilmaktadir (Suan vd. 2004).

Ilag sanayiinde dnemli bir ara iiriin olan ve ketonlarin biyoindirgenmesi ile elde edilen
optik olarak saf kiral alkollerin iiretimi i¢in kullanilan asimetrik sentez, son 10 yilda
onemli bir sentez yontemi haline gelmistir. Biyoindirgenme alkol dehidrojenaz (ADH)

enzimi tarafindan katalizlenir (Wolfgang vd. 2011).

Prokiral bir keton olan asetofenon, 1-feniletanoliin her iki enantiyomerini

olusturabildigi i¢in biyoindirgenme tepkimelerinde 6nemli bir model substrat olarak

kabul edilir (Wanda vd. 2004).

Biyokatalitik iiretim, kimyasal yolla yapilan iiretime gore daha avantajli oldugundan bu
tez kapsaminda, model substrat olarak se¢ilen asetofenonun, asimetrik indirgenmesiyle
optikge saf 1-feniletanol iiretimi, karbonil grubunu indirgeyebilmek i¢in ADH enzim
kaynagi olarak ¢esitli meyve ve sebzeler kullanilarak, biyokatalitik olarak aragtirilmistir.
Izole enzim saflastirmanin maliyetinin yiiksek olmasindan dolayr ve kofaktor
rejenerasyonuna gerek duyulmamasi sebebiyle biyokatalizér olarak izole enzimler
yerine tiim hiicre kullanilmistir. Bitkilerin enzim kaynagi olarak kullanimi 6zellikle
pahali olan kofaktorlerin disaridan eklenmesini gerektirmediginden avantajhidir.
Asetofenonun ADH biyokatalizérliigiinde indirgenmesi igin glukoz ve GDH enziminin

kofaktor rejenerasyonu olarak kullanimi sekil 1.1°de gosterilmistir.



ASETOFENON

Glukonik Asit NADH NADH
I:GD_H/Bitli(li v ;' ADH/Bitki :
Glukoz NAD* NAD*

v
S-1-FENIL ETANOL

Sekil 1.1 Asetofenonun bitki hiicreleri biyokatalizérligiinde indirgenmesi ve kofaktor
rejenerasyonu

Oksidorediiktaz olan ADH enzimi, genellikle stokiyometrik oranda pahali kofaktorlere
ihtiyac duyar. En yaygin olarak kullanilan kofaktérler NADH/NAD+, NADPH/NADP+,
FADH/FAD kofaktorleridir. Cogunun pahali olmasi nedeniyle endiistriyel bir prosesin
maliyeti, kofaktdr rejenerasyon sistemi gerektirir. Indirgenme reaksiyonlarinin
gerceklestirilmesi i¢in hidrojen kaynaklar1 gereklidir. Biyokatalitik indirgenme i¢in
etanol, 2-propanol, glukoz ve formik asit kaynak olarak kullanilabilir. Kofaktor geri
doniisiim problemini ¢6zmek icin ise, katalitik hidrojen transferi gerceklestirilmelidir.
Bitki hiicrelerinin bir¢ok tiiriinde kofaktdr rejenerasyon sistemi mevcuttur ve bitki
hiicreleri asimetrik indirgenme reaksiyonlar1 icin potansiyel biyokatalizorlerdir

(Wolfgang vd. 2011).

Bu doktora tezi kapsaminda, ila¢ sanayi i¢in 6nemli girdi olan bir kiral alkolii tiretmek
amaciyla kesikli karistirmali biyoreaktorde karbonil grubunu indirgeyebilmesi igin
ADH enzim kaynagi olarak c¢esitli meyve ve sebzeler kullanilmistir. En yiiksek
aktiviteye sahip olan uygun bitkinin se¢imi i¢in, farkli bitkilerin (havug, patates, izim,
turp) ADH enzim aktiviteleri tayin edilmistir. Daha sonra, biyokatalizor olarak en
yiiksek ADH aktivitesine sahip olan havug¢ kullanilarak, enantiyomerik saflikta (S)-1-

feniletanol iiretimine substrat derisimi ve sicaklik, tepkime siiresi, tepkime pH’1 ve
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hiicre derisiminin etkileri arastirilmistir. Taze havu¢ dondurularak kurutulmus ve
liyofilize havug elde edilmistir. Liyofilize havug biyokatalizorii i¢in substrat derisimi,
sicaklik, tepkime stiresi, tepkime pH’1 gibi isletme parametrelerini optimize etmek i¢in
Cevap Yiizey Yontemi (RSM) kullanilmigtir. Daha sonra tutuklanmis taze ve
tutuklanmig liyofilize havug biyokatalizorleri ile kesikli sistemde isletme parametreleri
incelenmistir. Ayrica, tepkime kinetigi ve dolgulu kolon (tutuklanmis taze havug
hiicresi igeren) biyoreaktorde isletme parametrelerinin etkisi incelenerek, biyoreaktoriin

matematiksel modellemesi tanimlanmustir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Sterokimya

Biz ii¢ boyutlu bir diinyada yasiyoruz. Gergekten de {i¢ boyutlulugun sozliikteki tanimi
“yasamdaki gibi” (goriindigli gibi) dir. Cevremizde 6zellikle de canli organizmalarda
cereyan eden kimyasal degismeler molekiiller arasi ii¢ boyutlu iliskilerden etkilenirler.
Atomlarin ve molekiillerin uzaysal diizenlemeleri ile ilgili caligmalar streokimya olarak

bilinir (Atkins 1999).

Stereoizomerler, ayni sirayla birbirine baglanmis ayn1 atomlardan olusan, fakat degisik
tic boyutlu yapilar1 olan bilesiklerdir. Enantiyomerlerin saf ¢ozeltileri diizlem polarize
15181 ayn1 derecede farkli yonlerde c¢evirirler. Bu nedenle, stereoizomerler ayn1 zamanda

optik izomerler olarak da adlandirilir. Stereoizomerler;

» Optik izomerler (Enantiyomerler)
» Geometrik izomerler

olarak gruplandirilirlar (Yiiksekdanaci1 2010).
2.2 Ayna Goriintiileri ve Kirallik
Ayna goriintiisii aynada ne gozlediginizdir. Kirallik ise ayna goriintiisii iist lste

cakismayan nesnelere denir. Bir nesne veya molekiil ile onun ayna goriintiisii olan ve

iist tiste cakismayan sterecoizomerlere enantiyomerler denir.



Sekil 2.1 Sol el ve onun ayna goriintiisii olan sag el

Genel olarak w, X,y ve z gibi dort farkli atom ya da grubun bagl oldugu karbon igeren
molekiiller kiral molekiiller olarak adlandirilirlar ve bu karbon merkezi de stereojenik

merkez olarak tanimlanir. Bir molekiilde bir stereojenik merkez varsa bu molekiil

kiraldir.

2.3 Enantiyomerlerin Fiziksel Ozellikleri

Yogunluk, erime noktasi, kaynama noktasi gibi hemen her zaman konu edilen fiziksel
ozellikler, bir kiral billesigin her iki enantiyomeri i¢in de aynidir. Bununla beraber
enantiyomerler, {ic boyutlu uzayda atomlarin diizenlenmesine bagli olarak farkli
ozellikler gosterebilir. Ornegin karvon (carvone) nun enantiyomerlerini ele alalim. (R)-
(-)-Karvon nane yaginin ana bilesigi iken enantiyomeri olan S-(+)- karvon ise kimyon
kokii yagmin ana bilesigidir. Karvonun bu iki enantiyomerinin her birinin kendi
karakteristik kokusu vardir. (R) ve (S)-Karvon arasindaki koku farkliligi onlarin
burundaki alict sinir bodlgelerine karst farkli davranmalarindan kaynaklanir. Ugucu
molekiillerin, bu molekiilleri barindiracak uygun sekle sahip alict sinir bolgelerini iggal
ettiklerine inanilir. Bu alic1 sinirlerin kendileri kiral olup sonugta bir enantiyomer, alict
sinirlerin bir bolgesi i¢in uygun olurken diger enantiyomer diger bir bolge i¢in uygun

olur.



2.3.1 Kiral tanima terimi

Bazi kiral alicilarin veya kimyasal bilesiklerin, bir kiral molekiiliin enantiyomerlerinden
biri ile segici olarak etkilestigi bir islemdir. Ozellikle bazi biyolojik etkilesmelerde kiral
tanima ¢ok yiiksek bir seviyede gdzlenir. Ornegin (-)-nikotin (+)-nikotinden daha gok
zehirlidir, (+)-adrenalin kan damarlarin1 sikistirmada (-)-adrenalinden daha aktiftir. (-)-
Tiroksin troid bezleri tarafindan iretilen ve metabolizmay1r hizlandiracak
heyecanlanmaya ve kilo kaybina neden olan bir hormondur. Onun enantiyomeri olan

(+)-Tiroksinde bu 6zelliklerin higbiri yoktur.

2.4 Enantiyomerlerin Safligim1 Belirleme Yontemleri

2.4.1 Kiral molekiillerde optikce aktiflik

Optikge aktiflik, bir molekiiliin; polarize olmus 15181n polarizasyon diizlemini ¢evirme
yetenegidir. Kiral bir bilesigin her bir enantiyomeri optik¢e aktiflik gdsterir ve bunlarin

optikge aktif oldugu sdylenir.

Goriintir 151k elektromanyetik 1simanin bir seklidir. Tiim elektromanyetik 1simalarda
oldugu gibi bir 151k demeti dalgasindan olusur. Isik demetini polarlayic1 (polarizor)
denen bir alet igerisinden gecirerek, gecen 151k dalgalarinin yalnizca bir diizlem tizerinde

titresmest saglanabilir ki, bu da diizlem-polarize 151k olarak adlandirilir.



Analizlevici

0°
(dondirilebili) *—\ Gozlemci

Tiipiin igerisinde bulunan ¢ozeltideki optikce aktif
madde, polarize 15tk diizleminin donmesine neden olur. L
Derece olgegi
Cikan 1518 polarlanma diizlemi,

giren polarlanmis 1s18mki ile avm
degildir

Polarlayici
Isik kaynag

Sekil 2.2 Polarimetrik metotla ¢gevirme agisi1 tayini

Kiral bir maddenin bir enantiyomerini igeren bir ¢6zelti igerisinden diizlem polarize
olmus bir 151k demeti gecirildiginde bu 15181n polarizasyon diizleminin bir a (alfa) acisi
kadar saga yada sola ¢evrildigi gozlenir. Optikge aktiflikten kastedilen bu ¢evrilmedir.
Cevirme acisi, gozlenen optik cevrilmedir ve analizorden ikinci bir polarlayici
igcerisinden gecen polarize 15181n goriintiilenmesi ile Olctliir. Optikge aktifligi 6lgmek

i¢in kullanilan cihaza polarimetre denir.

Optikge aktiflik erime noktasi, kaynama noktas1 ve yogunluk gibi fiziksel bir 6zelliktir.
Bir maddenin optik¢e aktifligi 6zgiil ¢cevirme olarak ifade edilir ve (a) sembolii ile

verilir. Ozgiil cevirme (a), gdzlenen o cevrilmesinden hesaplanabilir;

100«
cl

(@) (2.1)

Ancak, pratikte karigikliga yol agtigindan dolayr optik safligin belirlenmesinde bu
metodun kullanim1 tercith edilmemektedir. Bu sebeple enantiyomerik saflik,
enantiomerik asirilik (ee) denen kesin bir terimle ifade edilmesi daha uygun

bulunmustur. Enantiyose¢imligin derecesi, enantiyomerik asirilik (e.e.) olarak ifade



edilir. Burada enantiyomerlerin orani yiizde olarak ifade edilir. Enantiyomerik oran
yerine biitiin durumlarda enantiyomerik asirilik terimini kullanmanin nedeni dogrudan
dogruya optikce saflig ifade etmesidir. %100 e.e.’li bir madde enantiyomerik olarak saf
bilesiktir. Bir bilesigin enantiyomerik asirilik ve doniisiim yiizdesi asagidaki denklemler

yardimiyla hesaplanabilir (Ghanem 2004).
Cs>Cr;

Enantiyomerik asirilik ylizdesi;

wee s~ Cr 100 2.2)
C, +Cq

Doniistiim yiizdesi;

% c= MXIOO (2.3)
Co

Kiral bir bilesigin esit miktardaki iki enantiyomerinin bir karisimi herhangi bir optik
cevirme gostermez o=0. Ciinkii her bir anantiyomerin pozitif ve negatif ¢evirmeleri
birbirini yok eder. Bir kiral bilesigin enantiyomerlerinden esit miktarda igeren bir
karisima rasemik karistm denir ve herhangi bir optikge aktiflik gdstermez. Akiral
bilesiklerde optikce aktif degildirler. Clinkii optik¢e aktiflik yalnizca kiral bilesiklerin
sergiledigi fiziksel bir ozelliktir. Bir maddenin optikge aktiflik gosterebilmesi icin
madde kiral olmali ve enantiyomerlerden birinin miktar1 digerinden fazla olmalidir

(Atkins 1999).

2.4.1.1 Mutlak konfigiirasyona ait r-s tammmlama sistemi

Mutlak konfigiirasyonu belirlemek i¢in kullanilan sistem ilk defa 1956 yilinda iki
Ingiliz kimyac1 R.S. Cahn ve Sir Christoper Ingold tarafindan Isvigreli meslektaslar:
Vladimir Prelog’un is birligi ile gelistirilmistir. Bu gelistirilen sistemin en Onemli
ozelligi genel anlamda molekiildeki stereojenik karbona bagli olan atomlarn, atom

numaralarina gore oncelikli siralanmasidir. Ornegin hastanelerde anestezi maddesi
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olarak kullanilan 2-bromo-2kloro-1,1,1-trifloroetanin (halotan) her bir enantiyomerinin

mutlak konfigiirasyonu agagidaki kurallara gore belirlenir:

H H
Ny -
C| Cl

Sekil 2.3 2-bromo-2-kloro-1,1,1-trifloroetan (halotan)

1. Stereojenik karbona bagli atomlar belirlenir ve azalan atom numarasina gore siralanir.
Bu siralama ayni zamanda stereojenik karbona bagli atom ve birden fazla atomdan
olusan gruplarm éncelikli sirastmi belirler. Ornek molekiildeki stereojenik karbona bagli

atom ya da gruplar H, CI, Br ve CF3 olup bunlar azalan atom sirasina gore siralanir.

Br> CI>C>H

En oncelikli En az oncelikli

2. En az oncelikli atom ya da grup sayfa diizleminin arkasinda kalacak sekilde molekiil

yonlendirilir. Ornekte hidrojen en az dncelikli olup molekiil dogru yénelimdedir.

En az oncelikli

YN

H H
F30E2==-é ~al By BFE::‘C"'-CFS
Cl cl

3. Daha sonra, molekiildeki kalan diger ii¢ atom ya da grup molekiile ayn1 yonden, yani

en kiiciik grup arkada kalacak sekilde 6nden bakildiginda nasil goriiniiyorlarsa o sekilde

cizilir.
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(2) (4) (4) (2)
FaC Br Br CF,

Cl Cl
() 3)

( Oncelikli sira: 4 en yiiksek )
(A) (B)

4. En oncelikli olan gruptan azalan dncelik sirasina gore (Br> CI>CF3) gidildiginde, A
da oldugu gibi saat ibresinin yoniinde gidilmis ise molekiiliin mutlak konfigiirasyonu R
(Latince rectus ‘sag ’) olarak; B de oldugu gibi saat ibresinin tersi yoniinde gidildi ise

molekiiliin mutlak konfigiirasyonu S (Latince sinister ‘sol *) olarak tanimlanir.

H H
F4C ==—C —==aBr Br==C —==CF;
NI NG
o] Cl
Saat yonii (R) Saat yoniiniin tersi (S)
A B
(R)-2-Bromo-2-kloro- (R)-2-Bromo-2-kloro-
1,1,1-trifuloroetan 1,1,1-trifuloroetan

Halotanin A ve B olarak gosterilen iki enantiyomerini ele alalim. Bunlardan biri R
digeri S konfigiirasyonundadir. Genel bir kural olarak; mutlak konfiglirasyonu R olan
bir maddenin enantiyomeri S, mutlak konfigiirasyonu S olan bir maddenin enantiyomeri

ise R konfigiirasyonuna sahiptir.

2-biitanoliin mutlak konfigiirasyonuna bakildiginda bu molekiilde stereojenik merkeze
bagli atom ya da gruplar H, OH, CH3 ve CH,CHj3 olup en yiiksek ve en diisiik oncelikli

atom ya da gruplar siras1 OH ve H’dir.

12



H
HaC CH,CH
E\N(L// 205-

OH

Sekil 2.4 2-biitanoliin mutlak konfiglirasyonu

Diger taraftan metil ve etil gruplarmin her ikiside karbon atomlar1 ile stereojenik
merkeze baglanmislardir. Bu durumda gruplarin atomlari, stereojenik merkeze
baglandiklar1 noktadan itibaren tek tek degerlendirilir ve farkliligin ¢iktigi noktada
oncelik tespit edilir. Boylece —CH,CH3[-C(C,H,H)], CH3[-C(H,H,H)]den daha
onceliklidir. Yani etil grubunda stereojenik merkeze bagli karbon atomuna bir karbon ve
iki hidrojen bagli iken; metil grubunda stereojenik merkeze bagh karbon atomuna fi¢

hidrojen baglidir.

Bu durumda 2-biitanoliin enantiyomerlerinin mutlak konfigiirasyonu asagidaki gibidir.

(1) (1)

H(3) 3 H
(4) & (3) "z ,
fo—ciatnan RO G
(2) 2)
CH, CHE,/
(S)-(+)-2-Biitanol (R)-(-)-2-Biitanol

Coklu bag iceren gruplarda Oncelikli grup tespiti yapilirken ¢oklu baglar asagida
gosterildigi sekilde tekli baga indirgenir.

X

\\ B |

C—X yapsi L} —X  gibi iglem gdrir.
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Bu yontem sadece oncelikli sira tespitinde uygulanan bir ydntemdir. Ornegin bir

karbonil grubu, bir alkol grubundan daha 6nceliklidir.

0

o
C 44 |
molekiilii, —C—H 3 gibi islem goriir ve,
CHj DX

OH

h,
—C—CHj3 ‘den daha 6ncelikli oldugu goriiliir.
CHj

Bir kiral molekiiliin mutlak konfigiirasyonunu belirterek ismini verirken, polarize 151k
diizlemini saga m1 yoksa sola m1 dondiirdiigii de (+) ve (-) ile belirlenir. Ornegin (S)-
(+)- 2-biitanol veya (R)-(-)-2-biitanol gibi. Bu isaretle belirtilen optik ¢evirme yalnizca
laboratuvarda Olciilmesi gereken fiziksel bir 6zellik olup bir molekiiliin mutlak

konfigiirasyonunun belirlenmesi ile hicbir ilgisi yoktur (Atkins 1999).
2.4.2 Kiral kromatografi yontemi

Bu yontem, eser miktardaki safsizliklardan etkilenmedigi, hizli ve kolay bir yontem
oldugu i¢in enantiomerik karigimlarin ayrilmasinda tercih edilmektedir. Baglica; gaz
kromatografisi (GC) ve yliksek performans sivi kromatografisi (HPLC) olmak iizere iki
sekilde uygulanmaktadir. Her iki yontemde de enantiomerik saflig1 ytliksek kiral dolgu
maddesi ile doldurulmus kiral kolonlar kullanilir. Enantiomerler, kiral sabit faz ile
etkilesime girerek farkli oranlarda ayrilirlar (Aitken 1995). Kiral durgun faz ile
enantiyomerlerin karistminin olusturdugu diastereomerik kompleksler 6zdes olmayan
kararliliklara sahip olacaklar ve farkli zamanda kolondan ayrilacaklardir (Yiiksekdanaci

2010).
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2.4.3 NMR spektroskopisi

Enantiyomerler NMR spektrumlariyla kiral olmayan bir ortamda ayrilamaz. Ciinkii
rezonanslar1 esit miktarda kimyasal kaymadadir (izokronlar). Aksine diastereomerler
ayrilabilir. Ciinkii belli (kesin) rezonanslart esit olmayan kimyasal kaymadir
(anizokronlar). Bu nedenle NMR kullanilarak enantiyomerik safligin belirlenmesi ancak
diastereomerler karisimina cevrilerek yapilabilir. Bunun i¢in de kiral bir yardimci
gereklidir. Ug¢ tip kiral yardimeci kullanilir. Bunlar; diastereomerlerden kiral
tirevlendirme reaktifi (CDAs), kiral ¢ozme reaktifi (CSAS) ve kiral lantanit kaydirma
reaktifi (CLSRs) ki bu substrat enantiyomerleriyle diastereomerik komplekslerden
olusur. Kiral tiirevlendirme maddeleri giivenilir ve etkilidir. Ama deneysel olarak
zahmetlidir. Kiral lantanit kaydirma reaktifleri de esdeger olarak etkilidir. Ancak
uygulamalar1 deneme-yanilma yontemine ihtiyag duyar. Kiral ¢6zme maddeleri verimli

ve basittir. Ancak yeterince gelismemistir ve simdiye kadar uygulama oranlari sinirlidir.

2.5 Kiral Maddelerin Uretimi

Enantiyomerik olarak saf bilesikler, genel olarak dogal kaynaktan izole edilebildikleri

gibi, prokiral substratlardan veya rasemik karisimlardan da elde edilmektedirler.
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Kiral bilesikler

Kiral Havuz

Kimyasal Metotlar

Kiral
Substratlar

Kiral
Yardimec1

Kiral
Reaktif

Kiral Cevre

Biyoteknolojik Metotlar

Prokiral Rasematlarin
Bilesikler Rezoliisyonu

Kristalizasyon

Kinetik
Rezoliisyon

Sekil 2.5 Enantiyomerikce saf bilesikleri sentezleme yontemleri

2.5.1 Kiral havuz

Kiral havuz yontemi, hedef {iriinii sentezlemek i¢in, kiral baslangic malzemesi olarak

enantiyomerik olarak saf dogal bilesiklerin kullanilmasina dayanir (Clayden 2000).

Giliniimiizde organik kimyacilar tarafindan bilinen ¢ok sayida kiral yap1 tasi

bulunmaktadir. Endiistride yaygin olarak kullanilan yapi taslarmin ¢ogu dogaldir.

Dolayisiyla “kiral havuz” tabiri, ucuz ve kolaylikla bulunabilen dogal iiriinleri ifade

etmede kullanilir. Bu dogal kiral yapr taslar1 amino asitler, sekerler, terpenler ve

bunlarin tiirevleridir (Demirtas 2009).

Kiral havuzu yontemi ekonomik bir tekniktir, ancak dogal kaynaklar ve onlarin

saflastirma maliyeti bakimindan bazi sinirlamalara sahiptir. Arzu edilen kiral 6zelliklere

ulagmak i¢in bir dizi modifikasyon ile yap1 degistirilebilmektir (Collins 1992). Kiral

havuz maddelerine, aminoasitler ve karbonhidratlar 6rnek verilebilir.
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OH OH

HOWVOH

OH OH Mannitol

Carvone

Sekil 2.6 Kiral havuz bilesiklerine 6rnekler

2.5.2 Kimyasal yontemler

2.5.2.1 Kiral substratlar

Bu yontemde, stereose¢imli bir reaksiyonu kontrol edebilen, kiral bir baglangi¢ maddesi
secilir. Kiral havuz maddeleri, bu tip kiral baglangic maddelerinden meydana gelmistir.
Bu yaklasim dogal kaynaklarin bulunabilirligi ve onlarin saflasgtirma maliyeti

bakimindan bazi sinirlamalara sahiptir (Ager 1995).

2.5.2.2 Kiral destek

Dogal kaynaklar1 kullanish ara iirlinlere doniistiirmek bir¢cok adim gerektirebilir. Bazen
bu adimlar1 gergeklestirmek icin pahali reaktifler kullanilir. Bu nedenle akiral
bilesiklere bagli olarak kiral gruplar gelistirilmistir. Bu kiral gruplar, diasterosegicilik
elde etmek tiizere bir dizi reaksiyon sayesinde secicilige neden olurlar. Kiral yardime1
maddenin uzaklastirilmasindan sonra, iriiniin i¢inde tek bir enantiyomer kalir. Kiral
destek yaklagimi, destegin yerlestirilmesi ve uzaklastirilmasi olmak iizere iki ek adimi

da igerir ve proses sonunda geri kazanilabilirse yeniden kullanilabilir (Ager 1995).
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2.5.2.3 Kiral ayirici

Bu yontemde, enantiyomerik olarak saf bilesikler elde etmek i¢in prokiral bir substrat
ile kiral bir ayirict reaksiyona girer. Kiral ayirici, maliyetinden dolayi, stokiyometrik
miktarlarda reaksiyon ortaminda olmalidir. Bu ayiricilar, spesifik fonksiyonel grup

ilavesi ile se¢imli yapilabilir (Noyori 1990).

2.5.2.4 Kiral cevre

Bir reaksiyon ortamina kiral c¢oziiciler ya da katkilar eklenerek kiral cevre

olusturulabilir (Ager 1995).

Kiral ¢evre tepkimenin diastereomerik gecis halinin serbest enerjisini degistirerek iki
diastoremerik yol izinin bir tanesinin ger¢eklesmesini saglar ve yiiksek optik saflikta

iiriin elde edilebilir. Cogu durumda ¢ok verimli bir yontem degildir (Faber 2000).

2.5.3 Biyoteknolojik yontemler

Kimyasal yontemlere alternatif olarak, hiicre kiiltiirleri ve enzimler kullanilarak,
prokiral maddelerden optik saflikta kiral bilesikler olusturmak, daha pratik ve etkili bir
yoldur (Wong 1995).

2.5.3.1 Pro-Kiral bilesiklerden kiral maddeler

Stereokimyada, akiral formdan, kiral forma déniisebilen bir bilesige prokiral denir. Iki
ozdes grubu olan tetrahedral karbon bir prokiraldir ve bu gruplardan birinin yer
degistirmesi ile kiral forma doniisiir. Bu islem asimetrik sentez olarak bilinir (Atkinson
1995). Asimetrik sentezde kiral grup, kiral ¢evre ve kiral baslangic maddesinin se¢imi
oldukca oOnemlidir. Bu gruplar secilirken asagida belirtilen faktorler goz Oniinde

tutulmalidir:

» Yiiksek enantiyosec¢imlilik,

» Kullanilan grup reaksiyon sirasinda yeni bir kiral merkez olusturmali,
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» Reaksiyon bittikten sonra higcbir rasemizasyona neden olmamali ve ortamdan
basit bir sekilde uzaklastirilabilmeli,

» Kullanilan kiral grubun enantiyomerik safliginda hic¢bir degisiklik olmadan
yiiksek verimle geri kazanilabilmeli,

» Kiral grubun elde edilmesi ucuz ve hizli olmalidir.

Kiral substratlar, kiral reaktifler, kiral ¢evre ya da kiral katalizorler kullanilarak optikce
aktif maddeler elde edilebilmektedir. Kiral katalizor yonteminde, organik katalizorler ve
gecis metallerinin olusturdugu katalizorler tercih edilmektedir. Son yillarda gelisen
biyoteknoloji yontemleriyle birlikte biyokatalizorler olan enzimlerle de bu islemler
gerceklestirilmektedir. Kimyasal yOntemlere gore enzimler; spesifitesi, kolayligi ve
ucuzlugu gibi bircok sebep dolayisiyla daha ¢ok tercih edilmektedir (Anderson ve
Allenmark 2002).

2.5.3.2 Rasematlarin rezoliisyonu

Rezoliisyon, rasemik bir bilesigin enantiyomerlerine ayrilma islemidir (Porter 1991). Bu
yontemde, prokiral bilesiklerden rasemik olarak elde edilen kiral bilesikler, genellikle,
diastereoizomerlere doniistirme ve kinetik rezollisyon gibi yontemler kullanilarak

ayristirllmaktadir.

2.5.3.2.1 Kristalizasyon

Rasemik bilesik, optikce aktif bir madde ile reaksiyona sokularak diastereomerlerine
doniistiiriilir. Elde edilen diastereomerler fiziksel Ozelliklerinin farkindan dolay:
birbirinden ayristirilabilirler. Bu farkliliklara kaynama noktasi, bir kristal tiirevinde
¢oOziiniirlik ve kromotografik adsorpsiyon gibi ornekler verilebilir. En iyi bilinen
sekliyle, saf bir enantiyomer ile reaksiyona giren rasemik bir karisim ¢ozeltisi (metanol
veya su), diastereomerlerine doniigiir ve daha sonra kristallendirilerek diastereomerler

uzaklastirilir (Ghanem 2004).
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2.5.3.2.2 Kinetik rezoliisyon

Bu yontemde iki enantiyomerin kiral madde ile verdikleri reaksiyonlarin hizlari farklilik
gosterir. Bu durum, olusan diastereomerlerden birinin diger izomere gore daha hizh

oldugu anlamina gelir.

Kinetik rezoliisyon;
e Kimyasal kinetik rezoliisyon,

e Enzimatik kinetik rezoliisyon olmak iizere iki sekilde yapilir.

Kiral girdi, biyokatalizor olarak enzim veya mikroorganizma, kimyasal katalizor olarak
kiral metal kompleksi, kiral asit ya da baz olabilir ve ortamda katalitik miktarda
bulunmalidir. Kinetik rezoliisyon, pratik uygulamalarda, 6zellikle de endiistriyel boyutta
teorik verimin % 50’yi gegememesi, kalan substratin, tiriinden ayrilmasi gii¢ olabilmesi ve
doniistimiin - % 50 oldugu durumlarda tepkimenin sonlandirilmas: gerekliligi gibi birgok

dezavantaja sahiptir (Faber vd. 1999).

2.6 Kiral ilaclar

Son yillarda yapilan bir tespite gore diinyada pazarlanan regeteli ve kayitli ilaglarin
sayist 2.000 civarindadir. Bunlarin yaklasik ticte biri ya dogal iiriindiir ya da dogal
tirtinlerin kimyasal modifikasyonu seklinde elde edilmislerdir. Dogal {iriinlerden elde
edilen ilaglarin ¢ogu kiral olup ¢ogu zaman rasem karisim seklinde degil de bir tek
enantiyomer olarak elde edilirler. 1300’den fazla ilagta bulunan 500’{in iizerindeki kiral
madde sentetik organik kimya iirtinleridir. Son zamanlara kadar béyle maddeler, birkag
istisna disinda, uygun terapi aktivitesinin enantiyomerlerin yalniz birinde mevcut
olmasina ragmen rasem karigimlar halinde elde edilir, satilir ve uygulanirdi. Bu yontem
giivenlik ve yararliliktan tutun, sentetik metedoloji ve ekonomiye kadar bir takim
faktorlerin etkisi ile kiral sentetik ilaglarin enantiyomerik olarak saf halde daha fazla
elde edilmesi seklinde hizli bir degisiklige ugradi. Cogu biyolojik islemlerin dogasinda
yilksek derecede kiral tanima (segicilik) oldugundan bir kiral ilacin her iki

enantiyomerinin de ayni diizeyde ve hatta ayni tiirden etkiyi sergilemeleri olanaksizdir.
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Boyle bir durumda bir eantiyomer uygun etkiye sahipken, digeri biyolojik bir aktivite

bile sergilemez.

Giiniimiizde var oldugu tahmin edilen 25000 enzimden yaklasik 4000 tanesi Biyokimya
ve Molekiiler Biyoloji Birligi (IUBMB) tarafindan kabul edilmis ve siniflandirilmistir
(Krishna 2000). Cogunlugu oksidorediiktazlar, hidrolazlar ve transferazlar olmak iizere

400 tanesi arastirmalar i¢in ticari olarak elde edilebilmektedir.

1) 1.9
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4|: : ":yb‘ — 92 ,2‘(:::‘}\ "-‘)?
1 ) { | 3 :
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| | | | | |
[ | | [
[ ' ! Lo
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‘ i

Enzim baglanma ver Enzim baglanma yer

Sekil 2.7 Enzim substrat kompleks olusumu

Bu durumda rasem karisim %350 saf bir ilagtir ve %50 gereksiz madde i¢ermektedir.
Yalniz gercekte bu durum daha karmasiktir. Ornegin ibuprofenin agr1 kesici
ozelliginden sorumlu olant S enantiyomeridir. Fakat R enantiyomerinin de bulundugu
rasemik ibuprofenin %50’lik kismi ise viicutta (S)-ibuprofene doéniisiir. Rasemik
karigimlar halinde kullanilan kiral ilaglar i¢in bir 6rnek de 1959-1962 yillarinda
Avrupa’da yatistirict ve mide bulantisin1 6nleyici bir ilag olarak kullanilan talidomittir.
(R)-talidomit yararl1 6zellikler gosterirken (S)-talidomit biyolojik aktivite agisindan ¢ok
farkli ozellikler gostermistir. Soyleki, bunu hamilelik sirasinda alan 2000°den fazla
kadin tarafindan dogurulan ¢ocuklarda ciddi boyutlarda dogum kusurlarindan (S)-

talidomitin sorumlu oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 2.8 Kiral ilaglardan ibuprofen vetalidomit

Kimyasal reaksiyonlarin stereokimyasini kontrol eden faktorleri anlamaya yonelik temel
aragtirmalar, kiral molekiillerin enantiyomerlerinin saf olarak elde edilmesini saglayan
yeni sentetik metodlarin gelismesine yol agmistir.  Bugiin ¢ogu biiylik eczacilik
sirketleri mevcut ilaglarindan hangilerinin tek bir enantiyomer halinde sentezlendiginde
yararli aktivite gosterecegini inceleyerek ve ayrica yeni bir ila¢ elde ederken hangi
enantiyomerin aktivite gosterdigini tespit edip onu elde edecek sekilde yoOntemler
gelistirmislerdir. Birlesik Devletler Gida ve Ilag Teskilati (FDA) boyle bir yaklasimi
destekleyici tiiziikler yayinladi, ancak 6zel durumlar garanti edildiginde yeni ilaglarin
rasem karisimlar halinde onaylanmasina agik kap1 birakti. Mevcut ilaglarin, saf olarak
bir enantiyomerinin hizmete sunulmasi genellikle iistlin etkinlik ve yeni yontemlerinin
gelistirilmesi ile kolay iiretimden kaynaklanmaktadir ve bu tip ilaglar genellikle orijinal

ilaclarikinden ayri olarak patent korumasina tabidirler (Atkins 1999).

2.7 Enantiyomerik Safliktaki Kiral Alkoller

Enantiyomerik safliktaki kiral alkoller, pek ¢ok farmakolojik tiriiniin ¢ikis maddesidir.
Sekonder alkol olan 1-fenil 1-propanol ilag etken maddesi olarak farmasotik sanayinde
genis kullanim alanlarina sahiptir. Son zamanlarda (R)-1-feniletanol ve (S)-1-feniletanol
parfim tretiminde siklikla kullanilmaktadir. (S)-Efedrin HCI ticari adiyla bilinen bir
tirevi  (1-(R), 2-(S)-2-metilamino-1-fenil-1-propanol hidrokloriir) brons agici ilaglar
grubuna girmektedir (www.pharma-solutions.basf.com). Bu ilaglar astim, bronsit ve
akciger ile ilgili hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. (R)-Pseudoefedrin HCI (1-
(S), 2-(S)-2 metilamino-1-fenil-1-propanol hidrokloriir) ise Efedrin’in diasterecomeridir.

Genelikle antihistamin, parasetamol ve ibuprofen iceren karigimlarda bulunur ve

22



“Sudafed” adiyla taninmaktadir (http://en.wikipedia.org/wiki/Pseudoephedrine). 1-fenil
1-propanoliin diger bir tiirevi olan PDMP (D-threo 1-fenil-2-dekanoyilamino-3-
morfolino 1-propanol) kanser tedavisinde kullanilmaktadir. Rasemik 1-fenilpropanol ise
koleretik (karacigerin safra {iretimini arttiran ajan) bir ilag olarak kullanilmaktadir. Bu
kimyasalin (R)-izomeri ise optik¢e aktif 1-kloro-1-fenilpropan sentezinde ve terpenlerin

hazirlanmasinda kullanilmaktadir (Uzura 2001).

2.8 Biyotransformasyon ve Kisa Tarihcesi

Biyotransformasyon, enzimler veya enzim yapilari igeren biyolojik sistemler tarafindan
bolgesel ve stereo secimli olarak katalizlenen kimyasal doniisiimler olarak
tanimlanabilir (Ji-Hua vd. 2010). Biyotransformasyon ile kimyasal doniisiimler, canli
organizma veya enzimlerin katalizor olarak kullanilmasi ile bir substrattan istenen

iiriiniin bir veya birkag¢ basamakta olusumu ile gerceklesir (Kieslich 1984).

Klasik yontemlerle sentezlenmesi zor ya da imkansiz olan bir ¢ok ilag, koku ve tat
hammaddesi biyotransformasyonla ucuz, cabuk ve verimli bir sekilde elde
edilebilmektedir. Uriinlerin stereokimyasal 6zelliklerinin de korunabilmesi, genellikle

rasemik triinler veren kimyasal sentezlere kars: iistiinliiklerinden biridir (Kirimer 2004).

Biyotransformasyon alanindaki ilk ¢alisma, Pasteur tarafindan 1858 yilinda yapilmis
olan bir kinetik rezoliisyon ¢alismasidir. Calismada, penicillium glaucum kiifii ile DL-
amonyum tartarattan, L-amonyum elde edilmistir. Pasteur’un 1864 yilinda yaymlamis
oldugu baska bir calismada, etanoliin dnce Acetobacter aceti olarak tanimladigi sonra
Mycoderma aceti veya Bacterium xylinum olarak tanimladigi organizmalar ile asetik
aside dontisiimii gerceklestirilmistir. Bu calismalar Brown tarafindan 1886 yilinda
gelistirilerek, Bacterium aceti olarak tanimlanan mikroorganizmalar ile propanol

propiyonik aside yiikseltgenmis boylece etanoliin oksidasyonunu gergeklestirilmistir.

Gilinlimiizde hala kullanilan biyotransformasyon ¢aligmalarinin temeli, 1920 ve 1940’11
yillar arasinda atilmistir. Bu donem boyunca ¢ok sayida biyosentetik ve genel metabolik
yollar, bu yollardaki muhtemel ara {riinler ve onlarla ilgili bilesikler,

biyotransformasyon calismalari ile belirlenmistir. Ayrica, yine bu dénemde, aromatik
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bilesiklerin par¢alanmasi aydinlatilmis ve bazi enzim sistemleri ayrilmistir (Faber

2003).

2.9 Biyotransformasyon Proseslerinde Kilit Adimlar

Biyotransformasyon prosesleri gelistirilirken, izlenen adimlar gematik olarak

gosterilmistir;
Biyotransformasyon: Uretim Prosesi:
Hedef reaksiyonun Ekonomik
tanimlanmasi S > stirdiiriilebilirlik

\L N
/Bioproses: \

Biyokatalizor segimi: Biyokatalitik Biyokatalizor iiretimi
Klasik tarama karakterizasyon: (Tiim hiicre, enzim)
Biyogesitlilige gore —>| Substrat aralif Uygulama
tarama Kinetik veri (Tutuklama, kofaktor
Reaksiyon kosullari rejenerasyonu, ¢ok
fazli sistemler)

\l/ kU riin geri kazanimi j

Biyokatalizor dizayni:
Hiicre mithendisligi

Metabolik miihendisligi
Protein miihendisligi

Sekil 2.9 Biyotransformasyon prosesi gelistirme adimlari

Biyotransformasyon proseslerinde ilk tasarim parametresi biyokatalizér se¢imidir.
Secilen biyokatalizor ile biyotransformasyon prosesinin etkinligi, optimum g¢evresel
kosullar saglaniyorsa maksimumdur. Kullanilan biyokatalizoriin ilgili reaksiyonu

yiiksek verimle katalizlemesi gerekmektedir (Leuenberger 1984).

Biyotransformasyonlar, kimyasal reaksiyonlara gére daha kolay gerceklesen reaksiyon

adimlarina sahiptirler. Bu durumda substrat, istenen Tlriine kolayca doniisebilir.
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Biyotransformasyonun gergeklesmesi icin substrat molekiilii ile enzim molekiiliiniin

temast saglanmalidir. Substrat biyotepkime ortaminda ¢oziilebilmelidir.

Substrat ¢oziinmiiyor ise, ortama suyla karisan fakat toksik etkisi olmayan ¢oziicliler
(etanol, aseton, dimetil siilfoksit) eklenebilir (Leuenberger 1984) veya emiilsiyon yapici

bir bilesen kullanilabilir.

Suda ¢oOziinmeyen bir¢ok organik maddenin biyotransformasyonu tek fazda
gerceklesemedigi durumlarda c¢ok fazli sistemler kullanilabilir. Bu sistemler ayni
zamanda inhibisyona neden olan iiriinleri es anli olarak uzaklagtirarak dnleyebilir. Genel
olarak c¢ok fazli biyotransformasyon sistemlerinin  kullanilmasinin  amaci,
biyoteknolojide suda ¢dziinmeyen substrat veya {irlinlerin bulundugu proseslerde

verimliligi arttirmaktir (Lilly 1982).

Biyotransformasyonlar temelde izole enzimler veya biitiin hiicre sistemleri ile olmak
tizere iki ayr1 sekilde gergeklestirilir. Biitlin hiicre sistemleri tabiri genel olarak

mikroorganizmalar ile bitki ve hayvanlara ait hiicre, doku ve organ kiiltiirlerini igerir

(Lilly 1993).

Bazi durumlarda hiicre i¢indeki enzimler yan reaksiyonlar: da katalizleyebilir veya
substrat hiicre membranindan gegemeyebilir. Bu durumda tutuklanmig enzim veya saf
enzim kullanmak daha avantajlidir. Tutuklanmis enzimlerin reaktorde tutulmasi ve
uzaklastirilmasi kolay olmakla beraber kararli isletim kosullarinda caligilarak iiriiniin
uzaklagtirllmas1 ve saflastirilmasi kolaylikla gerceklestirilebilir fakat difiizyon

kisitlamalar1 ve ek maliyet getirmesi gibi dezavantajlara sahiptir.

Enzim saflastirma islemi ise uzun zaman alan, yorucu ve pahali bir yontemdir ve
hiicrenin parcalanmasi, ekstraksiyon, deristirme, fraksiyonlama, ¢oktiirme ve kurutma

gibi basamaklar1 gerektirir.

Biyotransformasyon proseslerinde reaktor secimi yapilirken, gerekli karistirma,

biyokatalizoriin kullanilabilirligi, kiitle aktarim 6zellikleri gibi bazi kriterler vardir. Cok
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fazli sistemlerde bunlara ek olarak diisliniilmesi gereken nokta, reaksiyonun hangi
bolgede gerceklesecegidir. Ozellikle serbest hiicreler ile ¢alisildiginda, iki faz arasinda
yiiksek kiitle aktarim hizi i¢in yeterli ara yiizeyin saglanmasi gerekir. Bu amacla
karigtirmali tank kullanmak uygundur. Ayrica havadan oksijen aktarimi gereken
sistemlerde karistirmali tank reaktorler tercih edilir. Karistirmali tank reaktorlerde
reaksiyon hizlari, karistirma hizina ve organik ve sulu fazlarin oranina baghdir.

Tutuklanmis biyokatalizorler i¢in ise dolgulu kolon reaktorler kullanilabilir (Brink
1988).

Dolgulu kolon biyoreaktorler, i¢i biyokatalizor tanecikleri ile dolu olan borusal
reaktorlerdir. Bu tiir bioreaktdrler, basit isletim kosullar1 ve yiiksek reaksiyon hizi
avantajina sahiptir. Yiiksek kati1 sivi temas alan1 ve akis hizi, durgun kati partikiiller
tizerinden akan sivinin, kiitle aktarimi kisitlamasina neden olan film direncini 6nemli

Olciide azaltirlar (Wanga 2007).

Biyotransformasyon  prosesinin  endiistriyel  Olcekte = uygulanabilmesi igin,
biyotransformasyon hizinin ve veriminin arttirilmasi gerekir. Yiksek verim igin
optimum ortam tasarimi yapilmalidir. Biyotepkime sicakligi se¢iminde, biyokatalizoriin
kararlilig1 ve biyotepkime hizi etkili olmaktadir. Maksimum sicaklik, biyokatalizor,
iriin ve substratlarin kararliligr ile smirlidir. Benzer sekilde iirlin, substrat ve
biyokatalizor kararlilig1 ve aktivitesi i¢in optimum pH degerleri de farkli olabilir (Lilly
1992).

Yiikseltgenme ve indirgenme tepkimelerinde, NAD (Nikotinamid Adenin Diniikleotid)
ve NADP (Nikotinamid Adenin Diniikleotid Fosfat) gibi kofaktorlere ihtiya¢ duyulur.
Bu kofaktorler, reaktorlere serbest yada tutuklanmis sekilde eklenebilirler (Kloosterman

ve Lilly 1985).

2.10 Biyotransformasyon ve Enzimler

Enzimler, canlilarin yasamlarini siirdiirebilmeleri igin gerekli olan biyolojik

katalizorlerdir (Yildiz 2000). Enzimler, oksidorediiktazlar, transferazlar, hidrolazlar,
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liyazlar, izomerazlar ve ligazlar, olmak iizere alti ana smif altinda toplanmistir

(Whitford 2005).

Giiniimiizde var oldugu tahmin edilen 25000 enzimden yaklasik 4000 tanesi Biyokimya
ve Molekiiler Biyoloji Birligi (IUBMB) tarafindan kabul edilmis ve siniflandirilmistir.
Cogunlugu oksidorediiktazlar, hidrolazlar ve transferazlar olmak tiizere 400 tanesi

arastirmalar igin, ticari olarak elde edilebilmektedir (Krishna 2000).

Cizelge 2.1 Enzimlerin uluslararas1 siiflandirilmasi

No Simf Tepkime tipi

1 Oksidorediiktazlar Elektronlarin transferi (hidrit iyonlar1 ve H atomlari ile)

2 Transferazlar Grup-transfer tepkimeleri

3 Hidrolazlar Hidroliz tepkimeleri (islevsel gruplarin suya transferi)

4 Liyazlar Gruplarin ilavesi ve yer degistirmesiyle ¢ift baglarin olugmasi

5 Izomerazlar Izomerik formlar i¢in molekiiller i¢inde gruplarin transferi

6 Ligazlar ATP’nin harcanmasiyla C-C, C-S, C-O ve C-N baglarinin olusmasi

Enzimatik reaksiyonlarin avantajlari;

» Enzimatik bir reaksiyon, enzimsiz ger¢eklesen ayni reaksiyona gore 108-1010
kez daha hizlidir,

» Enzimlerin ¢alisma kosullar1 benzer ya da ayni oldugundan tek bir ortamda
cesitli biyokatalitik reaksiyonlar gerceklestirilebilir. Multienzim sistemleriyle
ardisik reaksiyonlar gerceklestirilebilmesi reaksiyon prosesini kolaylastirir,

» Enzimler genis substrat araligina sahip olduklarindan dolayi, dogal substratlar
olmayan sentetik substratlar iizerinde de etkili olabilirler. Ayrica siklikla sulu
ortamda calismayr gerektirmezler. Bu da organik ¢oziiclilerin kullanilmasini

gerektiren durumlar igin bir avantajdir (Faber 2004).
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Kimyasal katalizorlere benzer sekilde enzim biyokatalizorleri de reaksiyon hizim
arttirirlar. Biyokatalizorlerin katalizledigi reaksiyonlar, diisiik aktivasyon enerjisinden
dolay1, ilimli kosullarda ve yiiksek reaksiyon verimi ile gerceklesirken, kimyasal
katalizorlerin aksine biyokatalizérlerde dikkat c¢eken en Onemli oOzellik yliksek

spesifikliktir.

» Reaksiyon spesifikligi; Enzim tek bir biyotransformasyon reaksiyonunu
gerceklestirir. Fonksiyonel grubun bir tek tipi lizerine secicilik gosteren
enzimlerin bu 6zelligi sayesinde reaksiyon verimli ve yan iiriin olasilig1 diisiik
olarak gerceklesir.

> Bolgesel spesifiklik; Kompleks {i¢ boyutlu yapilari sayesinde enzimler ayni
substrat molekiiliin farkli bolgelerindeki fonksiyonel gruplara segicilik
gosterirler

» Sterospesifiklik; Enzimin aktif merkezi asimetrik ¢evre saglar. Bu da rasemik
substratlarin enantiyomerleri arasinda ayrim yapmaya izin verir. Boylece bir ya
da tercih edilen enantiyomerlerden en az olami katalizlenir. Ayrica, eer enzim
reaksiyonu yeni asimetrik merkezleri iretiyor ise bu genel olarak bir

enantiyomer formundadir ve iirlinler optik¢e aktiftir (Kapucu 2000).

"
.

>

Sekil 2.10 Enzimatik olarak katalize edilmis ve katalize edilmemis reaksiyonlarin
aktivasyon enerjileri Ey < Ec

28



Biyotransformasyon reaksiyonlarinda, mikroorganizmalar, canli bitkiler, bitki doku ve
kiiltiirleri, canli hayvanlar, hayvan doku ve kiiltiirleri, insan metabolizmas1 gibi tiim
hiicre sistemleri ve enzimler biyokatalizor olarak rol almaktadirlar Biyotransformasyon
reaksiyonlarinda genellikle biitiin hiicre sistemlerinin tercih edilmesinin nedenleri ise

sOyle siralanabilir (Rajaguru 2001);

» Potansiyel olarak yararli pek ¢ok enzim dogal ortami1 olan hiicre disinda kararsiz
olabilir.

> Intraselliiler enzimler hiicre disinda dzellikle hiicre gelismesi sirasinda salman
proteazlar gibi enzimlerin hidrolitik saldirisina maruz kalabilirler.

> Intraselliiler enzimler aktivite gdsterebilmeleri icin bir ya da daha ¢ok kofaktdre
ihtiya¢ duyarlar. Bu kofaktorler canli hiicre icerisinde hazir iken hiicre disinda
bunlarin saglanmasi ekonomik bir giigliiktiir.

> Intraselliiler enzimlerin izole edilmesi zaman ve kaynak yoniinden pahal

olabilir.

Organik sentezdeki en 6nemli amaglardan birisi spesifik stereoizomerleri saf halde elde
edebilmektir. Bu, 0Ozellikle sadece bir izomerin biyolojik aktiviteye sahip oldugu
ilaglarin iiretiminde olduk¢a onemlidir. Bu amagla, ilag iireticileri hem toplam verimi
diistiren hem de maliyeti artiran uzun ayirma islemlerini gergeklestirmek durumunda
kalabilirler. Bu bakimdan enzimlerin ve mikroorganizmalarin kullanilmast paha
bigilmezdir; ¢linkii bunlar genellikle sadece saf stereoizomerleri verirler (Karakiiciik
2006).

2.11 Enzimin Substratla Tliskisi

Enzimin substratla birlestigi ve katalitik reaksiyonun meydana geldigi kisma aktif bolge

denir. Aktif bolge ikiye ayrilir:

a. Substrat baglayan kisim: Substratla baglanmay1 yapan bolge.

b. Katalizleyici kisim: Substratin iiriin veya lriinlere donligmesini saglayan kimyasal

reaksiyonu kataliz eder (kofaktdor veya kofaktor igcermeyen enzimlerde polipeptid
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zincirlerindeki bazi amino asitlerin 6zel bir sekilde gruplanmasiyla meydana gelen

bolge).

Substrat

Sekil 2.11 Enzim ve substratin ii¢ nokta etkilesimi (Liu 2013)

Bazi enzimlerin katalitik aktivite gOstermeleri i¢in kofaktdre gereksinmeleri vardir.
Enzimlerin aktif bolgelerinin substratla birlesmesine uygun konformasyonlar1 vardir.
Enzim-substrat birlesmesi i¢in kilit-anahtar modelinin var oldugu Fischer tarafindan
ileri siirilmistiir. Diger bir deyisle, kilit ve anahtar uyumu enzimle substrat arasinda da
bulunmaktadir. Enzimlerin substratla birlesmesini agiklamada, Koshland tarafindan ileri
siirilen uyum olusturma modeli de vardir. Bu modelde enzim, konformasyon
degisikligine ugrayarak, enzimdeki belirli fonksiyonel gruplarin kataliz i¢in en uygun

konuma gelmesi saglanir. Sekil 4.12’de enzim substrat iliskisi verilmistir.

‘um A

::>

Substrat
Enzim aktivasyonu gerceklesir,

~kt:f halge S

Substrat enzimin aktif Enzim/Substrat Enzim ayni kalir
holgesine badglanir kompleksi olusur urun olusur

Sekil 2.12 Enzim substrat iliskisi
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Enzim-substrat birlesmesinde ¢esitli baglarin rolii vardir. Enzimle substrat arasinda ¢ok
defa kovalent baglar meydana gelir. Bu baglar enzimin apo enzim kismi ile substrat
arasinda olur. Enzimin apoenzim kismi1 yani protein kisminda substrat ile bag meydana
getiren gruplar, amino asit zincirinde bulunan serbest —SH, -OH, -NH; gibi gruplardir.
Kofaktdr igermeyen enzimlerde, bu gruplar substratt baglarlar, bagka gruplar ise
substrati pargalarlar (Can 2008).

2.12 Biyotransformasyonda Reaksiyon Tipleri

Asagida siralanan reaksiyon tipleri, biyotransformasyonlarin neredeyse tiim sentetik

reaksiyonlara esdeger reaksiyonlar1 yapabilecegini gostermektedir (Akar 2006).

» Oksidasyon (hidroksilasyon, epoksidasyon, dehidrojenasyon, Baeyer Villiger
oksidasyonu, kismi oksidatif degradasyon),

» Rediiksiyon (aldehitlerin, ketonlarin, karboksilik asitlerin, heteroatomlarin
indirgenmesi, ¢ifte baglarin halojenasyonu),

» Hidrolitik reaksiyonlar (esterlerin, C-N ve epoksitlerin hidrolizi, C=C baglarina
su girisi, N-demetilasyon),

» Katilim ve kondenzasyon, (ester ve amit baglarinin olusumu, asikloin
kondenzasyonu, C=C baglarina amonyak ilavesi, birlesme reaksiyonlar),

> Izomerizasyon

2.13 Biyotransformasyon Calismalarinda Oksidorediiktazlar

Tiim hiicre sistemlerinde kullanilan bir¢ok yiikseltgenme ve indirgenme tepkimelerinin
asil katalizorleridir. Asetaldehitten bisiklik ketonlara kadar genis bir substrat araligina
sahiptir. Yiikseltgenme tepkimeleri dehidrogeazlarin indirgeme tepkimilerine gore daha
dar bir kullanim alanma sahiptir. Cogunlukla kiral alkollein kinetik ayrisma
enantiyomerlerden birinin se¢imli olarak oksitlenmesi ve ortamin diger enantiyomer
bakimindan zengin hale gelmesi ve dinamik kinetik ayrigma tepkimlerinde kullanilir
(Gruber 2006). Dehidrogenaz enzimlerinin biyotransformasyon calismalarinda en genis

kullanim alani indirgeme tepkimeleridir. Bu enzimler EC.1.1.1 grubu altinda toplanan
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dehidrogenazlar ve rediiktazlardir. Bu tepkimeler ile kiral alkollerin, hidroksi asitlerin

ve aminoasitlerin tiretilmesi miimkiindiir (Namakura 2003).

Alkol dehidrojenaz (ADH) enzimini ve onun katalizledigi tepkimeleri 6rnek alirsak, 2
elektron indirgenen nikotinamid alict bir molekiile bir keton aktarilir. Bureaksiyon
cogunlukla oldukca secici gerceklesen bir reaksiyondur. Hidrat iyonu karbonil
grubunun Re- ya da Si- yiiziine aktarilarak (R)- ya da (S)- alkol tirlintinii verir. (Sekil)

Bu kurala uygunluk (Prelog kural1) birgok ADH tepkimesi i¢in gecerlidir (Buchholtz
2005).

Ee- viazi
’_.
it ¥
ADH, NAD(WP)H =
R1 Rz - Rj_/ A Rz
Si-viizi

Sekil 2.13 Prelog kuralina gore R; ve R siibstitiientlerinin biiyiikliiklerine bagl olarak
(R1> Ry) gergeklesen ADH katalizorliigiindeki indirgenme tepkimesi

2.14 Alkol Dehidrogenaz

ADH, NAD(P)H kofaktorii yardimiyla aldehit ve keton gibi karbonil grubu tasiyan

bilesiklerin indirgenmesini ve alkollerin oksidasyonunu katalizleyen bir metalo

enzimdir (Sekil 2.14).

]

x

H OH

et : veya 1/!\ 5
F{1ﬂF€2

R R

s

T~

NADPH-+H NAD(P)

Sekil 2.14 ADH Kkatalizli asimetrik indirgenme reaksiyonu
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Saf alkol dehidrojenazlar kullanildiginda, tepkime ilerledik¢e kofaktor tiikeneceginden,
ortama kofaktor ilave etmek gereklidir. Ancak kofaktorler pahali olduklari i¢in bunlarin
rejenerasyonu gerekmektedir. Saf enzimler yerine bitkileri, alkol dehidrojenaz kaynagi
olarak kullanmak daha ekonomiktir. Bitki hiicresinde bulunan GDH enzimi ve glikoz

molekiili, kofaktor rejenerasyonunu saglayabilir (Yang 2009).

ADH’lar ozellikle kiral farmasoétiklerin ve diger biyolojik olarak aktif bilesiklerin
tiretimi i¢in gerekli olan kiral alkollerin organik sentezinde 6nemli role sahiptirler

(Tschaen 1995, Hussain 2008).

Enzimatik olarak sentezlenen bilesiklere Ornek olarak alkil (R)-veya (S)-3-
hidroksibiitirat, (R)- veya (S)-1-asetoksi-2-propanol, (S)-2-biitanol (Pfaller 2007) veya
(S)-2-pentanol (Peschko 2005) gibi alifatik (S)-alkoller verilebilir.

Sekil 2.15 Alkol dehidrojenaz (ADH) yapis1 ve aktif merkezleri (Liu 2013)

ADH endiistriyel kullanimina 6rnek olarak, Neurospora crassa kaynakli ADH ile
glukom hastalig1 i¢in aktif olarak uygulanan karbonik anhidraz enzim inhibitorii

Trusopt sentezindeki ara {irlin eldesi verilebilir (Aleksey 1997).
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2.15 Enzim Aktivitesinin Ol¢iilmesi

Herhangi bir enzim i¢in ideal bir aktivite belirleme yolu yoktur. Cilinkii bir yontemin
uygunlugu belirli faktérlere baglidir. Bunlarin basinda, enzimin safligi, fizikokimyasal
ozellikleri, katalizledigi reaksiyonun tipi, lokalize oldugu yer, Ol¢iim yOnteminin
maliyeti, eldeki mevcut Slglim cihazlarinin niteligi ve Ol¢iimiin duyarlilig ile ilgili

zorunluluklar gelmektedir.

Enzimler, biyolojik ortamda ¢ok az miktarda bulunduklari i¢in miktarlarmin 6l¢limi
¢ok zordur, ancak aktiviteleri Ol¢iilebilir. Bir enzimin aktivitesini ¢esitli yollardan ifade
etmek olasidir. Ornegin, 1 mg enzim proteini tarafindan birim zamanda meydana
getirilen absorbans degisikligi bir birim olarak ifade edilebilir. Fakat diinya genelinde,
elde edilen sonuglar1 karsilastirabilmek igin daha standart bir birim tanimlamasi
gelistirilmistir. Bu standart birim Uluslararasi {inite (International Unit; IU) veya enzim
tinitesi olarak ifade edilmekte olup, 1 IU 1 mikromol substrati 1 dakika ic¢inde

katalizleyen enzim aktivitesi olarak tanimlanir (Ozmen 2010).

2.16 Enzim Aktivitesi Tayininde Kullanilan Bashica Yontemler

2.16.1 Spektrofotometrik yontem

Pek ¢ok enzim substrati, iirlinii veya koenzimi, goriilen 1s1kta veya ultraviyole 1sikta bir
tepe degeri gostererek, absorbans vermektedir. Bu takdirde ya substratin kaybolmasi
yada {riiniin meydana gelisi gibi koenzimdeki degisiklik spektrofotometreden tayin
edilir. Spektrofotometrik yontem kolayligi, basitligi ve hassas olusu nedeniyle diger
yontemlere gore daha cok tercih edilmektedir. Bu yontemde optik dansite degisimi,
belirli miktardaki enzim tiinitesini verir. Bircok enzimin aktivite tayini bu yontem ile

yapilmaktadir.
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2.16.2 Kromatografik yontem

Diger yontemlerle bir 6lgme yapilamadiginda bu yonteme basvurulur. Enzim substrat
karigimlarindan belli zaman araliklarinda 6rnekler alinir. Kromatografik ydntemde,
substrat ve iirliin kromatografi kagidina veya ince tabaka kromatografisiyle birbirinden
ayirt edilir. Baz1 hallerde radyoaktif substrat kullanildig1 i¢in ayirimdan sonra leke, ya
ince tabaka kromatografisinde oldugu gibi kazinacak, yada kagit kromatografisinde
oldugu gibi kesilerek sayim siselerine koyulacaktir. Radyoaktivite miktar1 sayagta
sayilir ve tayini yapilir. Bazi enzim aktivitelerinde {iriiniin meydana getirdigi lekenin

biiyiimesi ile enzim faaliyeti hakkinda bilgi edinilir.

2.16.3 Kimyasal tayin yontemi

Birgok enzim reaksiyon basladiktan sonra belirli zaman araliklarinda karisimdan 6rnek
alip, substrat ve iriiniin kimyasal yontem ile miktar1 tayin edilir. Fiske ve Subbarow
kalorimetrik yontemi olarak inorganik fosfat tayinini gergeklestirmistir. Fosforilaz,
fosfotaz, niikleotidaz enzimlerinin aktivite tayinleri ayni yolla yapilir. Pirofosfat (Ppi)
bag1, bir normal HCI ve 100 °C’de 10 dakika kaynatilmakla kirilmakta ve inorganik
fosfat meydana gelmektedir. Inorganik fosfatin miktar1 ise, kalorimetrik ydntem ile
tayin edilmektedir. ATP ve ADP'nin karistig1 bazi kinaz ve sentetaz reaksiyonlarinda

enzim aktivitesi bu yontem ile tayin edilir.

2.16.4 Thunberg yontemi

Cok sayida dehidrogenaz enziminin aktivitesi bu yontem kullanilarak Slgiiliir. Metilen
mavisi elektron akseptoriidiir. Bu bilesigin okside durumu renkli, rediikte durumu ise
renksizdir. Enzim aktivite tayin ortamina belirli miktarda metilen mavisi ilave edilir.
Goz ile renk kaybolmasindaki gecen zaman saptanir. Deney havanin oksijeninden
korunmak i¢in 6zel bir tiipte yapilir. Bu 6zel tiipe "Thunberg tiipii" denir ve yontemde

adim bu tiipten almustir (Ozata 2014).
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2.17 Basit Enzim Kinetigi icin Mekanistik Modeller

Tek substrath enzim katalizli reaksiyonlarin matematiksel modeli ilk olarak V.C.R.
Henri (1902) ve Michealis ve Menten (1913) tarafindan gelistirilmistir. Kompleks
olmayan enzim katalizli reaksiyonlarin kinetigi genellikle Michealis-Menten kinetigi

veya doygunluk kinetigi olarak adlandirilir.

Enzim, substrati iirline doniistiirirken once ‘‘Enzim-Substrat kompleksi’’ olusturur,
daha sonra da bu kompleks iiriin ve tekrar enzime doniisiir. Enzim kinetigi mekanizmasi
asagidaki sekilde gosterilir:
Ky K,
[E]+[S] —= [ES]——>[E] + [P] (2.4)
K-1

Burada, enzim-substrat kompleksi [ES]; enzim [E] ve substrat [S]’den k1 hiz sabiti ile
olusur. Bu reaksiyonun hizli ve tersinir oldugu, kimyasal bir degisim olmadan enzim ile
substratin bir arada fiziksel kuvvetler yardimiyla bulunduklar1 kabul edilir. Daha sonra
[ES] kompleksi, k.1 hiz sabitli geri reaksiyonla ve k, hiz sabiti ile iiriin ve enzime ayrilir.
Reaksiyon kararli duruma ulasinca “Kararli Durum Ilkesine” gére [ES] nin olusma hiz1

ayrisma hizina esit olur, yani derisimi zamanla degismez.

Burada rmaks; hiperbol asimptotunun y eksenini kestigi noktadir ve maksimum hiz olarak
belirtilir. Maksimum hizin yarisina (rmas/2) karsilik gelen substrat derisimi Ky
(Michaelis-Menten sabiti) olarak belirtilir. rmas ve Ky, bir enzimin aktivitesini
belirleyen 6zgiin enzim sabitleridir. Enzimin substrata ilgisi ne kadar fazla ise Km

degeri o kadar kiiciiktiir.
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mmaks

Sekil 2.16 Enzim katalizli bir reaksiyon i¢in substrat derisiminin reaksiyon hizina etkisi

Michaelis-Menten grafigi 3 bolgeden olusmaktadir. Birinci bolgede substrat derisimi
diisiik olacagindan ([S] << Kpy) grafik dogrusaldir. Burada reaksiyon hizi birinci
derecedendir. Ikinci bélgede substrat derisimi arttikca reaksiyon derecesi birden sifira
dogru azalir. Ugiincii bélgede [S] >> Ky’dir. r=rmas olur ve reaksiyon degismez bir
hizla sifirnct dereceden devam eder. Enzim katalizli reaksiyonlar i¢in hiz ifadesi

olusturulurken iki temel yaklagim kullanilir;

» hizli denge yaklagimi
» yari-yatigkin durum yaklagimlaridir.

Her iki yaklasim da Esitlik 2.4°de verilen mekanizmanin hiz ifadesini olusturmada ayni
baslangi¢ asamalarina sahiptir. Uriin olusum hiz1 (r);

_diP]

o =k,[ES] ifadesi ile verilir. (2.5)

r

[ES] kompleksinin degisim hiz1 ise ;

ALk Es- K ES) - K, [ES] (2.6)

Enzim tiiketilmediginden, toplam enzim miktari, ortamda serbest ve kompleks halinde
bulunan enzimlerin toplamlarina esittir;
[E]=[EO] —[ES] (2.7)

olarak yazilabilir. Bu noktada analitik ¢6ziim i¢in bir kabul yapmak gereklidir.
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1. Hizli denge kabulii: [ES] kompleksini olusturmak i¢in enzim ve substrat arasinda

hizl1 denge kuruldugu kabul edilerek;

_ky _[E]IS]
M Tk [ES] (28)

yazilabilir. Esitlik 2.5 Esitlik 2.6’da yerine koyulursa;

[Es]=—LellS]_ [EGIST 46 il 2.9)
(ka/k))+[S] Ky +[S]

Burada Ky , [ES] kompleksinin ayrisma sabitidir. Esitlik 2.8, Esitlik 2.7°de yerine

yerlestirilirse;

o APT_ [EMST  nakslS] igagesi putunur. (2.10)
dt Ku +[S] Ky +[S]

Bu durumda maksimum reaksiyon hizi rmas = K2[Eo] ‘dir. Reaksiyon ortamina daha g¢ok

enzim eklenirse ryaks artar.
2. Yari-yatiskin durum kabulii

Enzim-substrat reaksiyonu doygunluk kinetigi gosterse bile bir¢ok durumda hizli denge
kabulii gecerli degildir. Deneysel sistemlerin cogunda baslangi¢ substrat derisiminin
baslangi¢ enzim derisiminden ¢ok biiyiikk oldugu kapali bir sistem olan kesikli reaktor
kullanilir. Bu sistemlerden [Eq] gorece olarak kiiciik oldugundan, d[ES]/dt ~ 0 olarak
almabilir. Esitlik 2.7° ye yari-yatigkin durum kabulii uygulandiginda;

[ES]= @ ifadesi elde edilir. (2.11)

1 TK

Esitlik 2.5 Esitlik 2.10’da yerine yerlestirilir ve bulunan esitlik (Esitlik 2.12)

diizenlenirse Esitlik 2.13 bulunur.
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ki([Eo]-[ESDIST_  [E,I[S]
Ky +k; (K_y +Ky) kg +[S]

=@=k [EO][S] — rmaks[s]
dt 2 (k +k,)/k, +[S] Ky +[S]

[ES]=

(2.12)

(2.13)

Esitlik 2.12°de rmaks=Kz[Eo] Ve Km=(k.1+k2)/k1’dir (Schuler ve Kargi 1992).

Michaelis-Menten denklemine gore; Ky (Michaelis-Menten sabiti), enzimin substratina
kars1 olan ilgisini gostermektedir. Ky degeri kiiciik olan enzim, substrati i¢in yiiksek bir
affinite gosterir; enzim diisiik bir substrat derisiminde doyarak maksimum hiz saglar.
Kwm degeri bliyiik olan enzim, substrati i¢in diigiik bir affinite gdsterir; enzimin yari
doygunluga ulagsmasi i¢in daha fazla substrat derisimi gerekmektedir. Bir enzim i¢in Ky
degeri, enzim ile verilen substratin karsilikli etkilesimini karakterize eden bir sabit

sayidir.

Michaelis-Menten denklemi hiperbolik egrinin denklemi oldugundan ve hiperbolik
egrinin karakteristik noktalarini belirlemek zor oldugundan bir enzime ait rmaks V& Km’yi
deneysel olarak incelemeyi kolaylastirmak i¢in grafigi dogrusal olan baska denklemler

de Onerilmistir.

Michaelis-Menten denklemi dogrusal olmayan bir grafik oldugundan, kinetik
katsayilarin hesaplanmasi ancak dogrusal olmayan regresyon hesaplamalari i¢in farkli
diizeylerde hazirlanan bilgisayar yazilimlar1 kullanilarak gergeklestirilebilmektedir.
Bilgisayar yazilimlarimin kullanilmasinin yanm sira, kinetik katsayilarin hesaplanmasi
amaciyla farkl grafiksel yaklasimlar da kullanilmaktadir. Dogrusal olmayan regresyon
yonteminin haricinde Lineweaver-Burk, Eadie- Hofstee ve Hanes- Woolf grafiksel

yaklasimlar1 en yaygin kullanilan dogrusallastirma yontemleridir.

2.18 Inhibisyon Kinetigi (Substrat Inhibisyonu)

Yiiksek derisimler, baz1 enzimatik reaksiyonlarda inhibisyon etkisi yaratabilirler.

Substrat inhibisyon reaksiyonu ve grafigi asagida gosterilmistir (Sekil 2.17).
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Sekil 2.18 Substrat inhibisyonlu ve inhibisyonsuz enzimatik reaksiyonun
karsilastirilmasi

_[EIs]
M ES]

_[ES]IS]
[ES,]

S2

[Elo =[EI+[ES]+[ES,]

r, =kp[ES] = — max[S]

2
Ky +[S]+[Kssz]

Diisiik substrat konsantrasyonlarinda [S]° << Kgyise reaksiyon hizi;
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_ e [S]
PR [5] (2.18)

Yiiksek substrat konsantrasyonlarin da [S] >> Ky ise reaksiyon hiz;

dr
Substrat konsantrasyonu WSP] =0 noktasinda;

Smax =+ Km Kg, olarak belirlenebilir (Liu 2013). (2.19)

2.19 Tiim Hiicre (Whole Cell) ile Biyodoniisiim

Tiim hiicre otomatik olarak metabolik yol izleyebildiginden dolayr kofaktor
rejenerasyonu i¢in kofaktor dongiisiine ihtiyag duymaz. Mikrobiyal doniistimlerin
verimliligi genellikle diisiik olur. Ciinkii dogal olmayan substratlar ¢ogunlukla yasayan
organizmaya toksik etki yaparlar ve diisiik konsantrasyonlarda tolere edilebilirler

(hacim basina ~% 0.1-0.3).

Son yillarda, biyokatalizor olarak bitki hiicreleri kullanilarak gerceklestirilen
biyokatalitik reaksiyonlar, bitkilerin sentezlenen kimyasal maddelere goére yan

etkilerinin daha az olmasi ve maliyetlerinin diisiik olmasi nedeni ile dikkat cekmektedir
(Giri vd. 2001).

Biyokatalitik tepkimelerin endiistriyel uygulamalarinda ii¢c 6nemli sorun ile karsilasilir.

1. Bir¢ok enzim, isletim kosullarinda yeterli kararliliga sahip degildir. Bunun nedeni
otooksidasyon, kendini parcalama ve/veya ¢oziicii tarafindan, ¢ozilinerek veya mekanik
kuvvetler tarafindan koparilarak denaturasyona ugramasit ile aktivitelerini

kaybetmeleridir.
2. Enzimlerin ekonomik uygulamalar i¢in tekrar kullanimlarini saglamak 6nemlidir.

Enzim molekiilleri genellikle suda ¢6ziinebildiginden, sulu sistemlerden geri kazanimi

ve lirlin ve substrattan ayrilmasinin zorlugu sikca karsilasilan problemlerdir.
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3. Endiistriyel proseslerde verimlilik, isletme siiresi kazanci (birim zamanda, birim
hacimde, birim katalizor basma fretilen {rlin) ile Olgiliir. Genellikle biyokatalitik
sistemlerde yliksek substrat ve {iriin derisimlerinde calisilamaz (Faber 2000). Bu

sorunlar1 ¢ozme yontemlerinden biri biyokatalizorlerin tutuklanmasidir.

2.20 Tutuklama

Endiistride pek ¢ok tiriiniin sentezi, pargalanmasi ya da analitik olarak incelenmesine
olanak taniyan kimyasal proseslerde kullanilan konvansiyonel metotlar gelismeye
devam ederken, sadece verimli ve giivenli olmakla kalmayip, yeniden kullanilabilen,
cevreye zararsiz, enerji tasarrufu saglayan alternatif metotlar da hizla arastirilmaktadir.
Bu hedeflere ulasmakta en umut vaat edici olani ise enzimlerin endiistride kullanimidir.
Mevcut kimyasal katalizorlerle kiyaslandiginda enzimler pek c¢ok oOnemli 6zellik
sergilemektedirler. En goze garpan ozellikleri sahip olduklari yiiksek katalitik aktivite
ve yliksek orandaki Ozgiilliikleridir. Bu 06zgiilliikk sayesinde istenen reaksiyonun
katalizlenmesi ve de istenen tek bir son iiriinlin eldesi miimkiin olmaktadir. Bu da hem
malzeme giderini diisiirmeye hem de daha yiiksek bir reaksiyon verimine ulasabilmeye

imkan saglamaktadir (Krajewska 2003).

Tutuklama enzimlerin serbest enzimlere goére en Onemli avantajlari su sekilde

siralanabilir;

> Tutuklanmis enzimler tekrar tekrar kullanilabilirler.

> Katalitik aktiviteler i¢in ¢ok daha iyi bir reaksiyon ortami saglarlar.

> Uriin kalitesini olumlu yonde etkileyecek alt akim islemlerinin maliyetini

diistiriirler (Haider ve Husain 2007).
> Reaksiyon ortamindan kolaylikla ayrilabilirler.

v

Stirekli sistemde kullanima uygundurlar.

> Tutuklanmis enzimler, serbest enzimlere gore daha stabildirler (Pessela 2003).
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Sekil 2.19 Enzim immobilizasyon yontemleri (Liu 2013)

2.20.1 Hapsetme

Enzimin, substratin ulasabilecegi bir polimer ya da membran icinde fiziksel olarak
alikonmas1 yontemidir. Bu yontem diger tutuklama yontemlerine gore, daha kiiciik
substrat ve Urlin molekiilleri i¢cin uygundur. Biyokatalizorler jel veya membrana
baglanmaz. Genellikle farkli boyutlardaki ve Ozellikteki enzimler ile mikrobiyal
hiicreler ve organelleri igin hemen hemen hig biyolojik aktivite kayb1 olmadan ve enzim

ozelliklerini degistirmeden uygulanabilen bir yontemdir.

Jelde hapsetme yontemi, ¢apraz baglanmis suda c¢oziinmeyen bir polimer zarin
bosluklar1 igerisine enzimin veya hiicrenin hapsedilmesidir. Ik uygulamalari
poliakrilamid jel igerisine tripsin, papain, B-amilaz ve D-fruktoz bifosfat aldolaz

enzimleri ile Bernfeld ve Wan tarafindan 1963 de yapilmistir (Kennedy 1995).

Life hapsetme yonteminde, Dineli tarafindan 1972’de mikro bosluklar igeren lifler
gelistirilmistir. Bu metodun jele hapsetmeye gore birkag avantaji vardir. Cok ince lifler
kullanilarak enzimin tutuklanabilmesi icin yiiksek yiizey alani saglanabilir. Lifler zayif
asit ve alkaliye, yiliksek iyonik giice, baz1 organik ¢dziiclilere ve kullanilan polimere
bagli olarak mikrobiyal etkilere kars1 dayaniklilik gosterirler. Birden fazla enzimin
tutuklandig1 ¢oklu enzim sistemlerinde, se¢ilen enzim igin gerekli diisiik molekiil

agirlikli substratlar i¢in sinirlayici lifler hazirlanabilir (Kennedy 1995).
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Mikrokapsiilleme, enzim ¢ozeltisinin yarigapt 1-100 um olan yar1 gegirgen polimer
membranla ¢evrelenerek hapsedilmesi yontemidir. Bu tutuklama yonteminde enzimler
fiziksel olarak substrat ve iiriinlerin kolaylikla difiizlenebilecegi bir membranla gevrilir.
Boyalar, ilaglar ve diger kimyasallar i¢in kapsiilleme kullanilan bir yontemdir; ancak
enzimler i¢in ilk uygulama 1964’de yapilmistir. Mikrokapsiilleme sirasinda enzim
aktivitesini kaybedebilir. Mikrokapsiilleme i¢in yiiksek enzim derigimi gereklidir.
Membran duvarlar1 enzim igerebilir ve tutuklama sonrasi sizint1 olabilir. En biiyiik
avantaji substrat ve enzimin temasi i¢in nispeten kii¢iik bir hacim i¢inde fazla miktarda
genis ylizey alani yaratilabilmesi ve bircok enzim igin tek bir adimda esanh

tutuklanmasina olanak saglamasidir (Kennedy 1995).

Membran biyoreaktorler, Tutuklanmis ya da serbest biyokatalizoriin reaktoriin bir
boliimiinde membran yardimi1 ile hapsedilmesi saglanir. Membran 06zellikleri
belirlenerek enzim ya da hiicrenin hapsedildigi boliime substratin gegmesi saglanir.
Olusan tirtinler besleme akiskanina geri difiizlenir. Membran biyoreaktorlerin kademe

sayisi artirilarak istenen akis sekli saglanabilir.

2.20.2 Baglama

Tas1yiciya baglama; enzimin ¢dziinmeyen bir destek lizerine baglanmasi, ilk uygulanan
ve en yaygin kullanilan enzim tutuklama yontemidir. Enzimler ¢6ziinmeyen destek
tizerine fiziksel ¢ekim kuvvetleriyle (hidrojen bagi, van der Walls kuvvetleri, hidrofobik
etkilesimler vb.), iyonik baglarla, kovalent baglarla veya metalik baglarla tutuklanir.
Ayn1 yontemler hiicreler i¢in de kullanilmaktadir. Bu yontemde en 6nemli parametre
uygun tastyicinin se¢imidir. Ideal destek; substratin enzime baglanmasini artirr, iiriin
inhibisyonunu azaltir, optimum pH degerini énemli Ol¢iide degistirmez, mikrobiyal
etkileri onler ve kolaylikla rejenere edilerek tekrar kullanilabilmeyi saglar. Reaktorde
kullanilacak tasiyici, ¢Oziicli icinde kararli olmali ve reaksiyon kosullarinda
bozunmamalidir. Dolgulu yatak reaktorlerde siirekli isletim i¢in mekanik olarak
dayanikli ve yiiksek akis hiz1 i¢in siki doldurulabilmeye uygun olmalidir. Tutuklanmig
enzim medikal cihaz olarak kullanilacaksa bagisiklik sisteminden cevap almamali veya

pihtilagsmaya yol agmamalidir. Enzimin tutuklanmasinda organik veya inorganik, dogal
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veya sentetik tasiyicilar kullanilmaktadir. Endiistriyel uygulamalar i¢in inorganik
destekler ihtiyaci yeterince karsilarken, medikal kullanim i¢in uygun metakrilat veya
silikon kauguk destekler tercih edilmektedir. Ticari kullanimlar1 ¢ok fazla olan enzimin
kolaylikla tutuklanabildigi organik desteklerle yapilan ¢alismalarda boyutsal kararliligin
yetersizligi ve katalizorilin rejenerasyonunun kolay olmamasi gibi sorunlarla karsilagilir

(Bakkal 2006).

Adsorpsiyon yontemi ile tutuklamada enzimler, destek materyalleri ile aralarinda
olusan, kati faz ile siv1 faz arasindaki ara yiizeyde; Van der Walls kuvvetleri, kuvvetli
iyonik baglar veya hidrofobik etkilesimlerle tutulurlar. Adsorpsiyon yontemi, tutuklama
icin en basit tekniklerden biri olmakla birlikte enzimlerin ya da hiicrelerin zayif
tutulmasi ve birim tastyict basina sinirli miktarda enzim veya hiicre adsorbe edebilmesi

gibi baz1 dezavantajlara sahiptir (Koshcheyenko ve Sukhodolskaya 1985).

Kovalent baglama yonteminde, aktiflestirilen destek materyal ile enzim arasinda

kovalent kimyasal baglar olusur (Urkiit 2007).

Sekil 2.20 Kat1 materyal {izerine enzim immobilizasyonunda kullanilan farkli teknikler
1. Adsorbsiyon, 2. Kovalent Baglanma, 3. Destek Materyalinde hapsetme (Twyman 2005)

Iyonik baglama, iyonik baglama temelli tutuklama tekniginde, enzim molekiilleri kat:

destegin icerdigi iyon degistirici kalintilar ile iyonik bag olustururlar. Baz1 durumlarda
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iyonik baglama ile birlikte fiziksel adsorpsiyon da gerceklesir. Iyonik baglama ve
fiziksel adsorpsiyon arasindaki temel fark enzim ile tasiyici arasindaki bagin, iyonik
baglamada cok daha kuvvetli olmasidir. Iyonik baglama yéntemi fiziksel adsorpsiyon
gibi basit bir yontemdir. Yiiksek substrat derisimi, ¢ozeltinin yiiksek iyonik gerilimi
veya pH degisimleri gibi bazi1 durumlarda sizint1 goriilebilir. Ancak 1limli kosullarda
kullaniminda 6nemli 6lgiide sizma gozlenmez. Tutuklama sirasinda kiigiik derecede

yapisal degisimler meydana gelir.

Selat olusturma ya da metal baglama, bu yontem ile enzimlerin tutuklanmasi,
zitkonyum ve titanyum tuzlari gibi geg¢is metal bilesikleri ile organik bir tastyicinin
yiizeyinin aktiflenmesi temeline dayanir. Metal baglama yonteminde, gecis
elementlerinin ligant ile birlesme 6zelliginden yararlanilir. Tasiyicida bulunan hidroksil,
amin, tiyol gibi gruplarla ortaklanmamis elektron ¢ifti iceren metallerin kovalent bag
yaparak olusturdugu kompleks bilesikler, ligantlardir. Ornegin seliiloz ve silikadaki
hidroksil gruplari, metal iyonlar: ile baglanabilirler. Benzer sekilde enzimin yapisinda
bulunan serbest karboksil, hidroksil, alkolik hidroksil ve siilthidril gruplar ligant olarak
davranirlar. Boylece metal ile muamele edilmis tasiyici ile enzim arasindaki baglarla

enzim tutuklanmis olur.

Capraz baglama, enzimlerin serbest amin ve karboksil gruplariyla ¢ok fonksiyonlu
maddelerin kovalent baglarla ii¢ boyutlu ¢apraz baglanarak enzim kiimeleri
olusturmasidir. Yontem, enzim molekiilleri kendi aralarinda baglandig1 zaman ¢apraz
baglama, albliminler gibi diger aktif olmayan “dolgu maddeleri” ile baglanirsa birlikte
capraz baglama ismini alir. Enzimlerin ¢apraz baglanmasi kolay olmasma ragmen,
enzimin iizerindeki fonksiyonel gruplarla 6zel bag yapan c¢apraz baglama maddesinin
secimi zordur ve genellikle deneysel olarak belirlenir. Yontemde enzim aktivitesinin iyi
bir degerde kalmasi saglanirken ¢6zlinmeyi 6nleyen optimum kosullar, enzim derisimi,
capraz baglama maddesi, pH, iyonik kuvvet, sicaklik ve tepkime siiresi gibi faktorler
goz Oniinde bulundurulmalidir. Bunlarin yani sira enzim yapist da ¢dziinmeme
Ozellikleri tizerinde etkilidir. L-Lizin bakimindan zengin olan proteinler kolayca
¢coziinmez hale getirilebilir. Capraz baglama yoOnteminin en O©nemli avantaji,

hazirlanmasi i¢in sadece iki veya daha ¢ok fonksiyonlu ve ¢ogu saf olan maddelerin
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kullanilmasidir. Yontemin dezavantaji ise aktiviteyi yliksek tutmak amaciyla biiyiik
enzim kiimelerini elde etmek igin, molekiiller arasindaki ¢apraz baglanma reaksiyonun
kontroliiniin zorlugu ile jel yapisinda elde edilen enzim tiirevlerinin viskoz o6zellik
tasimast nedeniyle gecirgenliginin zayif olmasidir. Bu durum dolgulu kolon
reaktorlerde kullanimda basing yiikselmesine neden olur. Ayni zamanda enzimin aktif
konumlarinda 6nemli degismelere neden olur ve diflizyon sinirlamalari getirir. Capraz
baglama tek basina uygulanan bir yontem olabildigi gibi genellikle diger tutuklama
yontemlerinden birini giiclendirmek amaciyla da kullanilir (Tiryaki 1993, Kennedy

1995, Faber 2000).

2.21 Tutuklamada Kullanilan Destek Materyalleri

Enzim immobilizasyonunda destek maddesi olarak dogal veya sentetik bir¢ok organik
ve inorganik materyal kullanilmaktadir. Enzim immobilizasyonunda kullanilacak
tagtyicida aranan Ozellikler; hidrofilik karakter, suda ¢oziinmeme, gozenekli (pordz)
yapt, mekanik stabilite ve uygun partikiil formu, kimyasal ve termal stabilite,
makroorganizmalara karsi direng, ucuzluk, zehirsizlik, rejenere olabilme gibi
ozelliklerdir. Ayrica, kovalent baglamada kullanilacak tasiyicilar yumusak kosullarda
reaksiyon verebilen fonksiyonel gruplar tagimalidir (Telefoncu 1997). Tutuklamada

kullanilabilecek tasiyicilarin bir listesi ¢izelge 2.2°de goriilmektedir.
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Cizelge 2.2 Enzim tutuklamada kullanilan tasiyicilar (Telefoncu 1997)

Inorganik maddeler

Dogal polimerler

Sentetik polimerler

Kil, cam

Silika jel

Bentonit
Hidroksiapatit
Titan dioksit
Zirkonyum dioksit
Nikel oksit
Pomza tasi

Aktif karbon
Metaller

Metal oksitler

Selluloz
Nisasta
Dextran

Agar ve agaroz
Karraagenan
Kollagen

Kitin ve kitosan
Jelatin
Albiimin

Ipek

Alginat

Polistiren

Poliakrilamid

Naylon

Vinil ve allil polimerler
Oxiranlar

Metakrilat

Iyon degistirici recineler
Maleik anhidrid
polimerleri

Polistiren

Poliakrilamid

2.21.1 Aljinat

Aljinat, Laminaria hyperborean, Ascophyllum nodosum ve Macrocystis pyrifera gibi
kahverengi yosunlardan elde edilir. Ticari aljinatlar cogunlukla Mg? , Sr*, Ba** ve Na*
katyonlarinin tuzlar seklinde bulunmaktadir (George and Abraham, 2006). Sodyum
aljinat, a-L-guluronik asit ve B-D-mannuronik asit iceren lineer dogal bir polisakkarit
olan ve suda ¢oziinebilen aljinik asit tuzudur (Wong 2002). Sodyum aljinatin sulu

ortamda Ca, Zn, Sr* ve Ba* gibi iki iyonlu katyonlarin varliginda jel ve jel kiirecikleri

olusturdugu bilinmektedir (Wong 2002, George ve Abraham, 2006, Gong 2011).
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Sekil 2.21 Alginatin kimyasal formiilii

Aljinatin fiziksel 6zellikleri kompozisyonuna, molekiiler agirligina ve zincir uzunluguna
bagl olarak degismektedir (George ve Abraham 2006). Aljinat gida sanayinde jel
olusturma kapasitesinin yaninda kivam verici, emiilgator ve stabilizatér olarak da
kullanilmaktadir. Ayrica FDA tarafindan GRAS (generally regarded as safe) grubunda
gosterilmistir. Guluronik asit ve mannuronik asit oran1 (G/M) tiirden tiire degiskenlik
gostermekte olup farkli mekanik stabilite saglamaktadir (Vos 2010). G bloklar1 burusuk
sekilde M-bloklar1 ise genis serit gibi bir sekle sahiptir. iki G- blok bdlgesi yan yana
siralandiginda kalsiyum iyonlarinin baglanabilecegi boyutlarda ve yapida kristal sekilde
bir delik meydana gelmektedir (George ve Abraham 2006).

Alginat toksik degildir ve biyokimyasal olarak inerttir. Biyolojik olarak aktif
maddelerin enkapsiilasyonuna uygundur ve ilag salimim sistemleri gibi pek c¢ok
biyomedikal uygulamada kullanilir. Na® gibi monovalent katyonlarin varhiginda
¢oziiniir. Ba?* ve AP gibi divalent katyonlarla ¢oziinmeyen jel kiireciklerini olusturur.
Ba®* ve AI** iyonlariyla giiclii ¢6ziinemeyen matriksler olusturur. Ca®* iyonlariyla jel,
film, kiire, makrokapsiiller olusturur. Kalsiyum iyonlar1 alginatin mannurik asit ve
guluronik asit birimleri i¢in afiniteye sahiptirler. Bu birimlerle reaksiyona girerek
kalsiyum-alginat kompleksi olustururlar. Olusturulan kiireler goézenekli yapidadir,

substratlarin ve tirlinlerin jelden difiizyonuna izin verir (Acar 2009).
2.22 Tutuklu Enzim Kinetigi

Tutuklu enzimler genellikle serbest enzimlere gore daha az aktif olmakla birlikte daha
kararhidirlar. Tutuklama materyali ile enzim arasindaki etkilesimler tutuklu enzimlerin

kinetik davraniglarin1 6nemli 6l¢iide etkileyebilir. Tutuklama materyalinin hidrofilik ve
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hidrofobik yapisi, dielektrik ve yiik 6zellikleri tutuklu enzimin kinetik davranigini
etkilemektedir. Optimum pH tasiyicinin yik ozelliklerine gore degisebilmesi ve
optimum pH aralig1 serbest enzimlere gore daha genis olmasi bu tiir etkilesimlere 6rnek

olarak verilebilir (Chaplin ve Bucke 1990).

Enzim reaksiyonunun hizt i¢in en Onemli etki, substratin yigin ortamdan enzimin
mikrogevresine difiizyonudur. Tutuklama sonucu, optimum sicaklik degeri genellikle
artar. Ornegin jel icerisinde hapsedilmis ya da bir destege iyonik veya kovalent baglama
ile tutuklanmig enzimlerin optimum sicaklik degerleri serbest enzimin optimum
degerinden daha ytiksektir. Bu durumda, 1s1 aktarim kisitlamalar1 enzimi 1s1l bozunmaya
kars1 korumaktadir. Is1 aktarim kisitlamalart nedeniyle tutuklanmis enzimin
mikrocevresinde sicaklik yigin sicakligindan daha diisiiktiir. Tutuklanmis enzimi 1s1l
bozunmaya karsi koruyan 1s1 aktarim etkileri daha diisiik aktivasyon ve deaktivasyon
enerjisine neden olur. Michaels-Menten sabitlerinden Ky degisir, rmax iSe azalabilir
(Tiryaki 1993, Kennedy 1995).

2.22.1 Kiitle aktarim direngleri etkisi

Tutuklanmis enzimler, serbest ¢coziinen enzimlerde olmayan yeni bir probleme neden
olabilir. Bu problemler, biiyiik partikiil biiyiikliigilindeki enzimlerden kaynaklanan kiitle
aktarim direngleridir. Substratin, tutuklanmis enzimin sivisindan reaksiyon merkezine

dogru izledigi yol, teoriksel olarak, birka¢ adima ayrilabilir;
1) Stv1 yiginindan, tutuklanmis enzimin ¢evresindeki sivi tabakasina aktarim
2) S1v1 tabakasindan difiizyon

3) Partikiil yiizeyinden, inert destek malzemesindeki enzimin aktif merkezine difiizyon

Ik iki adim dis kiitle aktarim direnci, {iciincii adim ise partikiil ici kiitle aktarim

direncini temsil eder.
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Sekil 2.22 i¢ ve dis yaymim direngleri sematik diyagrami

2.22.2 Dis kiitle aktarim direnci

Tutuklanmis enzim, partikiil ylizeyine tutuklanmig ve sadece sivi yiginindan
reaksiyonun gerceklestigi partikiil yiizeyine kiitle aktarimi s6z konusu ise dis kiitle
aktarimi gerceklesir. Kiitle transfer hizinin itici giicli, konsantrasyon farki vs. ile

orantilidir,

Ns =ks A(Cgp —Cs) (2.20)

Burada Cgp, ve Cg sirast ile, sivi yigiindaki derisim ve immobilize enzim yiizeyindeki

derisimi, ks kiitle aktarim katsayisi, A ise partikiil ylizey alan1 olarak ifade edilir.

Tutuklama sistemlerinin enzimatik reaksiyonlarinda, substrat tiikketim hiz1 kiitle aktarim

hizina esittir;

Max C
r, =ksa(Cgy —Cg)=—"2"2_ 221
b =ksa(Cop ~Co) = 2 @2:21)
Burada a, hacim basina toplam yilizey alanidir. Esitlik, boyutsuz gruplar cinsinden
tanimlanabilir.
1-X
s % (2.22)
NDa 1+ﬂXS
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C r C i .
burada, xs = —>- , Np, =—™ g =— olarak ifade edilir.
Csp ksaCg, K

Npa, Damkohler sayisi olarak bilinir ve maksimum reaksiyon hizinin, maksimum kiitle

aktarim hizina orani olarak tanimlanir.

Npa<<I ise, maksimum kiitle aktarim hizinin maksimum reaksiyon hizindan biiyiik
oldugunu ve substrat tiiketiminde reaksiyon hizinin simirlayici faktér oldugunu ifade

etmektedir.

r...C
r, = __max S (2.23)
Ky +Cs
Npa >>1 ise, kiitle aktarim hiz1 sinirlayict faktér durumundadar.

Reaksiyon hizinin, kiitle aktarim direncleri ile azalma derecesini 6lgmek i¢in tutuklama

sistemlerinde bir etkinlik faktorii tanimlanmaistir,

rmaxCS ﬁXS
_gorunur reaksiyon huz _ Ky +Cg 1+ fXg (2.25)
direngsiz durum huz rexCsp B '

Ky +Cgp 1+p

Etkinlik faktoriiniin # ve Xg 'nin bir fonksiyonu oldugu goriilmektedir. Kiitle aktarim
kisitlamasinin olmadig1 durumda, Xg=1ise, Cs=Csg, Ve 77 =1 olacaktir. Kiitle aktarim

hizinin reaksiyon hizina gére ¢ok diisiik oldugu durumda, Xg = 0ise, 7 =0 olacaktir
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2.22.3 Partikiil ici kiitle aktarim direnci

Enzimler kopolimerizasyon veya mikroenkapsiilasyon ile tutuklaniyorsa, partikiil ici
kiitle aktarim direngleri, enzimatik reaksiyonun hizin1 etkileyebilir. Kiitle aktarim

direncleri etkinligini belirleyebilmek i¢in ¢esitli kabuller yapilirsa;

1) Reaksiyonun, tutuklanmis enzimin her yerinde gerceklestigi ve reaksiyon kinetiginin
serbest enzim ile ayn1 formda oldugu,

2) Kiitle aktariminin molekiiler difiizyon ile gerceklestigi,

3) Tutuklanmis enzimin dis yiizeyinde kiitle aktarim direncinin olmadig,

4) Tutuklanmis enzimlerin kiiresel oldugu varsayimlari ile gelistirilen model “dagitilmis

model” olarak tanimlanir.

Sekil 2.23 Tutuklanmis enzim igindeki bir substrat i¢cim kiitle denkligi

Giris-Cikis+Uretim=Birikim (2.26)

47z{(r+dr)2Ds[d;: (O'CS dr)] - ddcs +(rzo|r)rs}=47zrzonrdditS (2.27)
r

Burada, Dg, tutuklama matrisindeki substratin dagilma katsayisi olarak ifade edilir.

Yatiskin kosulda substrat derisimindeki degisim, dCs / dt=0 olacaktir. Parantez
acildiktan sonra dr? veya dr® igeren tiim terimlerin kaldirilmast ile ikinci dereceden basit

bir denklem elde edilir.
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d?C. 2dC
D S 27T 14 =0 2.28
S[ dr2 r dl’] S ( )

Esitlik rsicin uygun kabullerle ¢oziilebilir,

Substrat tliketim hizinin sabit oldugu durumda, sifirinci dereceden reaksiyon kinetigi

dikkate alinir,

Cs>0 ——> rs=0-ko (2.29)
Cs<0 ——> rs=0 (2.30)

Bu yaklagima gore, Michaelis-Menten kinetigi igin Kpm<<Csg ise K0= rmaks olacaktir.

d?C dc k
Cs>0 igin; s, 288 1K g (2.31)
dr?2 r dr Ds

Denklemin ¢6ziimii i¢in sinir kosullar1 asagidaki gibi yazilir,

dC .
— 50ise r >R; (2.32)
dr
2
Boylece denklem,; ((jj_? = D—° r halini alir ve r’ye gore integre edilir,
r S
1k
a=—2r®+Cr+C, (2.34)
6Dg
Cs = 1k, r2+c1+ﬁ (2.35)
6D r
1k 1k, R 3
Stnir kosullar1 uygulandigi zaman; C, =Cg, — —2>-R? -—2C_; C, = 1koR
6Dy 3D¢R 3Dg
C k
S -0 [(r2 - RZ)—zRCS(l—E)}l (2.36)
Cg, 6Cg,Dg R r

Esitlik 2.36 sadece Cs>0 i¢in gegerlidir.
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D
(RCZ—RZ)—ZRJ(l—i) cls g (2.37)
R R Ko

Dagitilmis modele gore sifirinct dereceden goriiniir reaksiyon hizi; %ﬂ(R?’ - RC‘Q’)k0
Difiizyon kisitlamas1 olmaksizin reaksiyon hizi; %ﬂR3k0

ﬂ;T(R?’ —Re )k,

ﬂ7zR3|<0
3

R
Bu durumda etkinlik faktorii; 7 = =1- (?C)3 (2.38)

Birinci dereceden reaksiyon kinetigine gore; substrat derisiminin, Ky degerinden diisiik

olmasi durumunda birinci dereceden reaksiyonun gecerli olduguna gore;
rs= - kCs olacaktir (2.39)

Esitlik 2.39 boyutsuz gruplar cinsinden Esitlik 2.28’de yerine yazilir;

d°%s 20

= —9d?xg =0 (2.40)

Burada, xg =C—5, rzi,cp:B k.
Cy,’ R 3\Ds

@, Thiele modiilii olarak ifade edilir. Reaksiyon hizin1 difiizyon hizina bagli olarak

6l¢en bir degiskendir.

Esitlik 2.40 asagidaki sinir kosullart ile C's (') fonksiyonu olarak ¢oziilebilir;

r—0 ise Xg Sumwrhdir

r=1 ise xs =1

Diferansiyel esitligi (Esitlik 2.40), ¢oziilebilir bir forma doniistiirmek i¢in;

o =I'Xg tanimlanir;
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d?a
—2

dr

—90%q =0 (2.41)

Diferansiyel esitligin genel ¢6ziimii;

a =C, cosh30r + C,sinh3dr (2.42)

veya,

Xg =% (C, cosh3®r + C, sinh 3dr) (2.43)

Xs 'nin sifira yaklastigi durum igin Cs sinirlandirilmalidir. Bu durumda C;=0 kabul
edilmelidir. Boylece ikinci smir kosulu; C, =1/sinh 3® olacaktir.

sinh 3@r
X -

_> (2.44)
s rsinh 3®

Esitlik 2.44 ve sekil 2.24 tutuklama sistemlerinde substrat derigiminin radyal yonde
nasil degistigini agiklar.

1.2

1.0

0.8

xg 0.6

0.4

0.2

0.0
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Sekil 2.24 Substrat derisiminin radyal yonde degisimi; (——)1.dereceden ve Michaelis-
Menten kinetik, (- - —) farkli Thiele modiilii degerleri (D)

Sekil 2.24°e gore, substrat partikiil merkezine radyal yonde hizlica difiizlenir. Ote
yandan, yliksek Thiele modiilii degerlerinde (@ >5), reaksiyon hizi difiizyon hizindan
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daha fazladir. Boylece, substrat partikiil yiizeyine yakin bir yerde tiikketilmis olur. Thiele
modili ® =5 oldugu zaman, substrat derisimi, r < 0.6 noktasinda sifira yakin olur.
Tutuklama sistemlerinde, diflizyon kisitlamali hiz ile gergek reaksiyon hizi, kiitle

aktarim hizina esit olacaktir.

Ap D Cqp dxg
v, R ar
n=—" r=1 (2.45)
kCqy,

Burada, Ap ve Vp, sirasi ile immobilize enzim partikiilii yiizey alan1 ve hacmi olarak

tanimlanir. Esitlik 2.45’in r’ye gore diferansiyeli alinir ve yerine yazilir;

_ 3dcoth3d -1

o7 (2.46)

Asagidaki sekilde, tutuklanmis partikiillerin Thiele modiilii (@ ) ve etkinlik faktori (77)

arasindaki iliski gosterilmistir (Sekil 2.25).

1.00 o .
Michaelis-Menten
Eq. with =5
m
0.10+ Birinci derece
0.0 PR L4 sy N L i
0.1 1.0 i 1.00 100.0

Sekil 2.25 Kiiresel partikiiller i¢in, Etkinlik katsayisi-Thiele modiilii etkilesimi

R / k
Thiele modilii 1.dereceden kinetik iginq)=§ D—, Michaelis-Menten kinetik  igin,
S

r
O=— /—
3\ DKy

Py
3
oD
x
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Sekil 2.25 incelendiginde. yiliksek Thiele modiilii degerlerinde (® >3) substrat
difiizyonunun substrat tiiketiminden daha yavas oldugu goriilmektedir. Bu tiir sistemler
difiizyon kontrollii sistemler olup sadece partikiiliin ince bir tabakasinda enzimatik

reaksiyon ger¢eklesmektedir.

Michaelis-Menten Kinetiginine gore; Substrat tiketim hizi  Michaelis-Menten
kinetiginine gore;

ry = maksCs. (2.47)
Ku +Cs

seklinde tanimlanir.

Esitlik 2.40 boyutsuz gruplar cinsinden yazilir,

d2xq 20k g2 %

_—

S 2.48
dr? rdr 1+ g ( )

Burada g, boyutsuz Michaelis-Menten Sabiti p’:K—Sb ise 1. dereceden kinetik igin
M

Thiele modiili;

max (2.49)

Etkinlik katsayis1 katalitik partikiil hakkinda ¢ok fazla bilgi verse de ne yazik ki etkinlik
katsayis1 analitik yOntemlerle saptanamamaktadir. Bu nedenle sayisal ¢dziimleme
yapilmast gerekmektedir. Sayisal ¢ozlimlemeleri kolaylastirmak amaciyla esdeger
boyutsuz formiiller yazilmaktadir. Esgitlik 2.40 lineer olmayan bir diferansiyel esitlik
oldugu i¢in, analitik olarak olmasa da numerik metotlarla ¢oziilebilir. Esitlik, birinci

dereceden iki diferansiyel esitlige boliiniir ve sinir kosullar1 uygulanr;

X
y+90° S

L -0 (2.50)

d

dy 2
r
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o

S 2.51
i (2.51)

Sinir kosullart;

(2.52)

(2.53)

Sinir kosullarini ¢6zebilmek icin asagidaki varsayimlar yapilabilir;

1) R =0 oldugu zaman, Xg, m degeri r=0 da tahmin edilir. Bu durumda substrat kiire
merkezine ulasir.
2) R:>0 oldugu zaman, Xg, degeri r=Rc/R de sifira esit olacaktir. Bu durumda

substrat kiire merkezine ulagmadan Once tiikenir.

Esitlik 2.45 Michaelis-Menten denklemi i¢in diizenlenir ve etkinlik faktori;

(2.54)

olarak elde edilir.

Esitlik Thiele modiilii cinsinden tekrar yazilirsa etkinlik faktoriinii Thiele modiiliine

baglayan Esitlik elde edilir.

nziz(cb1 cothd, —1) (2.55)
q)l
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Thiele modiilii fiziksel olarak tepkime hizi ile difiizyon hizi oranini ifade etmektedir.
Yiiksek Thiele modiilii, eszamanli difiizyon ve tepkime olayinda tepkime hizinin
substrat difiizyon hizina gore daha yiiksek oldugunu ve olaymn difiizyon kontrollii
oldugunu gostermektedir. Diisiik Thiele modiilii, substrat difiizyon hizinin tepkime

hizina gore daha yiiksek oldugunu ve olayin kinetik kontrollii oldugunu gdstermektedir.

2.23 Biyolojik Jellerin Etkin Difiiziviteleri

Partikiil i¢i kiitle aktarim direngleri analizi, substratin agaroz, agar veya jelatin gibi
immobilizasyon matrislerindeki etkin diflizyonunun bilinmesini gerektirir. Jeller, su ve
makromolekiillerden olusan, gézenekli materyallerdir. Jel yapilar1 difiizyon igin yol
uzunlugunu arttirdiklari i¢in, difiizyon hizinin azalmasina neden olurlar.

Birkag tipik etkin difiizivite degeri asagida verilmistir (Cizelge 2.3).

Cizelge 2.3 Sulu ¢ozeltilerdeki jellerin icinde ¢oziinen maddelerin etkin difiiziviteleri

(Dutta 2008)
Coziinen Jel % derisim(%w)  Sicaklik(°C) Difiizivite(m®/s)
madde
Glukoz Ca-Aljinat 2 25 6.10x10™°
Etanol Ca-Aljinat 2 25 1x107
Sukroz Jelatin 0 5 2 85x10™0
Sukroz Jelatin 3,8 5 2 09x10™0
Sukroz Jelatin 5,7 5 1.86x10™
Sukroz Jelatin 7,6 5 1.35x10™
Laktoz Jelatin 25 5 0.37x10"°
L-Triptopan Ca-Aljinat 2 30 6.67x10™"°
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2.24 Hiicrelerin Homojenizasyonu

Cogu zaman degerli {iriin, hiicrenin i¢inde sentezlenir ve hiicrenin disina dogal sartlarda

cikamaz. Bu gibi durumlarda hiicre duvarini, degerli metaboliti disar1 alabilecek sekilde

cesitli yontemler ile pargalamak gerekir.

Bir organel veya molekiilii hiicrelerden ekstrakte etmek icin hiicreyi uygun kosullarda

pargalama islemine homojenizasyon denir (Altinisik 2014).

Homojenizasyon Y ontemleri

Fiziksel
(Dekompresyon,
Ozmotik sok vb.)

Kimyasal (Coziicii,
Antibiyotikler vb.)

Biyolojik
(Enzimler)

Mekanik Olmayan Yontem Mekanik Yontem
| |
. Ku_rl_Jtma Bilyali Degirmen Homojenizator
(Liyofilizasyon)

Sekil 2.26 Homojenizasyon i¢in uygulanan teknikler

Hiicreleri pargalayarak fraksiyonlarma ayirma yontemleri, temelde hiicre smirlarinin
cesitli fiziksel ya da kimyasal tekniklerle yok edilmesini kapsar. Hiicre elemanlariin
islevlerini kaybetmeden parcalanmasini saglayan cesitli teknikler gelistirilmistir. Bir
dokudaki cesitli hiicre tiplerini birbirinden ayirmak miimkiin oldugu gibi, hiicreler de
islevleri bozulmadan organellerine ve/veya makromolekiillerine ayrilabilir. Eger

dikkatli bir uygulama yapilirsa niikleus, mitokondri, kloroplast gibi organeller olduk¢a
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saglam durumda kalabilir (Ludmil 2002).

2.24.1 Mekanik homojenizasyon yontemleri

Bu tip tekniklerin en basit olani, materyali bir havan i¢inde kum ile 6giitmektir. Ezme
sirasinda alumina, kum ya da cam tozu katilacak olursa parcalama etkinligi artar. Doku
veya hiicreler (s1vi Ny) sivi azotta (-196 °C) ya da -20, -70 °C’da dondurularak soguk
havanlarda doviilerek, ezerek parcalama islemi yapilir. Donmus olan dokular toz hale
gelene kadar kolaylikla parcalanabilir, ancak islem dokularda ¢6ziinme olmadan kisa

stirede bitirilmelidir (Skauen 1976).

Homojenizatdr: Hiicre siispansiyonuna daldirilan sonikator, titresim yaparak, yliksek ses
dalgalariyla hiicre biitiinliglinii bozar. Bu amagla kullanilan aletler (Ultrasonikator)
elektrik enerjisini kesikli karakterde mekanik enerjiye ¢evirerek, titanyumdan yapilmis
sonda yardimiyla ultrases dalgalarim1 soliisyon icindeki materyale iletir. Bu tiir
parcalama islemleri sirasinda acgifa ¢ikan 1s1ty1 engellemek i¢in uygun sogutmalarin

yapilmasi gerekmektedir.

2.25 Mekanik Olmayan Homojenizasyon Yontemleri

2.25.1 Kimyasal homojenizasyon

Coziiciilerin kullanilmasi, membran yapisini olusturan makromolekiillerin ¢oziindiigi
uygun bir solvent (¢oziicli) yardimiyla zar yapisinin biitiinliigiiniin bozulmasidir. Bu
amagla kullanilan organik coziicliler (6rnegin, etil asetat, toluen vb) zardaki lipitleri,
deterjanlar ise uygun sartlarda protein ve lipoprotein ile etkilesime girer ve bunlar

uzaklastirilir.
Kimyasal parcalama yontemleri 1s1, yiiksek basing, giiriiltii gibi olumsuz faktoérlerin

ortaya c¢ikmamasi gibi nedenlerle fiziksel yontemlere gore daha c¢ok tercih edilir
(Surgun 2009).
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2.25.2 Fiziksel homojenizasyon

Fiziksel par¢alama dekompresyon, ozmotik sok ve termoliz olarak siiflandirilabilir.
Dekompresyon isleminde hiicre siispansiyonu ¢ogu zaman basing altinda subkritik veya
stiper kritik gaz ile belirli bir zaman i¢in muamele edilir. Gaz, hiicre i¢ine girer,
uygulanan basing ile genisler ve salinim sirasinda pargalanmaya neden olur (Fraser

1951). Sistem diistik verimlilik ile ¢alismaktadir.

Ozmotik sok isleminde, hiicreler Oncelikle yiiksek ozmotik basing altinda dengeye
getirilir ve daha sonra ortam aniden seyreltilir. Su, hizla hiicre igerisine girer ve ig
basinci arttirarak lizize neden olur. Teknik oncelikle zayiflatilmis hiicre duvarina sahip
hiicrelere uygulanir. Sistem katilan kimyasal maddelerin yiiksek maliyeti ve atiklarin

yiiksek oksijen ihtiyaci nedeni ile genellikle kiigiik capli olarak uygulanmaktadir.

2.25.3 Biyolojik homojenizasyon

Enzimlerin  kullanilmasi: Bu amagla kullanilan litik  enzimler oOzellikle
mikroorganizmalar i¢in uygundur. Gram (+)' lerde bakteri duvarinin yikilmasi igin
lizozim enzimi kullanilirken Gram (-)' lerde ise EDTA (kimyasal) uygulamasina tabi

tutulmas1 gerekmektedir.

2.26 Kurutma ile Homojenizasyon

2.26.1 Liyofilizasyon

Liyofilizasyon olarak da bilinen dondurarak kurutma biyoteknolojik tiriinler, baz1 hassas
kimyasallar ve ecza endiistrisinde yaygin olarak kullanilan ayristirma islemidir (Liapis
1994, Sheehan 1998). Dondurarak kurutma yontemi ¢ok diisiik basing altinda donmus
materyalden ya da donmus ¢ozeltilerden ¢oziiciiniin (serbest su) siiblimasyonla, bagh
suyun uzaklastirilmasi (desorpsiyon) islemidir (Meryman 1960, Perry 1976).
Dondurarak kurutma islemi yavas ve pahalidir (Sadikoglu 2003). Ancak kurutma

sonunda diger kurutma teknikleriyle karsilastirildiginda en Kkaliteli iriin elde
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edilmektedir (Irzyniec 1995). Dondurarak kurutulmus maddeye tekrar su ilave
edildiginde, biizlilmiis ve gdzenekli yapisi sayesinde su alarak (rehidrasyon), kurutma
oncesi yapisina ¢ok yakin bir yaprya ulasir (Krokida 1998, Sadikoglu 2001). Uriiniin raf
Omriiniin uzamasi, agirliginin azalmasi, depolama alanindan tasarruf ve sogukta
saklamaya gerek kalmadan oda sicakliginda muhafaza gibi avantajlart vardir (Duran

2002, Ozkara 2003).

Buz kristallerinin biiyiikliigii ile materyalde olusan gbézenekli yapi arasinda bir iliski
vardir. Kristaller buhar fazina gecince isgal ettikleri kadar hacimde yer bosaltirlar.
Kiiciik kristaller yapida az ve kiigiik gozenekler olustururlar. Buz kristali kiig¢iik

oldugunda az gozenekli yap1 olusur. Buz ¢ap1 biiytlidiik¢e gdzenekli yapida biiyiir.

Hizli dondurma isleminde, kiiciik buz kristalleri olusur. Kiigiilk buz kristalleri
dondurarak kurutmak zordur fakat bunlarin siiblimasyonu materyalin yapisina daha az
zarar verir. Yavas dondurma isleminde, biiyilk buz kristalleri olusur. Biiyiik buz
kristalleri dondurarak kurutmak, kiiciikk buz kristallere gore daha kolaydir. Fakat
materyalin yapisina daha fazla zarar verir (Ozkara 2003). Dondurma isleminin sonunda,
baslangicta sistemde bulunan suyun % 65-90’1 donmus, geri kalan % 10-35 oranindaki
su ise bagli su (donmamis su) olarak bulunur. Materyali dondurma islemi ya dondurarak

kurutma cihaz i¢inde ya da baska bir dondurucuda yapilabilir.

2.27 Cevap Yiizey Metodu (RSM)

Kimya Miihendisliginde optimizasyon, en iyi yaniti olusturan prosese uygulanacak

kosullarin belirlenmesi igin kullanilir (Araujo ve Brereton 1996).

Yontemin uygulanmasi, yapilan deneylerde kullanilan bagimsiz degiskenlerin
sonucunda elde edilen cevaplara dayanmaktadir. Bu yontem uygun deneysel tasarimdan
elde edilen nicel veriler ile ¢ok faktorlii modellerin olusturulmasi ve benzer sekilde
coziimlenmesinde kullanilir. Cevap ylizeyi olarak grafik seklinde sunulabilen bu

modeller; farkli faktorlerin cevabi nasil etkilediginin belirlenmesinde, degiskenler

64



arasindaki iliskiyi agiklamakta ve cevap ylizeyinin tiim faktorlerinin birlesik etkisini

ortaya ¢ikarmakta kullanilir.

Elde edilebilecek sonuglar, farkli faktorlerin cevaba nasil etkidigini belirlemek,
degiskenler arasindaki iliskiyi aciklamak ve cevap yiizeyindeki tiim faktorlerin bilesik
etkisini ortaya ¢ikarmak seklinde siralanabilir (Raymond 1971).

RSM ilk olarak 1951 yilinda kimya mihendisligi arastirmalarinda optimizasyon
calismalar1 amaciyla (Box 1980) tarafindan kullanilmistir. Bu yontem ile miihendislik
uygulamalarindaki bilimsel problemlerin bazi tiplerinin ¢ozliimiinii istatistiksel olarak
yapmak miimkiindiir. Birden fazla faktoriin etkili oldugu sistemlerde tercih edilen bu
yontemin en biiylik uygulamalar1 endiistriyel alanlardir. Yontemin {i¢ 6nemli kullanim

alan1 sunlardir:

» Cevabi etkileyen faktorlere verilen degerlere gore elde edilecek optimum
calismalar

» Faktorlere verilecek 0zel degerlere gore cevabin ne sekilde etkilendigini
belirlemeye yonelik ¢alismalar

» Cevaptan istenen Ozelliklerin belirlenmesi ve buna bagli faktorlerin ¢aligma

araliklarinin saptanmasi (Box 1980).

Bir sistemde elde edilen sonug verileri RSM i¢in cevap degerleridir. Cevaplar normalde
siirekli ya da kesintili (basta ve sonda) olarak 6l¢ii aletleriyle okunur ve sistemin en
onemli fonksiyonudur. Bu yiizden cevaplarin miimkiin oldugunca 6zenli ve uygun bir
6l¢me sistemiyle alinmasi, modelin giivenilirligi a¢isindan 6nemlidir.

Deneyler sonucunda elde edilen model RSM kullanilarak polinom denklemi seklinde

ifade edilir. RSM’de esas olan iki kisim vardir:
» Deneysel olarak belirlenen faktér degerleri sonucunda elde edilen cevaplarin

matematiksel modelde degerlendirilmesi

> Matematiksel olarak elde edilen modelin istatistiksel olarak analizi
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Problemlerin altinda yatan mekanizma anlagilamadiginda, deneyleri yapan kisiler
bilinmeyen bir fonksiyona empirik bir modelle yaklasgimda bulunmak durumunda
kalirlar (Carley 2004). Ornegin, bir kimya miihendisi bir proses verimini maksimize
eden sicaklik (X1) ve basing (X7) seviyesini bulmak istemektedir. Proses verimi sicaklik

ve basing seviyelerinin fonksiyonudur ve,
y=f(Xy, Xz)+e (2.45)

Burada e, y cevabinda gozlenen hatay1r temsil etmektedir. Eger beklenen cevap
E(y)=f(X1, X2)=n olarak isimlendirilirse; n=f(X1, X) ile temsil edilen yiizey, cevap
yiizeyi olarak adlandirilmaktadir (Montgomery 2009).

Sekil 2.27. X ve Xz nin y’ye etkisinin cevap ylizey grafigi (Bradley 2007)

Bu grafikte, X; ve Xy’nin her degeri y’yi olusturmaktadir. Bu ii¢ boyutlu grafik de
cevap yiizey grafigi olarak adlandirilmaktadir (Bradley 2007).

Calisilan sistemin yanitini gesitli degiskenler etkileyebilir ve pratikte bu degiskenlerin
sisteme olan kiiciik katkilarinin kontrol edilmesi ve tanimlanmasi miimkiin degildir. Bu

nedenle, degiskenleri temel etkilerine gore segmek gerekir.
Tarama dizaynlari, deneysel degiskenlerin ve bunlarin tekli ve birbirleriyle var olan

etkilesimlerinin en Onemlilerini belirlemek amaciyla yapilir. Yanit Yiizey Metodu

uygulamasindaki basamaklar asagida 6zetlenmistir (Bezerra 2008).
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1. Tarama ¢alismalarina gore sistem iizerinde temel etkileri olan bagimsiz degiskenlerin
secilmesi ve deneysel alanin sinirlanmast,

2. Deneysel tasarimin secilmesi ve segilen deneysel matrise gore deneylerin
yiiriitiilmesi,

3. Elde edilen deneysel verilerin matematiksel-istatistiksel uygulamalarinin polinom
fonksiyonuna uydurulmasi,

4. Modele uygunlugun degerlendirilmesi,

5. Calisilan her degisken icin optimum degerlerin elde edilmesi.

Yanit Yiizey Metodunun uygulanabilmesi i¢in deney tasarimi yapilirken bagimsiz
degisken sayisina bagl olarak kac tane deneyin yapilacaginin 6nceden belirlenmesi

gerekir. Bunun i¢in asagidaki esitlikler kullanilir,

N=2+2k+n, k<5 (2.56)
N=2K+2k+n, k>5 (2.57)

Bu esitliklerde, N: Deney sayisini, k: Bagimsiz degisken sayisini, no: Merkezdeki deney

sayisini gostermektedir.

Secilen bagimsiz degisken araligina bagli olarak, gelistirilen model diistik ya da yiiksek
dereceli bir polinom olabilir. Eger istenen yanit, bagimsiz degiskenlerin degisimi ile
dogrusal degisiyorsa, model birinci dereceden bir polinom olur. Bu durum Esitlik 2.48

ile ifade edilebilir.
V=P pXi+e (258)
i=

Bu egsitlikte, y :Yanit ( bagimli degisken), S, : Sabit terim, S : Regresyon katsayisi,

Xi: Bagimsiz degisken, ¢ : Deneysel hatadir.

Esitlik 2.58°de ki bagimsiz degiskenler (Xi) dogal birimler cinsinden verilmistir ancak
Yanit Yiizey Metodunun uygulamasinda bu dogal degiskenlerin kodlanmis sekilleri
kullanilmaktadir. Esitliklerde ki dogal degiskenlerin kodlanmis sekle doniisiimlerini

gostermektedir.
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X_=(xi_xio)
! AX

- X-+1 X_—l
, Axizxi+1_xi L xiozw
2
Bu esitliklerde; xi: bagimsiz degiskenlerin kodlanmis degerleri, AXi: bagimsiz

degiskenlerin maksimumu ile minimumu arasindaki farktir.

Boyutsuz koordinat sisteminde kodlanmis degisken degerlerinde en yiiksek seviye +1,

en diisiik seviye -1 ve merkez nokta ise 0 ile gosterilir.

Eger istenen yanit, sistemde degistirilen bagimsiz degiskenlere gore bir kavisleme
iceriyorsa ve ayni zamanda bagimsiz parametrelerin yanit iizerine tekli etkilesimlerinin
yani sira ortak etkilesimleri de varsa, bu durumda yanit fonksiyonunu iyi bir uyum igin

daha yiiksek dereceden bir polinom esitlikle ifade etmek gerekir.

Esitlik 2.49°da yamitin ikinci dereceden oldugu ve tekli ve ortak etkilesimlerin

gosterildigi matematiksel model verilmistir ( Aksu ve Génen 2006).
k K 2k ok
y =5 Elﬂi Xi +i§1ﬁiixi + El J_Elﬂijxij +é& (2.59)

Burada; Bii: ikinci dereceden terimi, Bij: interaktif terimini ifade eder.

Bu esitlikteki yanit ve bagimsiz degiskenlerin birbirleriyle olan iliskilerine gore farkli
faktor seviyelerinin kombinasyonlarinin olusturulmasinda Design-EXpert® programi
kullanilmaktadir. Deneysel verilere uygun fonksiyonun bulunmasindan sonra modelin
gecerliligini  kontrol etmek i¢in kullanilan en giivenilir yol varyans analizi

(ANOVA)’dir (Vieira ve Hoffman 1989).

Cevap yiizey yontemi (CYY) (Response surface methodology), proseslerin
gelistirilmesi ve optimizasyonu i¢in gerekli matematiksel ve istatistiksel tekniklerin bir
arada kullanildig1 bir yontemdir. Bu yontem ile parametrelerin prosese olan etkileri
incelenmekte ve bu parametrelerin optimum seviyeleri belirlenmektedir (Myers ve

Montogomery 1995).
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Cevap yiizey yonteminin avantajlari, daha az deney ile daha fazla bilgi elde edilebilmesi
ve birden ¢ok parametrenin ve interaksiyonlarinin etkilerini birlikte inceleme imkani
saglamasidir. Bu metotta deneysel veriler matematiksel modeller olusturmakta
kullanilmakta, elde edilen model ile proses i¢in optimum kosullar belirlenmektedir

(Urkiit 2007).

2.28 Biyoreaktorler ve Cesitleri

Biyoreaktor, hiicre ve doku kiiltiirlerinde yasami destekleyen ve siirdiiren bir reaktordiir.
Yasami siirdiirmek icin gereken tiim hiicresel tepkimeler enzimler araciligi ile olur.
Enzimler, kimyasal enerjiye doniisme ve hiicre bilesenlerinin yapimi, bozulmasi ve
sindirimi gibi hiicre metabolizmasinin ¢esitli yonlerini katalizler. Canli hiicrelerin
pazarlanabilir kimyasal tirtinler tiretmek amaci ile kullanilmasi gittik¢e artan bir 6nem
kazanmaktadir. Biyosentez ile iiretilen birka¢ kimyasal madde, tarimsal iirliin ve gida
tiriinlerinin sayisi belirgin bir sekilde artmistir. Giiniimiizde petrolden tiiretilen bir¢ok
organik maddenin gelecekte canli hiicreler vasitasi ile iiretilecegi beklenmektedir.
Ortalama tepkime kosullarindaki biyodoniisiimiin iistiin yanlari, yiiksek verim,
organizmalarin bir tepkimede birbirini takip eden adimlar1 katalizleyebilen cesitli
enzimler icermesi ve daha da Onemlisi stereospesifik katalizor olarak davranmasidir

(Fogler 1992).

Genel olarak, ¢cogu biyolojik reaksiyon sistemleri siispansiyon ve tutuklama sistemleri
olarak iki ana grupta siniflandirilabilir: siispansiyon kiiltiirleri igin agirlikli olarak,
karistirmali tank, hava-kaldirmali ve kabarcik kolon biyoreaktorleri, tutuklanmis
hiicrelerin enzimatik reaksiyon sistemleri i¢in genellikle membran, akiskan yatak ve

dolgulu yatak biyoreaktorler kullanilir.

Biyoreaktorlerin tasarimi ve seg¢iminde bazi temel ilkelere dikkat etmek gerekir.
Besinler hiicrelerine etkili bir sekilde temin edilebilmeli ve yan {riinler
uzaklagtirilmalidir. Hiicre biiylimesi ve iirlin olusumu kinetigi, optimum ¢evre kosullari
belirlenerek degerlendirilmelidir. Karistirma, kesme kuvveti ve oksijen transferi de

dahil olmak {izere tiim tasinim olaylari, biyoreaktor tasarimi ve 6l¢ek-up icin gerekli
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kriterleri tanimlamak i¢in ¢alistimalidir.  Sicaklik, pH, ¢O6zlinmiis oksijen
konsantrasyonu ve substrat konsantrasyonu gibi igletim parametrelerini kontrol etmek
ve izlemek kolay olmalidir. Buna ek olarak, biyoreaktér, mikroorganizmalarla
kirlenmesi durumunda kolayca temizlenebilmeli ve miimkiin oldugunca basit ve ucuz

olmalidir.

2.28.1 Kanistirmal tank biyoreaktorii

En klasik biyoreaktorler, karistirmali tank biyoreaktorleridir. Sekil 2.28, tipik bir
karigtirmali biyoreaktoriin sematik diyagramini gostermektedir (Wang 2007).

Pervane

Gaz Girigi

Sekil 2.28 Karistirmali tank reaktorii

Karistirmali tank reaktorleri {istline bir mekanik karistirict yerlestirilmis tanktan
olusmaktadir. Kesikli veya siirekli isletim sistemine sahiptirler. Cesitli reaktorler seri ya
da paralel olarak kullanilabilir. Karigtirma derecesi tasarimcinin denetimi altinda
oldugundan karistirmali tank reaktorleri iyi kiitle ve 1s1 aktarimini gerektiren durumlar

i¢in son derece uygundur (Sinnot 2009).

Bitki hiicre kiiltiirleri gibi biyolojik sistemlerde, yiiksek kesme geriliminden dolay:

klasik pervaneler dogrudan uygulanamamaktadir. Hiicre yapilar1 kesme gerilimine ve
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biyoreaktor ¢evresindeki kabarciklara karsi ¢ok duyarhidir. Karistirma hidrodinamigi ve
hava kabarciginin neden oldugu ve fiziksel hiicre hasarna yol agan, iki temel
mekanizma vardir. Birgok arastirmaci, hiicre hasarini azaltmak i¢in bu iki mekanizma

lizerine ¢alismalar yapmis ve genellikle {i¢ ¢6ziim yonteminde birlesmislerdir;

1- Hava kabarciklarinin neden oldugu gerilimi azaltmak i¢in yeni oksijenleme cihazlari
gelistirilmesi
2- Farkli koruyucu maddeler

3- Farkli karistirici tiirleri tasarlama

2.28.2 Pnomatik karistirmal biyoreaktorler

Bu biyoreaktorler genel olarak kabarcik kolon ve hava kaldirmali olmak {izere ikiye

ayrilirlar (Sekil 2.29).
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Sekil 2.29 Kabarcik kolon ve hava kaldirmali pndmatik karistirmali reaktorler

Pnomatik karistirmali reaktorlerde, kabarcik kolon ve hava kaldirmali biyoreaktor
arasindaki temel fark, akigin reaktor igerisinde bulunan gaz dagiticilar yardimiyla

saglanmasidir.
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Tipik bir hava kaldirmali biyoreaktor icindeki donglide (a); hava, tiipler igindeki
dagiticilar vasitasi ile beslenir ve bdylece hava kabarciklar ile sivinin sirkiilasyonu
saglanir. Tiiplin merkezine dogru akan hava kabarciklarinin bazilar1 birlesip ve kolonun
uistiinden cikarken, diger kabarciklar ise, tiipiin ¢evresinden asagi akan ve gazi alinmis

stviy1 takip ederek dongiiye katilirlar

Cesitli  konfigiirasyonlar1 ile hava kaldirmali reaktorler, hiicre kiiltiirleri, cesitli

fermantasyon siiregleri ve biyolojik atik su giderimi gibi kullanim alanlarina sahiptirler.

Karistirmali tank biyoreaktorlere gore bircok avantajlart vardir. Bunlar, hareketli
pargalarin  bulunmamasi, yiikksek gaz absorpsiyonu etkinligi, iyi 1s1 aktarim
karakteristikleri ve kisa karisma siiresi olarak siralanabilir. Ayni zamanda hava

kaldirmali biyoreaktorler, akiskan akimi bakimindan homojen bir yapiya sahiptir (Wang

2007).

Kabarcikli kolon reaktorler, yapisal ve islevsel olarak daha basit olmasi, bu reaktorleri
karigtirmali reaktorlerden ayiran farklardan biridir. Bu reaktorler sivinin i¢ine gazin
piiskiirtiilerek verildigi kolonlardan olusur. I¢ kisimlarinda hareketli parca yoktur.
Proses i¢in gerekli karistirma piiskiirtiilen gazin yardimu ile saglanir. Kabarcikli kolon

reaktorlerde karigma i¢in gerekli olan oksijen, piiskiirtiilen gazdan saglanmaktadir.

Hava-kaldirmali biyoreaktorle karsilastirildiginda, kabarcik kolon biyoreaktorde, vizkoz
stvilardaki kabarciklarin birlesmesi nedeniyle ara ylizey alaninin azalmasi ve sivi faz
icinde siirekli bir geri karigma gibi, O6nemli dezavantajlar s6z konusudur. Bu
dezavantajlarin iistesinden gelmek i¢in, kabarcik kolon biyoreaktorlerin merkezine, ¢ok
kademeli delikli levhalar kullanilmasi1 seklinde degisiklikler onerilmistir. Boylece fazlar

aras1 temas ve kiitle aktarim karakterizasyonu arttirilir.

2.28.3 Membran bioreaktorler

Genel olarak, icinde iirlin veya besleme akimindan enzimleri veya hiicreleri ayiran bir
membran bulunan reaktorlerdir. Bu biyoreaktorlerin en 6nemli 6zelligi, enzim veya

hiicrelerin, reaktor icinde muhafaza edilebilmesidir. Bazi durumlarda membranlar,
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hiicreler ya da enzimlerin in situ ayrilmasinda kullanilmaktadir, boylece iiretim ve
ayirma tek bir adimda gergeklestirilir. Membranlar seliiloz, asetat ve nitrat dahil olmak
tizere, polivinilidendiflorid, polisiilfon, polipropilen, politetrafloroetilen (PTFE) ve

poliakrilonitril gibi ¢esitli malzemelerden yapilir.

Membran biyoreaktorler atiksularin aritilmasinda biyolojik ¢amurun ayristirilmasinda

ve organik maddelerin gideriminde basarili sonuglar vermektedir (Zhang 2006).
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Sekil 2.30 Membran biyoreaktorler

2.28.4 Dolgulu yatak biyoreaktorler

Dolgulu yatak reaktorler, immobilizasyon sistemleri i¢in ¢ok sik kullanilir. Basit isletim
kosullar1 ve yiiksek reaksiyon hizi gibi 6zelliklere sahiptir. Enzim veya hiicreler uygun
tasiyiclt matrislere hapsedilir ve bdylece, yiiksek kati-sivi arayiizey temas alani ile
durgun kati partikiiller {izerinden sivimin akis hizi, kiitle aktarimi film direnglerini

azaltir.

Kullanilan matrisler, makro-gézenekli mikrotasiyicilar, gozenekli seramik kiireler,
gozenekli cam kiireler, cam fiberler ve poliester diskler gibi degisik tipte matrisler
kullanilabilmektedir. Bu matrisler hiicre yapigmasi icin olduk¢a genis ylizeyler
olusturarak ayn1 zamanda kesme gerilimi gibi mekanik etkilere kars1 lokal bir koruyucu

cevre olustururlar (Cong vd. 2001).
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Sekil 2.31 Dolgulu yatak biyoreaktorler

Bu biyoreaktoriin en 6nemli dezavantaji ise, diislik siv1 hizlarinda, kiitle ve 1s1 transfer

katsayilarinin nispeten zayif olmasidir (Wang 2007).

Kiigiik ¢apli kolonlarin kullanilmasinin gerekli oldugu durumlarda her zaman dolgulu
kolonlar tercih edilmelidir. Ciinkii boyle kolonlara raflarin yerlestirilmesi hem zor hem

de pahalidir (Sinnot 2009).

2.29 Kimya Miihendisliginde Modelleme

Biyolojik proseslerin performans: genellikle ampirik yontemlerle incelenmektedir. Bu
yaklagimda biyoreaktoriin davranisi tiim isletme kosullarinda incelenir ve sonuglardan
yeni isletme kosullar1 i¢in biyoreaktdriin performansi tahmin edilir. Bu ampirik
yaklasim prosesin ayrintilar1 {izerinde ¢ok az diislince gerektirir. Uygun goriinmesine

karsin her tiirlii proses kosullarin1 kapsamasi i¢in ¢ok sayida deney gereklidir.
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Modelleme yaklasiminin amaci biyoreaktoriin gercek performansini iyi kurulmus
teoriye dayanarak Ongormege c¢alismaktir. En O6nemli degiskenlerin belirlenmesi ve

proses lizerine ayri1 ayr1 etkilerinin incelenmesi gerekmektedir.

Model kurulduktan sonra ortaya ¢ikan denklemler ¢oziiliir ve modelin 6ngordigii ile
deneysel veriler karsilastirilir. Eger ikisi arasinda fark varsa model ile deneysel veriler
arasinda uyum saglanincaya kadar model yeniden gozden gecirilir. Modelin deneysel
verilerle uyumlu oldugu gosterildikten sonra artitk model biyoreaktdriin performansini
cesitli isletme kosullar1 altinda ongérmek, yeni proses tasarimi yapmak, optimizasyon
ve kontrol i¢in kullanilir. Modelin gegerliligini dogrulamak icin deneysel veri
gereklidir. Fakat deney sayist geleneksel yonteme gore oldukc¢a azdir. Bunun yanisira

modellemenin en dnemli avantaji prosesin daha iyi anlagilmasini saglamasidir.

Modellemenin

faydalar1

/

Prosesin Model proses
anlasilmasini optimizasyonunda
kolaylastirir kullanilir
Deney tasarimina Tasarim ve
yardime1 olur kontrol igin
kullanilir

Sekil 2.32 Modellemenin faydalari

2.30 Borusal Reaktorlerde Eksenel ve Capsal Yonde Degisimler

Borusal reaktorde, yatiskin kosulda, yiiziik seklinde bir hacim elemani alinarak, aki

cinsinden kiitle korunum denklemi yazilmistir.
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Birim zamanda Birim zamanda Birim zamanda Birim zamanda

Hacim Elemaninda Hacim Elemaninda Hacim Elemaninda Hacim Elemaninda
z yoniindeki r yoniindeki degisim| | Olusan-kaybolan Biriken
degisim

(N,A | =N A )+(NLA| =NA| L ) +(rV)=0 (2.60)

Z+Az

r+Ar

Sekil 2.33 Borusal reaktor
lim Az, Ar, At—>0;

N, A, dz - N, Ay dr + (r; 22rdrdz) =0 (2.61)

0z or

Denklem V=21tArAz ile boliiniir;

—aNZAZ dz—aNIrAIr dr+(r;)=0 (2.62)
Voz Vor
N.A N, A

—a 2 Zdz—a CLdr+(rr)=0 (2.63)
A, 0z A or

oC
N, =-Dr—+V,C ve N, =—Dz§+VZCise,
or oz

a(—Dz§ +V,C)A, a(—Drg +V,C)A,
~ oz dz - or dr+(r;)=0 (2.64)
A, 6z ArOr
dc
, d(A.D, —)
_V,C [ 9°C AAVC) ar’ o (2.65)
oz oz° OrA, OrA,

r yoniindeki konvektif akim ihmal edilir,
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2
_ov,C L, 0°C &i(rd—cj+ﬁ 0 (2.66)
0z 072 r or

S1v1 faz ve sabit hacimli sistemlerde,

+D7 =24 2
0z 022 r or

@ (2) 3) (4)

av,C ac D, o(.dC), _,
T (2.67)

(1) numarali terim; konveksiyonla z yoniinde giren ve ¢ikan akimlari
(2) numarali terim; eksenel yonde degisimi

(3) numarali terim; radyal yonde degisimi

(4) numarali terim; tepkime hizini ifade eden terimlerdir.

Derisimin, r yoniinde degisiminden ¢ok, z yoniindeki degisimi daha 6nemlidir;

\ 2
—aaZC+DzZ(2:+rT =0 (2.68)
Z z

Elde edilen bu model esitligi, ikinci dereceden adi diferansiyel bir esitliktir. Denklemin

analitik ¢6ziimii i¢in, boyutsuz bir sekle sokulmalidir;

W=Cal/ Cao = d¥=(1/Cpg)dC (2.69)
A=z/L - dA=(1/L)dz (2.70)
dC _Cpp d¥ . @.71)
dz L dA’
d’c _d dC Cpo d¥, Cpo d?¥

(_)__ ZA0 T Ty _ A0 (2.72)
dz?2 dz dz dz" L dA L dzda

2 2

dz=Lds ;9°C _Cao 07% 2.73)

dz2 12 dA2

Denklem boyutsuz gruplar cinsinden ve birinci dereceden homojen bir sistem ig¢in

yatiskin kosulda, tekrar yazilirsa;
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v, Can 0¥, Cop 0%
LZ

* L di ye +r; =0 (2.74)

Denklem V, C—EO ile boliinir ve;

d¥ Dz d’W L

-4 + rr=0 2.75
di V,L di2 V,C, | (2.75)

d¥ 1 d?¥ L
-t — +
di  Pe di®> V,C,

r =0 (2.76)

boyutsuz denklemi elde edilir. Burada, Pe:\%, Peclet sayisin1 ifade eder (Fogler
z

1992).

Elde edilen denklem dis kiitle aktarimi ihmal edilerek, asagidaki simir kosullar ile

MATLAB paket program1 ile ¢oziilmiistiir.

z=0da, 1=0;¥Y=1 C,=C, (2.77)
z=Lde;1=1 d—\P=O;d£A=O (2.78)
dA dz

2.31 Kaynak Ozetleri

2.31.1 Bitki hiicreleri ile gerceklestirilen calismalar

Biyokatalizor olarak mikrobiyal hiicre ve bitki hiicresinin kullanildigr bir ¢alismada,
bitki hiicresi olarak havug, mikrobiyal hiicre olarak maya kullanilmistir ( Rao vd. 2007).
Caligmada, pro-kiral ketonlari, indanone, tetralone ve hydroxyl trimonoterpene keton
asimetrik sentez ile maya (Saccharomyces cerevisiae) ve havug biyokatalizoriigiinde

indirgenmislerdir.

Taze havug, yaklasik 4mm uzunlugunda dilimler halimde keserek ve 10 g taze havug,

100 mL ve pH 6.5 olan 0.1 mM sodyum fosfat tamponunda siispanse etmislerdir.
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Calisma hacmi 500 mL’ye ayarlanmis ve ortama 200 mg keton ekleyerek, inkiibasyonu

oda sicakliginda ve orbital ¢alkalayicida 150 rpm de ger¢eklestirmislerdir.

Liyofilize Saccharomyces cerevisiae (2 g) hiicrelerini, pH 6.5 olan 200 mL 0.1 mM
sodyum fosfat tamponunda ¢ozerek, sukroz (2 g), pepton (0.5 g), maya 6ziitii (0.2 g) ve
MgCl,/ ZnCl, (0.1 g) igeren zengin ortam iginde, 28-37 °C’de 24 saat inkiibe
etmislerdir. Inkiibasyon siiresinin iiciincii saatinde ortama 200 mg aromatik keton

eklemislerdir.

Cizelge 2.4 1-indanones biyoindirgenmesi

Havg Mapa
Dhiea  (N) Dﬂnu.;um [%0) ee%  Siire (k) Deniigiim [a) e

6 03 99 8 B3 B
& 75 0% 20 72 00
20 70 ] 24 75 02
28 45 90 72 6 77
24 sl 035 48 65 29
24 75 06 48 65 0]

Cizelge 2.5 2 Terpenoid ketonlarin biyoindirgenmesi

Havug Maya
Size [h)  Doniigim (%) e Configuration  Suge  (h) Dendigim (V) ee% Configuration
8 0 94 A 16 40 80 by
10 6l 95 M 16 45 91 by
14 il 90 A 24 25 85 hY

Cizelge 2.6 Tetralon ketonlarin biyoindirgenmesi

Havug Mfapa
Sire  (h)  Demdigim (%) el Configuration S (h)  Deniigim  (Ya)  eel Configuration
3o 45 83 b 96 35 10 hY
40 40 0 A 72 30 10 hY
02 40 80 h 12 40 15 hY
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Havug biyokatalizdriinde ii¢ substrat i¢in yiiksek doniisiim ve enantiyomerik asirilik

degerleri elde ettiklerini belirtmislerdir.

2-indanone: 2 saat, % ee 99 % dontisiim 95
Tetralone: 36 saat, % ee 85 % doniisiim 45

Hydroxyl trimonoterpene :8 saat, % ee 99, % doniisiim 70

Baska bir ¢alismada, kereviz ve havucu enzim kaynagi olarak kullanarak asetofenon

analoglarinin enantiyosecimli indirgenmesini incelemislerdir (Xiang vd. 2010).

la, 2a: X=H
0 - OH 1b, 2b: X=p-CH;
X . Havug veya Kereviz R : Le, 2¢. X=p-OCH;

| CH, o CH; e (O
i |, 1d, 2d- X=p-Cl
\/ \/ le, 2e: X=0-Cl|
) ’ If, 2f X=m-Cl

la-lg 2a-2¢ g, 2g: X=p-NO,

Sekil 2.34 Kereviz ve havug tarafindan katalizlenmis 1a-1g’nin enantiyosegimli
indirgenmesi

Caligsmada, taze havug kokleri ve kerevizlerin dis ylizeylerini temizleyerek, (yaklasik 5
mm x 5 mm 2 mm) kii¢iik kalinliklarda kesmislerdir. Kesilen 10 g havug igin 50 mL saf
su, kereviz i¢in 0.1 mol/L fosfat tamponu i¢inde silispanse etmislerdir. Tepkime
ortamina, 50 mg 1a 0.5 mL etanol de ¢dziilerek eklenmis ve 28 saat, 120 rpm ve 33 °C
reaksiyon kosullarinda inkiibasyon ger¢eklestirmislerdir. Daha sonra siispansiyon

stizerek, etil asetat ile ekstrakte etmislerdir.
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Cizelge 2.7 Kereviz ve havug tarafindan katalizlenmis 1a-1g’nin %doniisiim ve %ee

degerleri
Swebstrat Uirin Bipokatalizirve koguller Déndigiim (%)" e.e (%)
la 2a A 97 9%
Ib 2h A 26 949
le ¢ A 12 09
1d 2 A 30 05
le e A 18 04
If 2r A 43 9%
g 2p A 48 93
la 2a B 100 o4
I 2b B 37 99
le 2 B 19 99
14 2 B 58 92
le e B 28 S0
If i B 65 93
1z 2g B 71 04

A: Indirgenme, biyokatalizér olarak havug kullanilarak 100 mL saf su iginde 28 saat 33 °C de
B: indirgenme, biyokatalizor olarak kereviz kullanilarak, 0.1 mol/L fosfat tamponunda 28 saat 33 °C de
gerceklestirilmistir.

Xiang vd. 2010, 1a substrati ile, her iki biyokatalizor i¢inde yiiksek doniisiim ve ee’nin
elde edildigini belirtmislerdir. Aromatik halkalarda, ozellikle o-lokasyonunda
indirgenmenin azaldigini, klor ve nitro gruplarinda elektron ¢ekme 6zelligi daha fazla
oldugundan biyokatalizorlerin aktivitesinin arttigini, Ote yandan, metil metoksi

gruplarinin elektron verme 6zelliklerinin, substrat doniisiimil lizerine zit bir etkiye sahip

oldugunu belirtmislerdir.
Bu calismada daha cok, asetofenon analoglarinin biyoindirgenmesi iizerine reaksiyon

sicakliginin etkisi incelenmistir. Oda sicakligi ve 33°C’de denemeler yapmislar ve

sonuglar1 ¢izelge 2.8’de gostermislerdir.

81



Cizelge 2.8 Kereviz ve havug tarafindan katalizlenmis 1a-1g’nin sicakliga bagl

%doniisiim
" S i i (%)

Substrat Uriin Feaksiyon meaklgy o Dindigim

Havug Eereviz
la 22 33 97 100
Ih 2b i3 26 i
le 2c 33 12 19
Id 2d 33 39 58
le 28 33 18 28
If 2d 33 43 635
Ig 2 33 48 71
la 2a et is in
Ih 2b L 10 12
le 2c ri. 5 6
Id 2d r.i. 14 20
le 2e rL 6 9
If 2d L 15 21
Ig 2 L. 16 22

a: oda sicaklig

Analiz sonucunda; 33 °C’de, la substrat1 ile havug ; % ee 96 % doniisim 97, kereviz;

% ee 99 % doniisiim 100 degerleri elde etmislerdir.

Wanda vd. (2004), kereviz ve havug enzim sistemlerini kullanarak bromo ve methoxy-

asetofenon tlirevlerinin enantiyosec¢imli indirgenmesini incelemislerdir.

@] OH
|
- | AN
X—— e
N N
1-6 la-6a

1, 1a; X=orto-OMe
2, 2a; X=meta-OMe
3, 3a; X= para-OMe
4, 4a: X=orto-Br
5, 5a. X= meta-Br
6, 6a; X=para-Br

Sekil 2.35 Ketonlarin havug ve kereviz ile biyoindirgenmesi

Calismada, taze bitkileri elektrikli mikserde 2 dk pargalamis ve 20 ml lik sebze
karisimin1 0.1mM fosfat tamponunda havu¢ i¢cin pH=6.5 ve kereviz i¢in pH=6.2
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siispanse etmislerdir. Bu karisim ile 20-30 mg 0.5 mL asetonda ¢0ziilmiis substrati 48
saat inkiibe ederek, kloroform ile ekstrakte etmislerdir. Biyoindirgenme sonuglarini

cizelgede gostermislerdir.

Cizelge 2.9 Kereviz ve havug tarafindan katalizlenmis % doniisiim ve % ee degerleri

Siehstrat Deney Keton Dniigimii
Yee ve Yoo
Havug Eerang
1 {a-OMe) | 11/78
2 1IVET
2 {m-OMe) 3 10N 100
4 10098
3 (p-OMe) 5 18R
[ 1IVET
4 {o-Br) 7 E/100
g 2100
5 (m-Br) 9 54091
10 40VEa
6 {p-Br) 11 4115
12 JVER

Cizelge 2.9’a gore, meta pozisyonunda elektron ¢ekme veya almanin 6nemli olmadiginm
ayrica, 2. ve 5. substratta doniisiim ve ee oranlarinin yiliksek oldugu gozlemislerdir.

Temel olarak substrat lokasyonunun 6nemi iizerine ¢alismiglardir.

Havug i¢in meta lokasyonu; % 100 ee, % 100 doniisiim, kereviz i¢in meta lokasyonu; %

100 ee, % 98 doniisiim degerlerini elde etmislerdir.

Manihot dulcis-escilanta ve farkli bitki tiirleri (havug, patlican, patates, golevez)
kullanilarak, keton ve aldehitlerin biyoindirgenmesi iizerine ¢alismiglardir (Luciana vd.
2006). Bir dizi alifatik ve aromatik aldehit ile iki ketonu, manihot koklerinden

hazirlanan bitki hiicrelerini kullanarak indirgemislerdir.

Calismada, % 5’lik sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde ve sonra saf suda sterilize edilerek
ve 140 mL su i¢inde siispanse edilen, 20 g M.esculenta ve M.dulcis hiicrelerini, 200 mg

keton eklenmesi ile oda sicakliginda 72 saat, 160 rpm de inkiibe etmislerdir.
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Siispansiyonu siizerek, etil asetat ile ekstrakte ederek, organik fazi sodyum siilfat ile

kurutarak, kalintiyi silika jel kolonda kloroform ile saflastirmislardir.
Calismada, asetofenon kullanilarak, Manihot dulcis-escilanta ve farkli bitki tiirleri ile
yapilan biyoindirgenme deneylerine en iyi sonucu manihot bitkisinin verdigini

belirtmislerdir.

Cizelge 2.10 Manihot dulcis-escilanta ve farkli bitkiler ile elde edilen % {iriin verimi

Bitki % triin verimi
Patlican 42.1
Manihot Dulcis 85.5
Manihot Esculanta 89.3
Havug 46.3
Golevez 55.8
Patates 42.6

100 7
5 80 -

&

Feaksivon Siiresi h

Reaksiyvon Siiresi h

Sekil 2.36 Ketonlarin ve aldehidlerin biyodoniisiimii: Asetofenon 1, hexan-3-one 18,
benzaldehit 3 ve sinamaldehit 7, karsilik gelen alkoller: 1-fenil-etanol 10,
heksan-3-ol 30, benzil alkol 12, sinamil alkol 15, ve butirik asit 35

a: M. esculanta b: M. dulcis

Sekil 2.36’da da goriildiigi gibi; maksimum biyodoniisiimiin 3 giin (72 h) sonra elde

edildigini belirterek, c¢alismada kullanilan tiim subtstratlarin (hexan-3-one 18,

84



cyclopentanone 19, cyclohexanone 20, pulegone 21, carvone 22, sitoster-3-one 23, and
cholestan-3-one 24, ethyl butyrate 25, ethyl benzoate 26, [3-keto-ester 27, benzonitrile
28, benzamide 29) her iki bitki tiirii i¢in % doniisim ve %e e sonuglarini ¢izelge halinde

gostermislerdir.

Cizelge 2.11 Her iki bitki tiirii icin % dontisiim ve % ee degerleri

Tiriin Bivoddniisim {%a) 05 ae

'"H NMR/GC

M esculenta M dulcis M esculenta M dulcis
10 84.0/80.0 B7.0/83.0 =050 =070
11 BROMI0 B0 4/87.0 =040 =060
12 90.5/91.0 85.2/83.0
13 100.0/87.6 G5, 6/94.0
14 100.0/86.0 100.0/94 5
15 100.0/94.0 100.0/96 .5
16 04.6/80.0 100.0/835.3
17 05.1/90.0 03,1,/90.0
30 100.0/97 .5 1000 096 7 =03.0 =060
31 100.0/92 3 1000493 4
32 100.0/97 3 100.0/91.7
i3 192126 13.8/14.9 =060 =08.0
34 134/11.5 14.1/12.5 =960 =97.0
is Jo4.1 f91.3
6 302353 48.5/35.5
37 70.4/79.1 00,2/95.4 e TR =080

izelge 2. e de goruldigi gibi, M.dulcis i¢in % ee > ve % doniisim >
Cizelge 2.11’de de gorildigi gibi, M.dul % 98 % d 95

degerlerini elde ederek, aldehitlerin ketonlara gore daha reaktif oldugu belirtilmislerdir.

Yang vd. (2009), fluorenonlarin, yiizey aktif maddelerin sulu ¢6zeltilerinde, meyve ve

sebzeler tarafindan enantiyosec¢imli olarak indirgenmesini aragtirmiglardir.

H
I

0
(ﬁ ""{{ bi}-'okata]izﬁr[’ .
LM | "” "“““J__h“'%
\ Nl

Sekil 2.37 2-kloro florenonun biyokatalizorler ile enantiyosegimli indirgenmesi
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Elma (Malus pumila Mill.), Muz (Musa Colla balbisiana), Portakal (Citrus reticulata
Blanco.), Patates (Solanum tuberosum L.), Cilek (Fragaria ananassa Duch.), Sogan
(Allium fistulosum L. var.), Erik (Prunus spp.), Sarimsak (Allium saticum L.), Sogan
(Allium cepa L.), Kiraz (Prunus pseudocerasus Lindl.), Hiinnap (Hiinnap Mill.),
Topinambur (Jerusalem artichoko) ve Uziim (Vitis spp.) dahil olmak iizere tiim taze
meyve ve sebzeleri Oncelikle dezenfekte etmis ve daha sonra sivi azot iginde toz haline
getirerek, 40 g almis ve pH=7.5 20 mM Tris tamponunda siispanse etmislerdir. 50 mM
florenonu 1 mL DMSO icinde ¢ozerek tepkime ortamina eklemislerdir. Ayrica SDS,
Tween-20 ve Triton X-100 gibi yiizey aktif maddelerini g¢esitli derisimler de tepkime
ortamma eklemislerdir. Inkiibasyon kosullarmi 2 giin, 30 °C ve 170 rpm olarak
belirlemislerdir. Reaksiyonlar tamamlandiktan sonra siiziintiiyii etil asetat ile ekstrakte

ederek analize hazirlamislardir.

Calismada, biyoindirgenme tepkimesi i¢in, surfaktan derigimi, sicaklik, reaksiyon siiresi

ve pH gibi optimum kosullar degerlendirilmistir.

Cizelge 2.12 2-kloro florenonun biyokatalizorler ile enantiyose¢imli indirgenmesi

Biyokatalizor % doniisiim % ee
Elma (Malus pumila Mill.) 69 90
Muz (Musa Colla balbisiana) 30 46
Portakal (Citrus reticulata Blanco.) 15 43
Patates (Solanum tuberosum L.) 7 50
Cilek (Fragaria ananassa Duch.) 37 93
Sogan (Allium fistulosum L. var.) 13 72
Erik (Prunus spp.), 100 50
Sogan (Allium cepa L.) 8 26
Kiraz (Prunus pseudocerasus Lindl.) 4 87
Hiinnap (Hiinnap Mill.) 88 28
Topinambur (Jerusalem artichoko) 100 76
Uziim (Vitis spp.) 97 99

Sarimsak (Allium saticum L.) - -

Biyokatalizor olarak Elma (Malus pumila Mill.) segerek bes farkli florenonun

enantiyose¢imli biyoindirgenmesini ger¢eklestirmislerdir.
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R=F, Cl. Br, LCH,

Sekil 2.38 Farkli florenonlarin, {iziim biyokatalizorliiglinde enantiyose¢imli
indirgenmesi

Cizelge 2.13 Elma biyokatalizorii ile bes farkli florenonun enantiyosegimli
biyoindirgenmesi

Bilesik % doniisiim % ee
1 >08 >99
2 >97 >99
3 95 >99
4 91 92

S >08 74

Biyokatalizér olarak Elma (Malus pumila Mill.) ve substrat olarak 2-kloroflorenonu

kullanarak  enantiyosecimli  biyoindirgenmeye ¢esitli parametrelerin  etkisini

incelemisglerdir (Sekil 2.39).
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(A)100-
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Triton X-100 2
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80
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[ % a0 40
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Stcaklik, oC pH

Sekil 2.39 2-kloroflorenonun, Elma (Malus pumila Mill.) biyokatalizorii ile
enantiyose¢imli biyoindirgenme tepkimesine faktor etkileri

A: Iyonik olmayan yiizey aktif maddeler
B: Reaksiyon siiresi

C: Sicaklik

D: pH

Calismada, enantiyomerik olarak saf florenollerin, bitkiler tarafindan hazirlanmasina
yonelik etkili bir yontem gelistirdiklerini ifade etmislerdir. Ilimli ve ¢evre dostu kosullar
altinda; 30 °C, 170 rpm, % 1 (w/v) Triton X-100, pH=7.5 ile prokiral florenonun % 97°

sini % 99 ee ile 2 giinde tiztim biyokatalizorii varliginda kiral floronole indirgemislerdir.

Cui vd. (2008), polisiklik aromatik ketonlarin, bitki (domates, salatalik, kereviz, tiziim,
sarimsak, sogan, elma, seftali, patlican, portakal, havug, kivi, armut, hurma ve muz)
biyokatalizorliigiinde asimetrik olarak biyoindirgenmesini gerceklestirmislerdir. Taze
bitkiler 2 dk elektrikli mikserden gegcirilerek 50 g tartilir ve 100 mL su i¢inde siispanse

edilmistir. 50 mg substrat1 tepkime ortamina ekleneyerek 30 °C’de inkiibe etmislerdir.
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Belirtilen reaksiyon kosullar1 ve biyokatalizorler ile yapilan deney sonuglarini gizelge

halinde gostermiglerdir.

Cizelge 2.14 Polisiklik aromatik ketonlarin, bitki biyokatalizorliigiinde indirgenmesi

Biyokatalizor %¢c % ee
(doniisiim) (enantiyomerik asirilik)

Domates(Lycopersicon esculentum Mill.) 93 43
Salatalik(Cucumis sativus L.) 68 <5
Kereviz (Apium graveolens L. var. Rapaceum) 95 <5
Uziim (Vitis vinifera L.) 15 -
Sarimsak(Allium sativum L.) 23 -
Sogan(Allium cepa L.) 97 11
Elma (Malus pumila Mill) 88 33
Seftali(Prunus persica (L.) Batsch) 98 71
Patlican(Solanum melongena L) 0 -
Portakal(Citrus reticulata Blanco) 87 19
Havug (Daucus carota L.) 95 81
Kivi (Actinidia chinensis Planch) 48 13
Armut (Pyrus pyrifolia (Burm.) Nak) 34 25
Hurma (Diospyros kaki L.) 37 23
Muz (Musa paradisiaca L.) 12 -

Enantiyose¢imliligin ve doniisiimiin yiiksek oldugu, havug ve seftali olmak tlizere sadece

iki bitki biyokatalizorii oldugunu gozlemlemislerdir.
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90
30 P
e 60
,E L ® 2b Havwug
g
8
A Yr ® 2b Seftali
20k
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 k-
2 4 6 8 12 24 36 48

Reaksiyon siiresi, h

Sekil 2.40 Havug ve seftali biyokatalizorliiglinde indirgenme

Calismada, polisiklik aromatik ketonlarin asimetrik biyoindirgenmesini, bitki

hiicrelerinin enzimatik sistemleri ile gerceklestirmislerdir.

Chen (2010), 3-okso-3-fenil-propiyonik asit etil esterlerinin, organik ¢oziicii ve fosfat
tamponunda, biyokatalizor olarak beyaz turplar kullanilarak asimetrik indirgenmesi
tizerine ¢alismiglardir. Etil (S)-3-hidroksi-3-fenilpropiyonatin, antidepresan ilag olan
olan (S)-fluoksetin sentezinde Onemli bir kiral yapitasi oldugunu belirtmislerdir.
Sterilizasyon isleminden sonra turplar1 (1x1x1mm) boyutunda keserek MS kat1 besiyeri
ortamina 2,4-diklorofenoksi asetik asit ve 0.5 mg/L kinetin ile eklemislerdir. 18 giin
sonra olusan calluslar1 sivi besiyerine aktarmis ve 27 °C ve 100 rpm de inkiibe

etmislerdir.
inkﬁbasyon sonrasi elde edilen hiicreleri 2 g kuru agirlik olarak tartarak, 0.2 M, 30 mL,

pH=7 fosfat tamponunda siispanse etmislerdir. 3 -0kso-3-fenil-propiyonik asit etil esteri

(0.108-0.846 mmol) tepkime ortamina ekleyerek 10-15 giin inkiibe etmislerdir.
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Ayni ¢alismada siispansiyon ortamina, n-hekzan, siklohekzan, n-heptan, n-oktan,
dodekan, benzol, toluol, etil asetat, propanol, izopropanol ve n-butanol gibi organik

coziiciiler ekleyerek biyoindirgenme gerceklestirmislerdir.

Cizelge 2.15 Farkli ortamlarda 3 -0kso-3-fenil-propiyonik asit etil esterin indirgenmesi

Indirgenme ortamm Organik coziicii Log P %doniisiim %oee
Fosfat tamponu / 96.2 95.8
Tampon/n-hekzan 3.4 62.7 96.2
Tampon/siklohekzan 1.5 50.4 96
Tampon/n-heptan 4 72.8 97.3
Tampon/n-octan 4.5 83.2 98.2
Tampon/n-dodekan 6.6 92.1 99.2
Tampon/n-benzen 2 0 /
Tampon/toluol 2,5 0 /
Tampon/etil asetat 0.68 0 /
Tampon/propanol 0.28 0 /
Tampon/izopropanol 0.28 0 /
Tampon/n-biitanol 0.8 0 /

Cizelge 2.15’de de goriildiigli gibi, siispansiyonun organik ¢oziicii varlifinda
gerceklesmesinin, doniisiim ve enantiyomerik asirilik degerlerini olumlu yonde
etkiledigini gozlemlemislerdir. Organik c¢oziiciilerin Log P degerinin artmasinin
dontlisiimii olumlu etkilerken, benzen ve toluol ¢oziiclilerinin bitki hiicrelerine toksik

etki yarattigini belirtmislerdir.
Calismada ayrica, baslangic substrat derisimi, reaksiyon siiresi, pH ve sicaklifi,

kosubstrat etkisi ve biyokatalizoriin tekrar kullanimi gibi parametreler arastirilmistir

(Sekil 2.41).
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Sekil 2.41 Reaksiyon siiresi, pH, baslangi¢ substrat derigimi etkisi
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Sekil 2.42 Biyokatalizor derisimi, kosubstrat derigimi ve tekrar kullanim say1si
parametreleri

En iyi calisma kosullarinm; 2 g biyokatalizér derisimi, 27 °C reaksiyon sicakhigi, pH=7,
reaksiyon siiresi 15 giin, Kosubstrat derisimi % 10 etanol, 3.6 mM baslangi¢ substrat
derigimi oldugunu belirtmislerdir. Bu kosullar altinda % ee >99 ve % doniigim >95

degerlerine ulagmislardir.
Yadav vd. (2008), yapmis olduklar1 c¢aligmada, biyokatalizor olarak havug bitki

hiicrelerini  kullanarak  tetrahydropyranollerin ~ enantiyose¢imli  indirgenmesi

gerceklestirmislerdir.
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OH OH
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h Havug bitki hiicreleri h I‘j
e £

RO H,0 R0 R0

) -1 (H2848)12  (+12R4S)3
R = aryl or alkyl

Sekil 2.43 Havug bitki hiicreleri ile tetrahydropyranin indirgenmesi

Biyoindirgenme deneylerini, 70 mL su i¢inde siispanse edilen 10 g taze havu¢ ve 1 mM

ketonun, 1 mL etanolde ¢oziilerek tepkime ortamina eklenmesi ile ger¢eklestirmislerdir.

Cizelge 2.16 Havug bitki hiicreleri ile tetrahydropyranin enantiyose¢imli indirgenmesi

Substrat Alkol Y%ee Siire, h % verim
Q OH 94 24 92

%

OH 90 26 94

)

=
o
o -
oD-o
> =
o
o Yo
=
o
OO
O

OH 87 30 90

(?; 94 29 90
(o} \
C@ﬁ O
o L/OHH 90 24 92
o | ob
Br Br
O/(?j OH 88 32 88
o 0
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Aril gruplarin bulundugu tetrahydropyranlarda, elektron ¢ekiminden dolay1 reaksiyonun
yavagladigini ve buna bagl olarak, elektronik etkilerin biyoindirgenme reaksiyonu
kinetigine  duyarlilik  gosterdigini  belirtmislerdir.  Havu¢  bitki  hiicreleri
biyokatalizorliiglinde tetrahydrpyranin biyoindirgenmesi sonucunda % 83-94 ee

araliginda (S)-alkoller elde etmislerdir.
2.31.2 Liyofilize bitki hiicreleri ile gerceklestirilen calismalar

Yadav vd.. 2009, yapmis olduklari ¢alismada, prokiral ketonlar1 liyofilize yesil bezelye
biyokatalizorii ile enantiyose¢imli olarak indirgemislerdir. Calismada, 25 g kurutulmus
bezelye 50 mL su i¢inde siispanse edilmis ve 1 mmol prokiral keton tepkime ortamina
eklenerek 25 °C’de inkiibe etmislerdir. Model substrat olarak asetofenonu
incelemislerdir (Sekil 2.44).

0 OH

bezelye (pisum sativa)
Me > Me

1 S-2a

Sekil 2.44 Asetofenonun bezelye biyokatalizorliigiinde indirgenmesi

Asetofenonun indirgenme reaksiyonu iizerine halkalarin baglanma etkisini inceleyerek,
arilmetil  ketonlarin  elektron etkilerinden dolayr reaksiyonu yavaslattigini
gbzlemislerdir. Arilmetil ketonlarin, siklik ve asiklik ketonlar ile karsilastirildigi zaman

diisiik doniistim ve enantiyomerik degere sahip olduklarini belirtmislerdir.
Farkli substratlarin, bezelye biyokatalizorii ile biyoindirgenme deneylerinde yliksek

enantiyose¢imlilikle indirgendigi, her defasinda (S) alkollerinin elde edildigi ve ee

degerinin % 80-98 araliginda degistigini belirtmislerdir.
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Cizelge 2.17 Prokiral substratlarin, kurutulmus bezelye biyokatalizorii ile indirgenmesi

Prokiral keton Uriin %verim | %ee | Konf.

72 98 S

60 93 S

OH 55 94 | s

OH
O* -
OH
Q*“‘*
OH
OH
D*“e
Cl
OH
OH
I Q*”
ON,
OH
Q*M
Me

Cl 63 91 S
MeO 71 95 S
e
Joae
ON,
65 91 S
O e
foge
Me

Model substrat olarak asetofenonu incelemisler ve % 78 verim ile % 98 ee elde
etmislerdir. Benzer sekilde asetofenon tiirevlerini de, liyofilize bezelye
biyokatalizorligiinde, kiral alkollerine % 91-98 araligin da degisen enantiyomerik

asirilik degerleri ile indirgemislerdir.

Xu vd. (2009), biyokatalizér olarak dondurarak kurutulmus adzuki fasiilyesini

kullanarak, aromatik ketonlarin asimetrik indirgenmesini ¢alismislardir.
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Cl cl
Adzuki fasiilyesi

S

Sekil 2.45 Ketonlarin adzuki fasiilyesi biyokatalizorliiglinde indirgenmesi

Yerel marketlerden alinan adzuki fasiilyesini, daha kiigiik parcalar haline getirmek i¢in
kahve cekirdegi degirmeni kullanarak ve pH’s1 6-7 olan su icinde, diisiik hizda bir
calkalama ile yaklasik 5-6 saat oda sicakliginda bekletmislerdir. Siiziintiiyli sogutulmus
aseton ile karigtirarak santrifiijlemis ve ¢okiintiiyli santrifiij sonrasi liyofilize etmislerdir.

Boylece kurutulmus enzim tozlar elde etmislerdir.

Adzuki fasulyesi

—~ 5% plikoz ~
2a PBS (pH 7.0), 30°C 2b

I Adzuki fasulyesi
|\ ee
\I
/\ : 89.0% : >99% (S)
<‘;/ 2a (10 mM), 24 h
X ¥ 11: Adzukifasulyesi
(BpOtoImGy) ~
[ N\ Verim
) :a4.a% :97.1%
_ </ 2a (50 mM), 72 h
4%« "! 11: Adzuki fasulyesi
e (asetonla ekstrakte edilmis)

Sekil 2.46 Adzuki fasulyesinden, yeni biyokatalizorlerin hazirlanmasi ve performansi

Elde edilen enzim tozlarindan 50 pg alarak 100 mM, pH=7 potasyum fosfat
tamponunda siispanse etmislerdir. Siispansiyon ortamma 50-10 ve 100 mM olacak
sekilde DMSO ‘da ¢oziilmiis farkli substratlar; (2-chloro-1-phenylethanone (1a, 0.155
g, 1.0 mmol), phenylethanone (2a, 0.120 g, 1.0 mmol), 2-bromo-1-phenylethanone (3a,
0.199 g, 1.0 mmol), 1-(40-nitrophenyl)ethanone (4a, 0.165 g, 1.0 mmol), 1-(pyridin-40-
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phenyl)ethanone (5a, 0.121 g, 1.0 mmol) ekleyerek, 30 °C’de 72 h boyunca inkiibe
etmiglerdir (Cizelge 2.18).

Cizelge 2.18 Adzuki fasulyesi biyokatalizorliigiinde indirgenme i¢in, farkli derisimler
i¢in sonuglar

Substrat Derisim (mM) %doniisiim %ee Verim(%o)

la 10° 100 >99,9 (R) 74,8
50° 100 >99,9 (R)
100° 100 99,3 (R)

2a 10° 95,2 97,6(S) 40,8
50° 97,1 98,4(S)
100° 90,5 98,6(S)

3a 10° 100 >99,9(R) 38,7
50° 100 99(R)
100° 99,7 99,6(R)

4a 10 90,4 >99,9(S) 67,8
50° 90 >99,9(S)
100° 84 >99,9(S)

5a 10° 93,6 >99,9(S) 47,3
50 97,6 >99,4(S)
100° 96,9 >99,9(S)

a:6h,b:48h,c:72h,d: 24 h

Caligilan derisim araliginda substrat inhibisyonunun olmadigini ve bes farkli substratin
da, 100 mM, 1-(40-nitrofeniletanon) disinda, yiiksek derisimler de doniisebildigini
belirtmislerdir. Calismada kullanilan substratlarin pratik uygulamalarda son derece
kullanislt oldugunu, 6rnegin, 2-kloro-1-feniletanoliin (1b), fluoksetin, tomoxetine ve

nisoxetine (ndrotransmiter) sentezi i¢in 6ncii madde oldugunu belirtmislerdir.

2.31.3 Tutuklanmis bitki hiicreleri ile gerceklestirilen calismalar

Naoshirna vd. (1995), yapmis olduklar1 ¢alismada, immobilize havug bitki hiicrelerini
biyokatalizér olarak kullanarak, prokiral ketonlarin enantiyose¢imli biyoindirgenme

tepkimesini gergeklestirmislerdir.

Naftilasetik asit (2 ppm), kinetin (0.1 ppm) ve sukroz (% 3) igeren siispansiyon

ortamindaki havug bitki hiicrelerini, MS besi yerinde kiiltive ederek daha sonra 150 g
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havug bitki hiicresini % 5’ lik sodyum aljinat ¢ozeltisi ile tutuklamiglardir. Ayni
siispansiyon ortamina eklenen ve caplar1 yaklasik 4-5 mm olan boncuklari, 182 - 215

mg keton substrat ile karistirarak, 25 °C’de 2 giin inkiibe etmislerdir.

Cizelge 2.19 Aromatik ketonlarin ve keto esterlerin, immobilize havug hiicreleri ile
enantiyosec¢imli indirgenmesi

Substrat Uriin %ddniisiim %ee %verim
OH
).L,co:m AN ACOEr 100 98 38
1 (5)la
OH
\/ﬁ\/mzﬂ S~ COa B 100 90 50
2 (5)2a
[#} ?H
m\)!vco,m Cla A _-COaE
100 52 42

(R »3a
OH

o
100 95 35

(R }-4a

g
:
g
.,

100 99 63
OH
/@J\ ,@)\ 100 99 56
Cl 1
'] (5 )6a
(4] OH
/@,ﬂ\ /Q/'\ 100 98 56
Br Br
T (5)Ta
[4] OH
L% | M
8 (5 »Ba
9 (5 )%
1 T 57 96 30
S N g |
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B-keto esterleri (1-2), sirasiyla 98 ve % 90 ee ile hidroksi esterleri (S)-a ve (S)-2a
halinde elde etmislerdir. Benzer sekilde, 4-kloro-3-oksobutanoat (3) ile % 100
doniisime ulastiklarini, ancak {rtintin - Etil (R)-4-kloro-lhydroxybutanoate) (3a)
enantiomerik safliginin ,% 52 ee olarak elde edildigini belirtmislerdir. Aromatik a-keto
esterlerin (4), enantiyose¢imli biyoindirgenme tepkimelerini 24 saat iginde
tamamlayarak, % 95 ee ile hidroksi ester (R)-4a elde edildigini, aromatik keton olarak
kullanilan asetofenon ve tiirevlerinin ise (5-9), kiral alkollerine (5a-9a), % 96-99 ee ve

% 30-63 verim ile indirgendigini belirtmislerdir.
2.31.4 Mikroorganizmalarla gerceklestirilen calismalar
Kato vd. (2014), yapmis olduklar1 ¢alismada, serbest haldeki ve silika jel materyallere

tutuklanmig maya hiicrelerini kullanarak, asetofenon ve florlu tiirevlerinin asimetrik

indirgenmesini incelemislerdir (Sekil 2.45).

o) OH
| ) =
CH,4 Maya + Glikoz ©/\CH3
Asetofenon (R)-1-feniletanol

Sekil 2.47 Asetofenonun maya biyokatalizorliigiinde (R)-1-feniletanole indirgenmesi

Florlu ketonlar1 esterlerinden hazirlamiglardir. Tutuklanmis maya hiicrelerini 0.1 M,
pH=7 fosfat tamponunda siispanse ederek ve 0.5 mL metanolde ¢o6ziilmiis 5 mg keton
ile 50 mg D-glikozu tepkime ortamima eklemislerdir. Inkiibasyon kosullar1 120 rpm, 30
°C ve 2 giin olarak belirtilmistir. 0.5 g serbest maya hiicresini de ayn1 kosullarda inkiibe

ederek, kontrol parametresi olarak kullanmisglardir.
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Sekil 2.48 Tutuklanmig ve serbest maya hiicreleri biyokatalizorliigiinde asetofenon ve
florlu tiirevlerinin asimetrik indirgenmesi

Calismada asetofenonun serbest ve tutuklanmis maya hiicreleri ile % 100 ee elde
edildigi ve bununla beraber, ketondaki floriir sayisimin artisginin da aksine
enantiyose¢imliligi olumsuz etkiledigini gozlemislerdir. Bu sonucu, asetofenonun
floriirlii tiirevlerinin, mayadan elde edilen ADH enzimi i¢in dogal bir substrat olmadig1

temeline dayandirmislardir.

Adachi vd. (1997), tutuklanmis H. Capsulata hiicreleri ile asetofenonun asimetrik
indirgenmesini  farkli biyoreaktorler kullanarak incelemislerdir. Calismada enerji
kaynagi olarak glukoz kullanilarak enantiyosec¢imliligin tamamlandigini belirtmislerdir.
H. Capsulata hiicrelerini Yeast Extract-Peptone-Dextrose (YPD) ortaminda kiiltive
ettikten sonra %1 kalsiyum aljinat ile tutuklayarak, kesikli ve siirekli sitemde {iretim

performansini incelemislerdir.

Kesikli reaktorde baslangi¢ substrat ve enerji kaynagi derisimi etkisini belirlemislerdir.
Dolgulu yatak biyoreaktorde ise, 20 mM asetofenon, 20 mM glukoz ve ayarli tampon
ortamini ¢esitli akis hizlarinda kolona gondererek, (S)-1-feniletanoliin siirekli tiretimini
gerceklestirmiglerdir. Ayrica tutuklanmis hiicrelerin etkinlik katsayisini plug-flow

dizayn esitligini kullanarak belirlemislerdir.
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Calismada, Shallow-yatak biyoreaktdr kullanarak donlisim ve kalma siiresini

belirlemislerdir (Sekil 2.47).

> |l

| | 4 mmd

L .

Sekil 2.49 Shallow yatak reaktdriin boyutlari

Calismada, kesikli reaktorde, enerji kaynagi olarak glikozu (1:1) oranda kullanarak,

baslangi¢ substrat derisimini 30 mM, glukoz ve asetofenon molar oran1 2 mM, reaktor

performanst sonucu dolgulu yatak biyoreaktdrde % 77 doniisim ve shallow yatak

biyoreaktorde ise % 90 doniisiim, kalma siiresi 147 dk olarak belirlemiglerdir (Sekil

2.47).
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Sekil 2.50. a. 1- feniletanol tiretimi {izerine substrat derisiminin etkisi. Glukoz ve

asetofenon molar orani (1:1), Semboller: o, A, ¢, o siras1 ile 10, 20, 30,
40 mM baslangi¢ derisimi

b. Glukoz ve asetofenon molar orani. Semboller: 0, A, 0, 0, m, ®, Ave ¢
sirast ile 0.1, 0.2, 0.5, 1, 2, 3, 5 Glukoz/asetofenon molar orani

c. Kesikli ve dolgulu yatak performansinin karsilastirilmasi, Vg/V ve (1 —
€p) Z/ Uo, strast ile, kesikli reaktor i¢in reaksiyon siiresi ve sembolii (o),
dolgulu reaktor i¢in kalma siiresi ve sembolii(A)

Ribeiro vd. (2011), yapmis olduklari ¢aligmada, farkli mikroorganizmalar kullanarak, 4-
bromoasetofenonu, (S)-4-bromofeniletanol ve (R)-4- bromofeniletanole

indirgemislerdir.
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Sekil 2.51 4-bromoasetofenonun indirgenmesi

Kullanilan mikroorganizmalar ¢izelge 2.20’de gosterilmistir.

Cizelge 2.20 4-bromoasetofenonun indirgenmesi

Mikroorganizma Vs Yoee Konfigiirasyon
K. marxianus 13.2 51 (R)
Hansenula sp. 6 84 (R)
Pichia sp. 64.5 898 (S)
C. candidum 91.9 974 (R)
Candida sp. 59.1 538 (R)
A niger 98.9 >99 (R)
M. ramannianus >99 20 ()
T. harzianum 98.5 98 (R)
S. cerevisiae 40 6 93.2 (S)
S. cerevisiae 60 35 >99 (S)
S. cerevisiae 80 0 0 -
P. chrysosporium 13.2 316 (R)
R. rubra 96.1 98.8 (S)
R. minuta 99.3 98.2 (S)

Geotrichum candidum, Aspergillus niger ve Trichoderma harzianum ile yiiksek ee ve
doniisimde (R)-enantiyomeri, Rhodotorula rubra ve Rhodotorula minuta ile (S)-
enantiyomeri elde ettiklerini belirtmiglerdir. Secilen dort mikroorganizma ile reaksiyon
stiresi etkisi incelenmistir. Cizelge 2.21°e gore, tiim mikroorganizmalarda 10 saatte

yiiksek doniisiim ve ee elde edilmistir.

104



Cizelge 2.21 4-bromoasetofenonun indirgenmesi lizerine reaksiyon etkisi

Mikroorganizma Reaksiyon stiresi(h) %c Yoee
A. niger 5 799 953
10 91.1 98.2
15 94.2 974
20 834 95.6
G. candidum L 95.7 812
10 98.9 >99
15 99.1 >99
20 98.2 98
R. minuta 5 744 97.6
10 96.8 98.4
15 98.9 98
20 98 98
R. rubra 5 489 >99
10 944 >99
15 99.2 97.4
20 97.8 >99

Calismada, (S)-4-bromophenylethanol elde etmek icin reaksiyon kosullar1 faktoriyel
dizayn ile optimize edilmistir. Mikroorganizma olarak, (S)-enantiyomeri elde edilen %
96 verim ve % 98.8 ee ile R. Rubra ve (R)-enantiyomeri elde edilen % 91.9 verim ve %

97.4 ee ile Geotrichum candidum segilmistir. Sonuglar ¢izelge 2.22°de gosterilmistir.

Cizelge 2.22 4-bromoasetofenonun, G. candidum ile (R)-4-bromofeniletanole

indirgenmesi
Faktorler Cevap(20h)
Hiicre S(g/L) pH Glukoz(g/L) MgCl,(g/L) %doniisim | Y%ee
(gdwi/L)
4 1 4 30 0 99,4 >99
4 1 6 50 1 98,7 >99
4 3 4 50 1 40,4 30,4
4 3 6 30 0 63,2 20,6
12 1 4 30 1 99,4 >99
12 1 6 50 0 99,6 >99
12 3 4 50 0 94,5 45,6
12 3 6 30 1 80 46,2
8 15 5 40 0,5 89,9 76,6
8 15 5 40 0,5 92 49
8 15 5 40 0,5 89,4 82

Inkiibasyon kosullart: 30 °C, 150 rpm, 20 h.
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Ribeiro vd. (2011), substrat derisiminin enantiyose¢imlilige negatif etkisi gozlenirken,
diger degiskenlerin cevap {lizerine etkisiz oldugunu ve G. Candidum ile indirgenme
reaksiyonu i¢in optimum kosullari, 1 g/L substrat derisimi, 4.0 gdw/L hiicre derisimi, 30
g/L glukoz derisimi, pH=5 olarak belirtmislerdir ayrica bu kosullar altinda % 98

dontigiim ve % ee > 99 elde etmislerdir.

Cizelge 2.23 4-bromoasetofenonun, R. Rubra ile (R)-4-bromofeniletanole indirgenmesi

Faktorler Cevap(20h)
Hiicre S(g/L) pH Glukoz(g/L) | MgCly(g/L) | %déniisim | %ee
(gdw/L)

4 1 4 30 0 47,2 >99
4 1 6 50 1 48,6 >09
4 3 4 50 1 26,4 >09
4 3 6 30 0 27,9 >09
12 1 4 30 1 97,4 >99
12 1 6 50 0 96,9 >09
12 3 4 50 0 49,5 >09
12 3 6 30 1 52,8 >09
8 1,5 5 40 0,5 55,4 >09
8 15 5 40 0,5 51,9 >09
8 15 5 40 0,5 52,2 >09

Inkiibasyon kosullart: 30 °C, 150 rpm, 20 h.

Cizelge 2.23’e gore yiiksek doniisiimlere % doniisiim > 96.9, maksimum hiicre derisimi
ve minimum substrat derisimi degerlerinde ulasilmistir. Cizelgeye gore hiicre
derisiminin olumlu etkisi gozlenirken, substrat derisimi ve onun hiicre derisimi ile olan
interaksiyon etkisinin olumsuz etkiledigini, optimum kosullarin, 1 g/L substrat derisimi,
12 gdw/L hiicre derisimi, 30 g/L glukoz derisimi, pH=5 olarak belirtmislerdir ayrica bu

kosullar altinda % doniisiim 97.6 ve % ee > 98.8 elde etmislerdir.
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Banerjee vd. (2007), tutuklanmis Candida viswanathii hiicrelerini kullanarak, ketonlarin

enantiyose¢imli indirgenmesini incelemislerdir.

CH;C=0

= Candida viswanathii

AN

S-(1)-(Naftiletanol)

1-Asetonafton

Sekil 2.52 Asetonaftonun, S-(1)-(Naftiletanole) biyokatalitik indirgenmesi

Asetonaftonun Candida viswanathii hiicrelerini kullanarak enantiyose¢imli olarak
indirgenmesi ile elde edilen S-(1)-Naftiletanoliin, HMG Co-A reduktoz inhibitériiniin
sentezi i¢in 6nemli bir ara {iriin oldugunu belirtmislerdir. Calismada, kalsiyum aljinatin
(% 1.5, w/ v) en 1yl immobilizasyon verimine sahip oldugu ve reaksiyon ortami olarak
denenmis ¢esitli organik coziiciiler ile iyonik sivilar arasinda, izopropanoliin 1limlt bir
doniisiim ile en iyi enantiyose¢imliligi ulastigini belirlemislerdir. Ayrica, immobilize
hiicreler ile (50 mM, pH 9 Tris tamponu i¢inde 100 mg/ml), 0.2 mg/mL substrat
derisimi ve 30 °C’de en iyi sonuglarmn elde edildigini agiklamislardir. Reaksiyonun 12.
dongiisiinden sonra, serbest hiicrelere kiyasla immobilize hiicrelerin biyoindirgenme
verimliliginde 6nemli bir azalma gdzlememislerdir. Biyoindirgenme sistemini optimize
etmek icin substrat derisimi, sicaklik, pH ve reaksiyon siiresi gibi etkileri

incelemislerdir.
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Sekil 2.53. a. Doniislim ve enantiyomerik asirilik iizerine reaksiyon sicaklig etkisi
[reaksiyon sicakligi araligi; 25 — 60 °C, 200 rpm ve 24 h.]
b. Doniisiim ve enantiyomerik asirilik iizerine reaksiyon siiresi etkisi

[tutuklanmig C. viswanathii hiicre derisimi; 100 mg/mL, 30 °C ve 200 rpm]
C. Dontisiim ve enantiyomerik asirilik tizerine pH etkisi [pH araligi; 6-10,
tutuklanmig C. viswanathii hiicre derisimi; 100 mg/mL, 30 °C, 200 rpm]
d. Doniigiim ve enantiyomerik asirilik tizerine substrat derigimi etkisi
[substrat derisimi araligi; 0,1-0,5 mg/mL, 30 °C, 200 rpm, 24h ]

Biyoindirgenme deneyleri sonucunda; reaksiyon siiresi 24 h (% 64 doniisim ve % ee >
99), reaksiyon pH’s1 9 (% 57 doniisiim ve % ee > 99), reaksiyon sicakligi 30 °C (% 60 ve
% ee > 99) ve substrat derisimi 0.2 mg/mL (%64 doniisiim ve % ee > 99) olarak elde

edildigini belirtmislerdir.
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Ayni ¢aligmada, tutuklanmis hiicre derisimi etkisi, farkli tutuklama matrisi etkisi ve

boncuk ¢api etkisini incelemislerdir.

a) b)
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Sekil 2.54. a. Doniisiim ve enantiyomerik asirilik iizerine hiicre derisimi etkisi. [hiicre
derigimi aralig; 25 — 150 mg/mL, 200 rpm ve 24 h.]
b. Doniisiim ve enantiyomerik asirilik iizerine boncuk ¢api etkisi. [0.18,
0.24, 0.32 ve 0.38 cm, 30 °C ve 200 rpm]
C. DOniistim iizerine farkli tutuklama matrisi etkisi

Déntisim (%)
& 8

n
o

Tutuklama etkinligi (%)

Tutuklanmig Candida viswanathii hiicreleri ile yapilan doniisiim ve enantiyomerik
asirilik iizerine hiicre derisimi etkisi deneylerinde, 100 mg/mL derisim iizerinde hiicrede
sizdirma gerceklestigini, boncuk ¢apinin 0.18 cm iizerinde oldugu durumda, substratin

kiitle aktariminda sinirlamalarin daha az olmasi nedeniyle yiiksek doniisiim (%56
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dontisim ve % > 99 ee) elde edildigini ve tutuklama matrisi olarak % 2 (w/v) aljinatin

tutuklama veriminin daha yiiksek (% 80) oldugunu belirtmislerdir.

Aym ¢alisgmada organik ¢oziicii olarak, benzen (Log P 2.02), dioksan (Log P 0.39),
hegzan (Log P 3.9), IPA (Log P 2.14), THF (Log P 0.526), piridin (Log P 0.77), DMF
(Log P -0.87), DMSO (Log P -2.03) ve etanol (Log P -0.8) kullanilarak reaksiyon
gergeklestirilmistir.

Cizelge 2.24 Organik ¢6ziicii varliginda biyotransformasyon (%10 (v/v))

Organik ¢o6ziicii %doniisiim %ee
Benzene 28 —
Dioxane 30 -
Hexane 50 62
IPA 39 90
THF 6 -
Pyridine 5 -
DMF 18 -
DMSO 16 -
Ethanol 28 65

Banerjee vd. (2007), ¢oziiciilerin, hem donilisiim hem de enantiyomerik asirilik degerini
ciddi sekilde etkiledigini belirterek, Coziiciilerin hidrofobikliklerini tanimlayan Log P
yani 1-oktanol ve su igerisindeki dagilma katsayilarinin enzim aktivitesi tizerine etkisi
oldugu belirtilmektedir. Log P degerinin, ¢dzelti polaritesinin niceliksel gostergesi
olarak kullanildigin1 ve Log P degeri >2 olan organik ¢oziiciilerde diisiik doniisiim ve ee
elde edilirken, 2> Log P >4 olan organik ¢oziiciilerde ise nispeten daha iyi sonuglar ele
edildigini vurgulamislardir. Bu durumun ayrica, organik ¢oziiciilerinin ilk eylemlerinin,

hiicre membrani oldugunun gostergesi olabilecegini savunmuslardir.

Ayni caligmada serbest ve tutuklanmis hiicrelerin tekrar kullanilabilirligi incelenmistir

(Sekil 2.53).

110



80 - ——f— Donusum (%) serbest hiicre

— Dontisim (%) Tutuklanmis hiicre

Déniisiim (%)

Déngi sayist

Sekil 2.55 Serbest ve tutuklanmuis hiicrelerle tekrar kullanilabilirlik

Calismada, serbest hiicrelerin de tutuklanmis hiicreler gibi biyoindirgenme i¢in tekrar
tekrar kullanildigin1 ve baslangicta, beklendigi gibi serbest hiicrelerin daha yiiksek
dontisim gosterdigini fakat 3. dongiiden itibaren tutuklanmis hiicrelerin gosterdigi
donlisim miktarinin daha yiiksek oldugunu ayrica, 9. dongiiden sonra tutuklanmis
hiicrelere gore, serbest hiicrelerin verdigi donilistimiin ihmal edilebilecegini ifade

etmislerdir.

Literatiir degerlendirmesi sonuglarina gore, enantiyose¢imli biyoindirgenme tepkimesi
lizerine yapilan caligmalarda, farkli model substrat ve farkli biyokatalizor etkisi ile
reaksiyon sicakligr etkisi iizerinde durulmaktadir. Fakat substrat derisimi, biyokatalizr
derisimi, tutuklama islemi, reaktor tipi etkisi ve kinetik caligmalara yer verilmedigi,
liretim verimini arttirmak ve isletme parametrelerini optimize etmek i¢in calisma
olmadig1 goriilmektedir. Siirekli sistemde, daha kisa tepkime siirelerinde, istenilen
dontigiime ulasilabilmektedir. Ayrica, tutuklanmis bitki hiicrelerinin kullanildigir ve
stirekli isletilen sistemde asetofenonun indirgenmesi, elde edilecek veriler 1s18inda
kinetik c¢alismalar ve verilerin optimizasyonu bu c¢alisma kapsaminda ilk kez

gerceklestirilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Bu arastirmada substrat olarak kullanilan asetofenon ve elde edilen iiriin feniletanoliin
saf enantiyomerleri olan (R)-1-feniletanol ve (S)-1-feniletanol Aldrich’ten temin
edilmistir. Fiziksel 6zellikleri EK 1°de verilmistir. Feniletanol tiretiminde biyokatalizr

olarak kullanilan sebze ve meyveler yerel marketlerden temin edilmistir.

Coziicii olarak kullanilan metil tersiyer biitil eter, dimetil siilfoksit ayrica HPLC
analizinde kullanilan yiiksek safliktaki hegzan ve 2-propanol de Merck’ten temin

edilmistir.

3.2 Yontem

3.2.1 Kalibrasyon grafigi

Substrat olarak segilen asetofenon ve (R)-1-feniletanol ve (S)-1-feniletanol i¢in uygun

derigim araligin1 belirlemek amaciyla kalibrasyon grafigi ¢izilmistir (EK 2).

3.2.2 Enzim aktivitesi

Aktivite tayinlerinde genellikle ya kaybolan substrat miktari veya meydana gelen tiriin
miktar tayin edilerek enzimlerin aktiviteleri 6l¢iiliir. Enzim aktivite tayininde yontem
secerken pratik olusuna ve kisa siirede yapilisina, ayrica hassas olusuna da 6zen

gostermek gerekir.

Karbonil grubunu indirgeyebilmek i¢in ADH enzim kaynagi olarak gesitli meyve ve
sebzeler kullanilmigtir. Alkol dehidrojenazlar kofaktore ihtiya¢ duyar ve kofaktorler
oldukca pahali maddelerdir. Tepkime ilerledik¢e ortamdaki kofaktor tiikkeneceginden ve
kofaktorler pahali olduklarindan, saf enzimler yerine bitkileri, alkol dehidrojenaz
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kaynagi olarak kullanmak daha ekonomiktir. Bitki hiicresinde bulunan GDH enzimi ve

glikoz molekiilii kofaktdr rejenerasyonunu saglayabilir.

R.__R'
I{ MNADH D-Glukanik asit
\V4 N
ADH | Bithi hiicrelent ,Iu "]'-. GDH | Fitki hticreleri
R._R R__F /N NAD* /N D-Glukoz
o4 om

Sekil 3.1 Asetofenonun bitki hiicreleri biyokatalizorliiglinde indirgenmesi

Farkli bitkilerin (havug, liyofilize havug, patates, iiziim, turp) hiicre i¢i enzim olan ve
sekildeki tepkimeyi katalizleyen ADH aktiviteleri etil alkoliin yiikseltgenme
tepkimesiyle olusan B-NADH’in UV spektrofotometresinde 340 nm dalga boyunda

absorbansta neden oldugu artis 6lgiilerek analizlenmistir (Cizelge 3.1).

ADH
Etanol + B-NAD — Asetaldehit + B-NADH (3.1)

Cizelge 3.1 ADH deneyi analizleri sirasinda kullanilan 6rnek ve kor ¢ozeltileri

Ornek Kor

50uL etanol ¢ozeltisi 50uL etanol ¢ozeltisi
(son derigimi ) (son derigimi )

1 mL distile su 1 mL distile su

1.25 mL B-NAD ¢ozeltisi 1.25 mL B-NAD ¢ozeltisi
(son derisimi ) (son derisimi )

200 pL Havug 200 pL distile su

Toplam hacim:2.5 mL Toplam hacim:2.5 mL
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Cizelge 3.1°de gosterilen yontem sonucunda yapilan analizler sonucunda Esitlik 3.2 ile

ADH enzimi i¢in aktivite degerleri hesaplanmistir.

Aktivite U/L = AAbs/dak x (VT X 1000)/(g X Vs X b) (3.2)

3.3 Biyoindirgenme Deneyleri

Biyoindirgenme deneyleri kesikli ve siirekli sistemde gergeklestirilmistir. Deneyler,
kesikli biyoreaktorlerde, biyokatalizér olarak taze havug, liyofilize havug, tutuklanmis
taze havug ve tutuklanmis liyofilize havug, siirekli biyoreaktdrde ise tutuklanmis taze

havug hiicreleri kullanilarak gerceklestirilmistir.

Kesikli ortamda yapilan iiretimde, biyokatalizor olarak taze havug, liyofilize havug,
tutuklanmis taze havug Ve tutuklanmig liyofilize havug kullanilarak biyotransformasyon

verimi lizerine incelenen parametrelerin bazilari agagida siralanmaistir;

Baslangic substrat derigimi

Biyotepkime siiresi

Hiicre derisimi

Ortam pH’1

Sicaklik

Biyokatalizoriin (taze havug) tekrar kullanilabilirligi
Kofaktor rejenerasyonu

Aljinat derisimi

© ©o N o g b~ w D

Tutuklanmis (taze havug) biyokatalizor ¢ap1

10. Tutuklanms hiicrelerin tekrar kullanilabilirligi incelenmistir.
3.3.1 Kesikli sistemde serbest biyokatalizor ile biyoindirgenme
Kesikli ortamda parametre etkileri incelenirken, substrat olarak asetofenon,
biyokatalizor olarak faze havug ve liyofilize havug, tampon ortami olarak sodyum fosfat

ve organik ¢oziicii kullanilmistir. Tepkimeler, 80 mL’lik biyoreaktorlerde, 50 mL
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calisma hacminde sabit sicaklik ve karistirma hizi kontrollii orbital calkalayicilarda

gerceklestirilmistir.

3.3.2 Taze ve liyofilize havucun hazirlanmasi

Taze havuc¢ marketten satin alinip, ¢iiriik ve yapist bozuk olanlar ayiklanmis ve suyla
yikanarak temizlenmistir. Temizleme isleminden sonra havuclar delik ¢ap1 < 1 mm

olan rende ile kiigtiltilmiistiir.

Liyofilize havug elde etmek i¢in kurutma islemi Oncesi, i¢indeki suyu buz olarak
baglayabilmek i¢in derin dondurucuya (-40 °C) konmus ve dondurulmustur. Belli bir
miktar taze havu¢ 0.024 mbar ve -50 °C’de 24 h dondurularak kurutulmus ve sonug

olarak liyofilize havug elde edilmistir.

3.3.3 Kofaktor rejenerasyonu

Dort farkli  kosubstrat (glikoz, friikktoz, sorbose, mannitol) esliginde kofaktor
rejenerasyonu i¢in deneyler yapilarak, bitki biyokatalizorii liyofilize havug igin
kofaktor ihtiyact incelenmistir. Calismada, her bir kofaktor oncelikle 110 mM olarak
tepkime ortamina ilave edilmistir. Sonra glikoz ile kofaktdr rejenerasyonu igin, tepkime

ortamina farkli miktarlarda glikoz (55-222 mM) ilave edilmistir.

3.3.4 Kesikli sistemde tutuklanmis hiicreler ile biyoindirgenme

Kesikli ortamda parametre etkileri incelenirken, substrat olarak asetofenon,
biyokatalizor olarak Ca-aljinata tutuklanmis taze havug ve liyofilize havug, tampon

ortam1 olarak sodyum fosfat, tutuklu havu¢ hiicrelerinin yapisinin dagilmamasi i¢in

CaCl; ve ¢oziicii olarak MTBE (metil tersiyer biitil eter) kullanilmigtir.
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3.3.4.1 Tutuklama yontemi

Ca-aljinatta tutuklama yontemi basitligi ve biyokatalizore zarar vermemesi sebebiyle
bakteri, maya, kiif hiicrelerinin, enzim komplekslerinin ve bitki hiicrelerinin
immobilizasyonunda basar1 ile kullanildigindan dolay1 tercih edilmistir. Dayanak
maddesi igerisine hapsetme ile tutuklama yonteminde, enzim veya hiicreler dayanak
maddesine direkt olarak baglanma yerine polimer matriksi igerisine hapsedilirler. Bu
yontemde biyokatalizor bir membranin arkasinda veya bir jel yapinin igerisinde
tutuklanir. Tutuklama, biyokatalizoriin bir monemer ¢ozeltisine karistirilip, kimyasal bir
reaksiyon veya sicaklik degisikligi ile polimerizasyonu, bir membranin arkasina
hapsedilmesi ile veya onceden olusturulan bir polimerin jellesmesi ile gergeklestirilir.
Polimer icgerisinde hapsetme ile immobilizasyon diger yontemlere goére daha ilimh
kosullarin kullanildig1 ve hiicrelere en az zarar veren yontem oldugu i¢in hiicrelerin
immobilizasyonunda en ¢ok kullanilan yontemdir. Tutuklama i¢in en ¢ok kullanilan
polimerler olan kalsiyum aljinat, kapa karagenan, poliakrilamit, agar disinda agaroz,
jelatin, seliiloz tiirevleri, kollagen gibi maddelerle de ¢alismalar yapilmistir (Cheetham

1983, Rosevear 1984, Rosevear vd.1987).

3.3.4.2 Kalsiyum aljinat derisimi

Kalsiyum aljinat jelinin dayanikliligini etkileyen baslica faktorler aljinatin tipi, polimer
konsantrasyonu ve CaCl, ¢ozeltisinin konsantrasyonudur. Jelin pargalanip ¢oziilmesi
substrat ¢ozeltisine Ca* ilavesi ile engellenebilir (Cheetham vd.. 1979). Tutuklu
hiicrenin yapisinin dagilmamasi i¢in, tampon ortamina, 0.05 M CaCl, eklenmistir.

Aljinat derisimi 1, 1.5, 2 (w/v) olacak sekilde hazirlanmistir.

3.3.4.3 Pelletlerin olusturulmasi

Hiicreler, Ca-alginat jeline tutuklandiginda; % 2 (w/v)’lik alginat ¢ozeltisi, saf suda
coziilerek hazirlanmis ve steril edilmistir (121 °C 10 dk) sonra igerisine istenilen

oranda Ornegin; taze havuc¢ i¢in (10 g), 100 mL alginat cozeltisine eklenerek

homojenlik saglanincaya kadar karistirilmistir. Hiicre ve alginat karisimi devamli
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karigtirilarak 0.3 M CaCl, ¢ozeltisine oda sicakliginda 2 mL’lik siringa kullanilarak

damlatilmistir. Tiim bu islemler steril kabin igerisinde gerceklestirilmistir.

Tutuklanmig hiicre iceren alginat jeli taneciklerinin tam olarak olgunlasmasi i¢in 2 saat
0.2 M CaCl, ¢ozeltisinde bekletilmistir. Pelletler daha sonra kullanilmak iizere
siiziilerek 0.27 M CaCl; ¢ozeltisine alinmis ve +4 °C’de saklanmustir. 2, 2.4 mm capinda
tutuklanmis hiicreleri igeren boncuklar elde edilmistir. Boncuklarin ¢apini belirlemek
icin gelisigiizel 20 boncuk secilmis ve ¢aplari mikrometre (NSK micrometer)

kullanilarak ol¢tilmiistiir.

Sekil 3.2 Tutuklama yontemi deney sistemi

3.3.5 Kesikli sistemde etkin difiizyon katsayisinin belirlenmesi

Tutuklanmig enzimler, serbest ¢oziinen enzimlerde olmayan yeni bir probleme neden
olabilir. Bu problemler, biiyiik partikiil biiyiikliigiindeki enzimlerden kaynaklanan kiitle
aktarim direngleridir. Tutuklanmis enzim, partikiil yiizeyine tutuklanmis ve sadece sivi

y1gmindan reaksiyonun gerceklestigi partikiil yiizeyine kiitle aktarimi s6z konusu ise dis
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kiitle aktarimi, kopolimerizasyon veya mikroenkapsiilasyon ile tutuklaniyorsa, partikiil

ici kiitle aktarim direngleri gerceklesir.

Partikiil i¢i kiitle aktarim direncinin ve partikiil dis1 film kiitle aktarim katsayinin
degisen hidrodinamik sartlar ve konsantrasyon degerlerine gore tepkimeyi nasil
etkilediklerinin incelenmesi ve hakim direncin hangisi oldugunun belirlenmesi

amagclanmustir.

Di1s yaymim kiitle aktarim direnglerinin tepkime {izerine etkisi anlamak i¢in, 100, 150
ve 170 rpm karistirma hizinda, aljinata tutuklanmis taze havug ile Kkesikli sistemde

deneyler yapilarak baslangic¢ tepkime hizlar1 hesaplanmistir.

Ic yaymmm kiitle aktarim direnglerinin tepkime iizerine etkisi anlamak icin ise taze
havu¢ ve farkli ¢aplarda tutuklanmis taze havug ile kesikli biyoreaktorde deneyler

yapilarak, tepkime hizlar1 belirlenmistir.

Deneyler, 1, 1.5, 2 ve 4 mM baslangi¢c substrat derisiminde gergeklestirilmistir.
Biyoindirgenme tepkimeleri, 0.01 M CaCl; igeren pH 7.6 tris tamponunda, 50 mL
calisma hacminde, 33 °C ve 170 rpm karistirma hizinda, sicaklik kontrdllii orbital

calkayicilarda gerceklestirilmistir.

Michaelis-Menten kinetik sabitleri igin, Lineweaver-Burk grafigi dogrusallagtirmasi
yapilmustir. 1/ -1/Cs, degisimi grafige gegirilerek, serbest hiicre i¢in gerg¢ek kinetik
sabitler ve tutuklanmis hiicre i¢in gozlenen kinetik sabitler Ky gs, V€ Imaksgsz> Sirasiyla
egim ve kaymadan hesaplanmigstir.

Kiitle aktarim hizinin toplam reaksiyon prosesi lizerine etkisini ortaya koymak amaciyla
etkinlik katsayisi, m=(goriinlir reaksiyon hiz1) / (kiitle aktarim direnci olmadigi
durumdaki reaksiyon hizi) olarak tanimlanmaktadir. Ornegin; etkinlik katsayisinin
birden kiicik oldugu durumda, kiitle aktarim direnglerinin, katalizOrlin gOriiniir

aktivitesini azalttif1 yonde davrandigi ileri siirtilebilir.
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3.3.6 Cevap yiizey yontemi ile biyoindirgemenin optimizasyonu

Cevap ylzey yontemi (CYY) (Response surface methodology), proseslerin
gelistirilmesi ve optimizasyonu igin gerekli matematiksel ve istatistiksel tekniklerin bir
arada kullanildig1 bir yontemdir. Bu yontem ile parametrelerin prosese olan etkileri
incelenmekte ve bu parametrelerin optimum seviyeleri belirlenmektedir. CYY hem
endiistriyel hem de laboratuar 6lgekli caligmalarda bilim arastirmacilar1 tarafindan son
zamanlarda olduk¢a sik kullanilan bir yontemdir. Bu yontem matematiksel ve
istatistiksel verileri bir arada degerlendiren bir algoritmaya sahiptir. Endiistriyel alanda
bir¢ok kullanim alani olmakla beraber, literatiir ¢calismalarinda optimum deney sartlarini
belirlemede son zamanlarda sik¢a kullanilmaktadir (Myers ve Montogomery, 1995;
Sahan vd.. 2010).

Yontemin uygulanmasi, yapilan deneylerde kullanilan bagimsiz degiskenlerden elde
edilen cevaplara dayanmaktadir. Bu yontem, uygun deneysel tasarimdan elde edilen
nicel veriler ile c¢ok faktorlii modellerin olusturulmasi ve benzer sekilde
¢oziimlenmesinde kullanilir. Cevap yiizeyi olarak grafik seklinde sunulabilen bu
modeller; farkli faktorlerin cevabi nasil etkilediginin belirlenmesinde, degiskenler
arasindaki iliskiyi agiklamakta ve cevap yiizeyinin tim faktorlerinin birlesik etkisini

ortaya ¢ikarmakta kullanilir.
Bagimsiz degiskenler; substrat derisimi, liyofilize havug i¢in biyokatalizér derisimi,
karistirma hiz1 ve tepkime siiresi, cevap degiskeni ise iirlin olarak elde edilen (S)-1-

feniletanol derisimi olarak belirlenmistir.

Cizelge 3.2 Merkez Tiimlesik Tasarim (CCD) i¢in kullanilan bagimsiz degiskenler

Bagimsiz degiskenler Birimler -1 Seviye +1 Seviye
Hiicre derisimi, (Cpy) g/L 10 50
Karigtirma hizi, (N) rpm 100 200
Reaksiyon siiresi, (t) h 12 96
Substrat derisimi, (Csp) mM 0.1 2
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Yanit ve bagimsiz degiskenlerin birbirleriyle olan iligkilerine gore farkli faktor
seviyelerinin kombinasyonlarinin olusturulmasinda Design-Expert® 8.0.7.1 programi

kullanilmustir.

Liyofilize havug ile asetofenonun biyoindirgenmesinde en uygun kosullart belirlemek
icin yapilan deneyler, 80 mL’lik biyoreaktorlerde, 50 mL ¢aligma hacminde, pH=7
fosfat tamponunda, 33 °C sabit sicaklik ve 150 rpm Karistirma hizi kontrollii orbital

calkalayicilarda gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.3 Merkez Tiimlesik Tasarim (CCD) igin deneysel matris

Deney A:Cy B:karistirma Cit D:Cg
g/L rpm h mM
1 10.00 100.00 96.00 2.00
2 30.00 150.00 100.20 1.05
3 30.00 205.00 54.00 1.05
4 10.00 200.00 96.00 2.00
5 30.00 150.00 54.00 1.05
6 30.00 150.00 54.00 1.05
7 10.00 100.00 96.00 0.10
8 50.00 100.00 96.00 2.00
9 50.00 200.00 12.00 0.10
10 50.00 100.00 12.00 2.00
11 10.00 200.00 96.00 0.10
12 30.00 150.00 54.00 1.05
13 10.00 200.00 12.00 2.00
14 50.00 100.00 96.00 0.10
15 52.00 150.00 54.00 1.05
16 50.00 200.00 12.00 2.00
17 10.00 200.00 12.00 0.10
18 50.00 100.00 12.00 0.10
19 30.00 150.00 54.00 1.05
20 8.00 150.00 54.00 1.05
21 50.00 200.00 96.00 2.00
22 10.00 100.00 12.00 0.10
23 30.00 150.00 54.00 2.09
24 50.00 200.00 96.00 0.10
25 30.00 150.00 7.80 1.05
26 30.00 150.00 54.00 0.01
27 30.00 150.00 54.00 1.05
28 10.00 100.00 12.00 2.00
29 30.00 150.00 54.00 1.05
30 30.00 95.00 54.00 1.05
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3.3.7 Siirekli sistemde dolgulu kolon biyoreaktorde tutuklanmis hiicreler ile
biyoindirgenme

Siirekli sistemde gergeklestirilen biyoindirgenme deneyleri, g¢evresinde 1s1 aktarim
ceketi bulunan dolgulu kolon biyoreaktorde gerceklestirilmistir. Deney diizenegi sekil
3.3°de verilmistir. Kolon 1.7 cm i¢ ¢apinda ve 27 cm dolgu yiiksekligindeki pyrex
camdan yapilmistir. Sisteme besleme girisi, peristaltik pompa ile kolonun altindan
yapilmaktadir. Is1 aktarimi, sabit sicakliktaki su banyosu yardimi ile ceketten

saglanmaktadir. Ornekler ise dolgulu yatagin hemen iizerinden alinmaktadir.

|

Ceket |—p Uriin toplama

Surkdilatér

EBesleme tank

RS
|

L o
®

Peristaltil: Pompa

Sekil 3.3 Siirekli sistem deney diizenegi

Dolgulu kolon biyoreaktorde, tutuklanmis taze havug hiicrelerindeki enzimin (ADH)
maksimum enantiyosegimlilik ve enantiyomerik asirilik degeri verdigi kosullar tespit
amaciyla, akis hizi, kolonda kalma siiresi, substrat derisimi gibi degisik parametreler
incelenmistir. Calismaya baglamadan oOnce tutuklanmis taze havug hiicreleri kolona
doldurulmus ve ¢alisma 6ncesi kolonun gozenekliligine bakilmistir. Kolon gozenekliligi
tespit edildikten sonra farkli akig hizlar ile organik ¢oziiclide ¢oziilmiis substrat, 0.05 M
CaCl;, ve pH 7.6 Tris tamponu igeren besleme ¢ozeltisi kolona gonderilerek, saat basi

alinan 6rnekler HPLC analizi i¢in hazirlanmistir.

121



3.3.8 Kolon gozenekliligi ve kalma siiresinin belirlenmesi

Dolgulu kolon biyoreaktorde calismaya baslamadan oOnce kolon godzenekliligine
bakilmistir. Bu amagla kolon i¢indeki bos hacim 61 mL olarak ol¢iilmistiir. Hacmi belli
olan kolon ig¢ine, kati (tutuklanmis taze havug) doldurulduktan sonra, i¢ine hizli bir
sekilde su bosaltilmistir. Tutuklanmis havuglarin iizerine biriken su hacmi yani tepkime

hacmi 20 mL olarak ol¢iilmistiir. Kat1 hacmi ise bu durumda 41 mL olacaktir.

,_Vo-Vk _61-41
Vo 61

=0.33 (3.3)

Kolon gozenekliligi tespit edildikten sonra Esitlik 3.4 ile tepkime hacmi (V) bulunmus
ve bu deger yardimiyla kalma stiresi hesaplanmistir (Esitlik 3.5).
V =Voxeg =61x0.33=20 mL (3.4)

=V/Q (3.5)

3.3.9 HPLC analizleri

Tepkime iiriinleri ve substrat analizleri i¢in hazirlanan ornekler, Spectra SYSTEM
HPLC sekil 3.4 cihazinda, Chiralcell OB kolonu (4.6 mm x 50 mm, Daicel Chemical
Ind. Ltd. France) UV dedektor ile kiral kolonda, ¢izelgede gosterilen analiz kosullari ile

gergeklestirilmistir.

Sekil 3.4 HPLC sistemi
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Cizelge 3.4 HPLC analiz kosullar

Coziicii Akis Enjeksiyon | Kolon UV Dedektor

Hiz1 Hacmi Sicakligi | Dalga Boyu
n-hegzan/2-propanol: | 0,8 ml/dk | 10 pL 30°C 254 nm
95/5

Cizelge 3.4’de gosterilen kosullara gore gergeklestirilen analiz sonuglarina bagli olarak
enantiyomerik asirilik ve doniisiim degerleri hesaplanmistir. HPLC analizleri sonucu
tim deneylerde (S)-enantiyomerinin olustugu saptanmistir. Analizlerde Chiralcel OB
kolonunda ¢alisilan kosullarda asetofenonun kolonda kalma siiresi 13-15 dk, (S)-1-
feniletanol 8-10 dk ve (R)-1-feniletanol 11-13 dk dir. Ornek bir kromatogram EK 3’de

verilmigtir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu calismada, ilag sanayi i¢in onemli girdiler olan enantiyomerik saflikta (S)-1-
feniletanol tiretimi igin 6ncelikle uygun biyokatalizor se¢imi gergeklestirildikten sonra
asetofenondan (S)-1-feniletanol {iretimi tepkimesi, kesikli ve siirekli sistemde

gerceklestirilmistir.
4.1 Enzim Aktivitesi Tayini

Karbonil grubunu indirgeyebilmek amaciyla ADH enzim kaynagi olarak kullanilan
cesitli meyve ve sebzelerin (taze havug, liyofilize havug, patates, turp, liziim) aktiviteleri
incelenmistir. Bunun i¢in Boliim 3.2°de anlatilan spektrofotometrik yontem kullanilarak
taze bitkilerden havug (D.carota) i¢in absorbansin zaman ile degisimi izlenmis ve sekil
4.1 elde edilmistir. Grafiklerin baslangi¢ absorbans artis hizlarindan yararlanarak Boliim
3.2°de verilen esitlik ile hesaplanan ADH aktiviteleri sekil 4.2°de verilmistir. Ornek bir

hesaplama ve diger bitkiler i¢in absorbansin zamanla degisimi EK 4’te verilmistir.

0.9
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-
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0®

0 500 1000 1500 2000 2500 3000
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Sekil 4.1 D.carota(Havug) biyokatalizorii i¢in zamana karsi absorbans degisimi (V=2,5
ML, Cetanoi=20 mM, B-NAD=20 mM, D.carota= 200 pl, T=33°C, pH=7 fosfat
tamponu, A=340 nm)
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Sekil 4.2 Farkl1 biyokatalizorlerin ADH aktivitesi

Sekil 4.2°den de goriildiigi gibi D. Carota, liyofilize D. Carota, Solanum tuberosum,
Raphanus sativus, Vitaceae biyokatalizorlerinin ADH enzimi aktiviteleri sirasi ile 16,
10, 6, 9 ve 2 U/L olarak bulunmustur.

Farkli biyokatalizorler ile yapilan aktivite tayini sonucunda en yiiksek aktivitenin taze
havugta oldugu goriilmiis ve sonraki deneylerde biyokatalizor olarak havug

kullanilmistir.

4.2 Asetofenonun Taze Havu¢ Biyokatalizorliigiinde Biyoindirgenmesi ile
Gergeklestirilen Calismalar

Deneyler substrat olarak belirli derisimde asetofenon ve biyokatalizér olarak belirli
derigimde taze havug igeren 0.1 M sodyum fosfat tampon ortaminda gercgeklestirilmistir.
Asetofenon 1 mL MTBE’de c¢oziildiikten sonra tepkime ortamina eklenmistir. Taze
havug belirli bir boyuta getirilerek kullanilmigtir. Tepkimeler 80 mL hacmindeki vida
kapakli kesikli biyoreaktorlerde, sicaklik ve karigtirma hizi (150 rpm) kontrol edilen
orbital calkalayicilarda gergeklestirilmistir. Doniisiim ve enantiyomerik asirilik {izerine,
taze havug biyokatalizorligiinde bagslangic substrat derisimi, biyotepkime siiresi,

biyokatalizor derisimi, pH ve sicaklik etkisi incelenmistir.
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4.2.1 Baslangic substrat derisimi etkisi

Biyotransformasyon verimi iizerine, taze havug biyokatalizorliiglinde baslangi¢ substrat

derigimi etkisi 0.1 -10 mM (0.012 — 1.2 g/L) derisim araliginda ¢alisilmustir.
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Sekil 4.3 Taze havug hiicreleri igin biyoindirgemeye substrat derigimi etkisi
(V=51 mL, Cp=200 g/L, 0,1 M pH=7 fosfat tamponu, t=48 h, T=33 °C)

Sekil 4.3’den baslangi¢ substrat derisiminin enantiyomerik asirilik {izerine etkisi
olmadigi, doniisiim degerinin ise etkilendigi gézlenmistir. 0.1 mM baslangi¢ substrat
derisimindeki % 96 doniisiim, 10 mM substrat derisiminde % 41’e diismistiir.

Enantiyomerik asirilik degeri % > 99 olarak sabit kalmistir.

(S)-1-feniletanol derisiminin substrat derisimi ile degisimi incelendiginde substrat
derigimi arttikga % doniisim azalirken (S)-1-feniletanol derisimi artmaktadir (Sekil
4.4). 2 mM substrat derisiminde % 92 doniisiim ile 1.9 mM (S)-1-feniletanol elde
edilirken 10 mM substrat derisiminde % 41 donilisim ile iiriin derisimi 4 mM’a

ulagmaktadir.
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Sekil 4.4’de hem doniisiim hem de {rlin derisimi agisindan en uygun substrat
derisiminin 4 mM oldugu goriilmektedir. Ancak 4 mM substrat derisiminde % 60
doniisiim ile 2.48 mM iiriin elde edilmistir ve kalan substrat ancak geri dongiilii bir
sistemde ¢alisilarak doniistiiriilebilir. Substratin hemen hemen tamami doniisebildigi

icin kesikli sistemde 2 mM da ¢aligmak uygundur.
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Sekil 4.4 Substrat derigsiminin doniisiim ve liriin derisimi iizerine etkisi (V=5ImL,
Cp,=200 g/L, 0,1 M pH=7 fosfat tamponu, t=48h, T=33 °C)

4.2.3 Sicaklik etkisi

Her enzimin aktif oldugu bir optimum sicaklik aralii vardir. Yiiksek sicaklik, enzimi

deaktive eder. Bu ¢alismada, sicaklik etkisi, 25-40 °C’ler i¢in incelenmistir
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Sekil 4.5 Taze havug hiicreleri i¢in biyoindirgemeye sicaklik etkisi (V=51mL,
Cso =2 mM, C,=200 g/L, 0,1 M pH=7 fosfat tamponu, t=48h)

Sekil 4.5°den de goriildiigii gibi enantiyomerik agirilik degeri tiim sicakliklarda % > 99

iken 33 °C’de diger sicakliklara gore daha yiiksek doniisiim elde edilmistir. Enzimler

diger katalizorlerden farkli olarak protein yapilarindan dolayr aktiviteleri sicakliga

baglhdirlar. Belli bir sicakliktan sonra enzim denatiire olmaya baslar ve bu nedenle

doniisiimiin azalmasi, oksidorediiktaz olan ADH enziminin yiiksek sicaklikta aktifligini

yitirmesi ile ag¢iklanmistir. Enzim reaksiyon hizinin maksimuma eristigi sicakliga

“optimum sicaklik” denir. Bu tepkime igin optimum sicaklik degeri 33 °C’dir.

4.2.4 Biyokatalizor derisimi etkisi

Biyokatalizér derisiminin artmasi ile tepkimenin nasil etkilendigi incelenmistir.

Tepkime ortamina; 100 - 400 g/L derisim araliginda taze havug¢ eklenmistir.
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Sekil 4.6 Taze havug hiicreleri i¢in biyoindirgemeye biyokatalizor derisimi
etkisi (V=51 mL, Cso =2 mM, 0,1 M pH=7 fosfat tamponu, t=48 h, T=33 °C)

Biyokatalizér derigsiminin artmasi ile enantiyomerik asirilik degeri etkilenmemistir
(Sekil 4.6). Fakat doniistim 6nce artmig ve 200 g/L hiicre derisimi degerinden sonra

azalmistir.

Yiiksek biyokatalizor derisimlerinde ortamin yogun olmasi nedeniyle olusan kiitle
aktarimi kisitlamalar1 nedeniyle substratin enzime difiizlenmesi giliglesmistir. 200 g/L
hiicre derisimi degerinde yiiksek enantiyosegimlilige (% >99) ve doniisime (% 92)
ulasilmgtir.

4.2.5 pH etkisi

Taze havug ile biyoindirgeme deneylerinde tepkime pH’s1 6-8 araliginda incelenmistir.
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Sekil 4.7 Taze havug hiicreleri i¢in biyoindirgemeye pH etkisi (V=51mL, Cso =2 mM,
C,=200g/L, 0,1 M fosfat tamponu, t=48h, T=33°C)

Her enzimin en iyi ¢alistigi bir pH araligi vardir. Asirt asidik ve bazik ortamlardan
etkilenirler. Genellikle notiir ortamlarda calisirlar. Sekil 4.7°de taze havug i¢in en uygun
pH degerinin 7 oldugu goriilmiistiir. Enantiyomerik asirihik % >99’dur ve pH’dan
etkilenmemektedir. En yiiksek % doniisiim ise pH 7 de % 92 olarak elde edilmistir.

4.2.6 Tepkime siiresi etkisi

Biyoindirgenme iizerine tepkime siiresinin etkisi 6h- 72h araliginda incelenmistir.

Enantiyomerik asirilik degeri zamanla degismemistir.
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Sekil 4.8 Taze havug hiicreleri i¢in biyoindirgemeye tepkime siiresi etkisi (V=51mL,
Cso =2 mM, Cp=200g/L, 0,1 M fosfat tamponu, T=33°C)

Sekil 4.8’ de doniisiim degeri reaksiyon siiresinden etkilenirken enantiyomerik asiriligin
etkilenmedigi gozlenmistir. 48 h sonunda donilisim % 92 degerine ulagmustir. 72 h
sonunda ise fazla bir degisiklik gézlenmemistir. % >99 ee ve % 92 doniisiim degerine

ulasilan 48 h’in en uygun calisma siiresi olduguna karar verilmistir.

4.2.7 Farkh biyokatalizorlerin etkisi

Bu asamaya kadar ADH aktivitesinin yiiksek olmasi nedeniyle secilen havug
biyokatalizorii ile biyoindirgenme deneyleri gergeklestirilerek optimum ¢alisma
kosullart  belirlenmistir. Farkli  biyokatalizorler ile ayn1 kosullarda yapilan
biyoindirgenme tepkimesi deneylerinde elde edilen % doniisiim ve % ee degerleri sekil

4.9°da gosterilmistir.
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Sekil 4.9 Farkli biyokatalizorlerin biyoindirgenmeye etkisi (V=51mL, Cso =2 mM,
Cp,=200 g/L, 0.1 M pH=7 fosfat tamponu, t= 48 h, T=33 °C)

Taze havug ve iiziim disindaki biyokatalizorler ile gerceklestirilen biyoindirgenme
deneylerinde enantiyomerik asirilik ve doniisiim degerleri oldukga diisiik bulunmustur.
Yiiksek enantiyomerik asirilik degerlerine taze havug ve ilizlim biyokatalizérleri ile
ulasilmistir. Fakat taze havug biyokatalizorii ile gercgeklestirilen biyoindirgenme
tepkimesi sonucu % 88 doniisiim, tiziim biyokatalizorii ile % 60 doniisiim elde edildigi

icin havug biyokatalizorliigiinde calismanin daha uygun oldugu goriilmiistiir.

4.2.8 Bitki biyokatalizoriiniin yeniden kullanilabilirligi

Biyotransformasyon ile asetofenonun asimetrik sentez ile indirgenmesi sonucu elde
edilen (S)-1-feniletanol iiretiminde kullanilan biyokatalizor, her kullanim sonrasi saf
sudan gegirilerek tekrar yeni tepkime ortamina biyokatalizor olarak eklenmistir.
Kullanim sayisina bagli olarak enantiyomerik asirilik ve doniislim arasindaki iligki
incelenmistir. Sekil 4.10°dan da goriilecegi gibi ilk kullanimda % 92 doniisiim ve % >99
ee elde edilirken, ikinci kullanimda doniisiim degeri % 70 ve ti¢lincii kullanimda % 10
degerine kadar diismiistiir. ilk kullanimdan sonra doniisiim degerinde keskin bir diisiis

gozlenmistir.
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Sekil 4.10 Taze havug hiicrelerinin tekrar kullanim sayis1 (V=51 mL, Cso =2 mM,
pH=7, 0.1 M fosfat tamponu)

Yadav vd. (2008), biyokatalizor olarak havug¢ bitki hiicreleri kullanilarak
tetrahydropyranollerin enantiyose¢imli indirgenmesinin gergeklestirildigi ¢alismada %
83 - 94 ee araliginda (S)-alkoller elde etmislerdir. Bu ¢alismada (S)-alkoller % >99 ee

ile elde edilmistir.

4.3 Asetofenonun Liyofilize Havu¢ Biyokatalizérliigiinde Asimetrik Indirgenmesi
ile Gergeklestirilen Calismalar

4.3.1 Dondurarak kurutma

Endiistriyel uygulamalarda ayni aktiviteye sahip biyokatalizor ile iiretim yapmak
onemlidir. Ancak taze havucun kaynagina baglh olarak ADH aktivitesi degisebilir. Bu
nedenle ayn1 kaynaktan alinip liyofilize ederek ¢alismak gerekir. Bu amagla taze havug
0.024 mBar ve -50 ' C de 24 h dondurarak kurutulmus ve liyofilize havug elde

edilmistir.
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4.3.2 Baslangic substrat derisimi etkisi

Biyotransformasyon verimi {izerine, liyofilize havug¢ biyokatalizorliigiinde baslangic
substrat derisimi etkisi 0.05-4 mM (0.06-0.48 g¢/L) derisimlerinde ¢alisilmustir.
Baslangigta 100 g olan taze havug liyofilizasyona ugradiktan sonra yaklasik 15 g olarak
tartilmigtir. Serbest havug deneyleri ile karsilastirabilmek igin tepkime ortamina her

defasinda 30 g/L liyofilize havug eklenmistir.
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Sekil 4.11 Liyofilize havug hiicreleri i¢in biyoindirgemeye substrat derisimi etkisi
(V=51mL, Cp =30 g/L, 0.1 M pH=7 fosfat tamponu, t=48h, T=33 °C)

Sekil 4.11°de substrat derisimi arttikca ee degismezken donilisiimiin  azaldig
goriilmektedir. 0.5 mM substrat derisiminde yiiksek enantiyosegimlilige % > 99 ve
dontisime % 78 sahiptir.

Taze havug ile ayni kosullarda yapilan deney sonuclar1 karsilagtirildigt zaman, taze
havug biyokatalizorliigiinde 2 mM substrat derisiminde ise % 92 doniisiim ve % > 99
ee elde edilirken, liyofilize havug ile 2 mM substrat derisiminde % 40 dontisim ve %

>99 ee elde edildigi goriilmektedir.
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Uygulanan dondurma hizi, kurutulmus iriiniin rehidrasyon ozellikleri igin son derece
onemlidir. Dondurma islemi ne kadar hizli olursa, o kadar kiiclik ve fazla sayida buz
kristali olusacagindan, kurumus triinde o kadar fazla gézenek ortaya c¢ikar. Boylece
iriiniin rehidrasyon hiz1 yiiksek ve tamdir. Bu calismada uygulanan kurutma hizi yavas
oldugundan yiiksek enantiyose¢imlilik % >99 elde edilmesine ragmen maksimum

dontisiim % 78 degerinde kalmistir.
4.3.3 Sicaklik etkisi

Bu calismada, sicaklik etkisi, 25-40 °C’ler i¢in incelenmistir. Calisilan sicakliklarda
enantiyomerik agirilik degeri % >99 iken, 33 °C’de diger sicakliklara gore daha yiiksek
doniisiim elde edilmistir. Burada, 0.5 mM substrat derisiminde ¢alisilmistir ve doniisiim

% 78" dir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12 Liyofilize havug biyokatalizorii i¢in biyoindirgemeye sicaklik etkisi
(V=51mL, Cso =0.5 mM, Cy,; =30 g/L, 0.1 M pH=7 fosfat tamponu, t=48h)

Sekil 4.12°den de gorildigii gibi, sicaklik belli bir degere kadar artmis ve sonra
azalmistir. Enzimler diger katalizorlerden farkli olarak protein yapilarindan dolayi

aktiviteleri sicakliga baglidirlar. Belli bir sicakliktan sonra enzim denatiire olmaya
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baslar ve bu nedenle doniisiimiin azalmasi, oksido rediiktaz olan ADH enziminin

yiiksek sicaklikta aktifligini yitirmesi ile agiklanmigtir.

4.3.4 pH etkisi

Liyofilize havug ile biyoindirgeme deneylerinde pH etkisi 6 — 8 araliginda incelenmistir

(Sekil 4.13).
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Sekil 4.13 Liyofilize havug hiicreleri i¢in biyoindirgemeye pH etkisi (V=51mL,
Cso =0.5 mM, Cy,; =30 g/L, 0.1 M fosfat tamponu, t=48h, T=33 °C)

Tepkime ortamda doniisiim agisindan en uygun pH degeri 7°dir. Enantiyomerik asirilik
% >99’dur ve pH’dan etkilenmemektedir. Her enzimin en iyi ¢alistig1 bir pH araligi
vardir. Asir1 asidik ve bazik ortamlardan etkilenirler. Genellikle notr ortamlarda
calisirlar. Baz1 hallerde enzimler en yiikksek pH etkinligini belirli bir pH derecesinde
gosterirler. Bu pH derecesine "Optimum pH" denir. Bu calismada taze ve liyofilize

havug i¢in optimum pH degerinin 7 oldugu goriilmiistiir.
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4.3.5 Tepkime siiresi etkisi

Biyotransformasyon verimi tizerine, liyofilize havug¢ biyokatalizorliigiinde biyotepkime
stiresi etkisi 6h- 72h i¢in incelenmistir. Her kosulda enantiyomerik asirilik % >99’dur.
Doniisiim yiizdesi ise zamanla artmis ve 48 h sonrasinda fazla degismemistir (Sekil

4.14).
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Sekil 4.14 Liyofilize havug hiicreleri i¢in biyoindirgemeye siire etkisi
(V=51mL, Cso =0.5 mM, Cy,; =30 g/L, 0.1 M fosfat tamponu, T=33 °C)

Yadav vd. (2009), yapmis olduklar1 ¢alismada, asetofenon tiirevlerini de, liyofilize
bezelye biyokatalizorliigiinde, kiral alkollerine % 91-98 araliginda degisen
enantiyomerik asirilik degerleri ile indirgemislerdir. Bu ¢alismada (S)-alkoller % >99 ee

ile elde edilmistir.
4.3.6 Kofaktor rejenerasyonu

Dort farkli kosubstrat (glikoz, frilktoz, sorbose, mannitol) esliginde kofaktor

rejenerasyonu ic¢in liyofilize havug ile deneyler yapilarak kofaktor ihtiyact
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incelenmistir. Calismada, her bir kosubstrat 6ncelikle 110 mM olarak tepkime ortamina
ilave edilmistir. Sonra glikoz ile kofaktdr rejenerasyonu i¢in, tepkime ortamina farkl

miktarlarda glikoz (55-222 mM) ilave edilmistir.
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Sekil 4.15 Kofaktor rejenerasyonu etkisi (V=51 mL, Cso =0.5 mM, Cp =30 g/L, 0.1 M
fosfat tamponu, t=48h, T=33 °C, Cys= 110 mM)

Tepkime ortamina eklenen kosubstratlardan sadece glikoz ile yiiksek % >99 ee ve % 53

doniistim degerlerine ulasilmistir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.16 Glikozun etkisi (V=51mL, Cso =0.5 mM, Cy; =30 g/L, 0.1 M fosfat tamponu,
t=48h, T=33 °C, Cys= 55-222 mM glikoz)

Sekil 4.16’dan tepkime ortamina eklenen glikoz miktarinin enantiyomerik asirilik (e€)

degerini etkilemedigi, doniisiim (c) degerini ise azalttig1 goriilmiistiir.

: §
55 §
Glikoz ilaveli Glikoz
ilavesiz g ozee
Kosubstrat (w/v) 7 %doniisim

Sekil 4.17 Glikoz ilavesiz tepkime ortam1 (V=51 mL, Cso =0.5 mM, C, =30 g/L, 0.1
M fosfat tamponu, t=48 h, T=33 °C)
Glikoz ilaveli (V=51 mL, Cso =0.5 mM, Cp =30 g/L, 0.1 M fosfat tamponu,
t=48 h, T=33 °C, Cys=160 mM)
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Biyokatalizér olarak liyofilize havucun kullanildigi biyoindirgenme tepkimeleri
sonucunda enantiyomerik asirilik % >99 doniisiim ise % 78 olarak elde edilmistir. Bu
degerler liyofilize havug biyokatalizorliigiinde tepkime ortamina eklenen glikoz ile
ulagilan degerlerden (% >99 ee, % 53 doniisiim) daha yiiksek olup, bitki hiicrelerinin
kofaktore ihtiyag duymadiklari agik olarak goriilmektedir (Sekil 4.17).

Alkol dehidrojenazlar kofaktére ihtiyagc duyar ve kofaktorler oldukca pahali
maddelerdir. Tepkime ilerledik¢ce ortamdaki kofaktor tiikkeneceginden ve kofaktorler
pahali olduklarindan, saf enzimler yerine bitkileri, alkol dehidrojenaz kaynagi olarak
kullanmak daha ekonomiktir. Bitki hiicresinde bulunan GDH enzimi ve glikoz molekiilii

kofaktor rejenerasyonunu saglayabilir.

Tim hiicre biyokatalizorleri (whole-cell) genellikle kararhidir ve kofaktor
rejenerasyonunu digardan bir kofaktér eklemeye gerek kalmadan igerigindeki

indirgenmis sekerlerle yapabilmektedir.

Asetofenonun  bitki biyokatalizorliigiinde asimetrik biyoindirgenmesi ile (S)-1-
feniletanol {iretiminin amaglandig1 bu ¢alismada kullanilan havug sebzesi, yiiksek seker
oraniina sahiptir. Kofaktére ihtiya¢ duymadan, 1limh kosullarda gerceklesen ve ilag
sanayiinde 6nemli bir ara {irlin olan (S)-1-feniletanol’iin yiiksek enantimerik saflikta

eldesi bu ¢alisma ile gergeklestirilmistir.

4.4 Tutuklanmis Taze Havuc¢ Hiicreleri ile Kesikli Sistemde Gerceklestirilen
Deneyler

Tutuklanmig enzimler, serbest enzimlere gore daha stabil olmalari, tekrar tekrar
kullanilabilmeleri ve siirekli sistemde kullanimlarinin uygun olmasi agisindan énemli
avantajlara sahiptirler. Tutuklanmis taze havug hiicreleri, Boliim 2’de anlatilan yontem

ile elde edilmistir.
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4.4.1 Pellet ¢capa etkisi

Tutuklama isleminde pellet ¢apinin, (S)-1-feniletanol tiretimine etkisini incelemek igin
% 2 w/v’ lik Na-aljinat ¢ozeltisinden elde edilen 3 farkli pellet ¢apina sahip tutuklanmis
taze havug hiicreleri kullanilmistir. Tutuklu hiicrenin yapisinin dagilmamasi igin,
tampon ortamina, 0.05 M CaCl, eklenmistir. Enzimi farkli pellet caplarinda
tutuklayarak (2mm-3mm-4mm) pellet ¢api- enantiyomerik asirilik-doniisiim arasindaki

iliski incelenmistir.
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Sekil 4.18 Tutuklanmais taze havug hiicreleri ile pellet ¢ap etkisi (Csp =2 MM, Caj=%2
wiv, C,=200 g/L, V=51 mL, 0.1 M pH=7 fosfat tamponu, C c,c»=0.05 M,
t=48 h, T=33 °C, N=150 rpm)

Sekil 4.18” den de goriildiigii gibi, tutuklanmis havug ile 2 mm pellet ¢apinda % 59
doniisiim ve % >99 ee elde edilirken, taze havug ile ayn1 substrat derisiminde yapilan
deneyler sonucunda % 89 doniisiim ve % >99 ee elde edilmistir. Tutuklama isleminin
getirdigi ilave kiitle aktarim kisitlamalar1 nedeniyle kesikli sistemde olumlu bir etkisinin

olmadig1 goriilmektedir.
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4.4.2 Aljinat Derisimi Etkisi

Kalsiyum aljinat jelinin dayanikliligini etkileyen baslica faktorler aljinatin tipi, polimer
konsantrasyonu ve CaCl, ¢ozeltisinin konsantrasyonudur. Jelin pargalanip ¢oziilmesi
substrat ¢ozeltisine Ca* ilavesi ile engellenebilir (Cheetham vd.. 1979). Aljinat derisimi

1, 1.5, 2 (w/v) olacak sekilde hazirlanmigtir.
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Sekil 4.19 Tutuklanmis taze havug hiicreleri ile aljinat derisimi etkisi (Cso =2mM, dp=
2 mm, Cp=200 g/L, V=51 mL, 0.1 M pH=7 fosfat tamponu, Ccac2=0.05 M,
t=48 h, T=33 °C, N=150 rpm)

Sekil 4.19°dan da goriildiigi gibi artan aljinat derigimi ile enantiyomerik asirilik degeri
etkilenmezken, donilisiimiin diflizyon kisitlamalart nedeni ile nispeten azaldigi
gozlenmistir. % 1 aljinat derisiminde % >99 ee ve % 63 doniisiim elde edilmistir. Diisiik
aljinat derisimlerinde pellet yapimin ¢abuk dagildigir gozlendigi i¢in doniisimii % 58

olan % 2 (w/v) aljinat derisiminde ¢alisilmustir.
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4.4.3 Baslangi¢ substrat derisimi etkisi

Enzim kaynagi (ADH) olarak kullanilan tutuklanmis taze havug, (S)-enantiyomer
acisindan 2 mM (0.24 g/L) derisimde yiiksek enantiyosegimlilige (% >99) sahiptir.
Doniistim degeri % 66 olarak elde edilmistir (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20 Tutuklanmis taze havug hiicreleri igin biyoindirgemeye substrat
derisimi etkisi (dp=2 mm, Cp=200 g/L, Caj=% 2 w/v, V=51 mL, 0.1 M
pH=7 fosfat tamponu, Ccac2=0.05 M, t=48 h, T=33 °C, N=150 rpm)

Serbest taze havug ve liyofilize havug ile karsilagtirildigi zaman ayni kosullarda 2 mM
serbest havug i¢cin % 92 ve liyofilize havug i¢in % 36 doniisim degerine karsi

tutuklanmis havug igin % 66 doniisiim elde edilmistir (Sekil 4.20).
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Sekil 4.21 Taze havug, liyofilize havug ve tutuklanmis taze havug i¢in %ee-%dontisiim

Sekil 4.20 - 4.21°den goriildiigii gibi, aljinat derisimi ve baslangi¢ substrat derisiminin
artmasi doniisiimii olumlu yonde etkilememistir. Tutuklanmis taze havug biyokatalizorii
ile (S)-1 feniletanol iiretimine tepkime sicakligi, ortam pH’s1 ve tepkime siiresi gibi

etkiler incelenmistir.

4 4.4 Sicaklik etkisi

Tutuklanmig taze havug ile biyoindirgenme deneylerinde sicaklik etkisi incelendiginde,

en yiiksek doniisiim % 64 ve ee % >99 degeri 33 °C’de elde edilmistir (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22 Tutuklanmis taze havug biyokatalizorii i¢in biyoindirgemeye sicaklik etkisi
(Cso =2 mM, dp= 2 mm, C=200 g/L, Caj=% 2 w/v, V=51mL, 0.1 M pH=7
fosfat tamponu, Ccaci2=0.05 M, t=48 h, N=150 rpm)

Sekil 4.22°den goriildiigii iizere, tutuklama islemi sonucunda 36 °C’de déniisiimiin fazla

azalmadig1 gozlenmistir. Olusan sicaklik gradyeni nedeni ile hiicrelerin dis ortam

sicakligindan daha az etkilendigi gézlenmistir.
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4.4.5 pH etkisi

Tutuklanmig taze havug ile biyoindirgenme deneylerinde pH etkisi incelenirken, en

yiiksek dontisim % 64 ve % ee >99 degeri pH=7 de elde edilmistir.
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Sekil 4.23 Tutuklanmis taze havug hiicreleri igin biyoindirgemeye pH etkisi
(Cso =2 mM, dp=2mm, C,=200 g/L, Caj=% 2 w/v, V=51mL, 0.1 M fosfat
tamponu, Ccaci2=0.05 M, t=48 h, T=33 °C, N=150 rpm)

4.4.6 Tepkime siiresi etkisi

Tutuklanmig taze havug ile biyoindirgenme deneylerinde siire etkisi incelenirken, en

yiiksek % 64 doniistim ve % >99 ee degeri 48 h sonunda elde edilmistir (Sekil 4.24).
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Sekil 4.24 Tutuklanmis taze havug hiicreleri igin biyoindirgemeye siire etkisi
(Cso =2 mM, dp= 2 mm, C=200 g/L, Ca;=% 2 w/v, V=51mL, 0.1 M pH=7 fosfat
tamponu, Cc,c;=0.05M, T=33 °C, N=150 rpm)

Ayni1 kosullarda 48 h sonunda serbest taze havug ile % 92 doniisiim elde edilmistir.
4.4.7 Tutuklanmis biyokatalizoriin yeniden kullanilabilirligi
Tutuklanmig taze havug biyokatalizorliigiinde gerceklestirilen biyoindirgenme

deneylerinde biyokatalizoriin ilk kullanimdan sonra mekanik dayaniminin azaldigi ve

dagildig1 gozlenmistir.
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Sekil 4.25 Tutuklanmis taze havug hiicrelerinin tekrar kullanim sayis1 (Cso =2mM, dp=
2 mm, C=200 g/L, Caj=% 2 w/v, V=51 mL, 0.1 M pH=7 fosfat tamponu,
Ccaci2=0.05M, t=48 h, T=33 °C, N=150 rpm)

Tutuklanmig enzimlerin uygun sartlar saglandigi zaman, serbest enzimlere gore en
Oonemli avantaji, tekrar kullanilabilme o6zelliklerinin olmasidir. Kesikli sistemde
tutuklanmis taze havug biyokatalizorlerinin tekrar kullanilabilme 06zelliklerinin
arastirlldigt  calismada, mekanik yapilarmin, ilk kullanimdan sonra dagildig:

gozlenmistir (Sekil 4.25).

Kalsiyum alginata tutuklanmis hiicreler fosfat tamponunda siispanse edilmistir. Ancak
tampon i¢inde bulunan sodyum ve fosfat iyonlari ile kalsiyum kloriir iyonlar1 yer

degistirme tepkimesi vermistir.

CaCly (suga) — Ca*?+2CI (4.1)
3 CaCly + 2 NagPO4 — Caz(POy), + 6 NaCl (4.2)
2 PO, 2 (ag) + 3 Ca™ — Cas(POy); (S) (4.3)
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Ikili yer degistirme tepkimeleri iyonik bilesiklerin girdi olarak karsilastiklari
durumlarda birinci bilesigin ilk pozitif iyonu ile ikinci bilesigin ilk pozitif iyonunun yer

degistirmesi ile gerceklesen tepkimelerdir.

Sekil 4.26’da tutuklanmis taze havug hiicreleri ile kesikli sistemde, 6zellikle pH 7.5’in
tizerinde fosfat tamponuna gore daha stabil olusu ve kalsiyum tuzlarini ¢oktiirmemesi

nedeni ile tampon ortami olarak tris tamponu kullanilarak deneyler yapilmistir.
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Sekil 4.26 Tutuklanmis taze havug hiicreleri igin biyoindirgemeye pH etkisi
(Cso =2 mM, dp= 2 mm, C=200 g/L, Caj=% 2 w/v, V=51 mL, tris tamponu,
Ccac12=0.05 M, t=24 h, T=33 °C, N=150 rpm)

Tutuklanmis taze havug ile biyoindirgenme deneylerinde tris tamponunda pH etkisi
incelenirken, en yiiksek dontisim % 66 ve ee % >99 degeri pH=7.6 da 24 h sonunda
elde edilmistir. Tutuklanmis taze havug ile biyoindirgenme deneylerinde fosfat
tamponunda ise ayni doniisiim ve enantiyomerik asirilik degerine yaklasik 48 h sonunda
ulasilmisti. Bu kosullar altinda tutuklanmis taze havug hiicreleri ile tekrar kullanim

sayist yeniden incelenmistir (Sekil 4.27).

149



100 ~ - 100
90 - - 90
80 - - 80
70 - - 70
=§ T —— o —
=§n 60 7 \ B 60 gg)
g 50 - ~_ - 50 &
s
40 - - 40
—e—%ee
30 - - 30
20 - —n—%doniisiim 0
10 - - 10
0 T T T T 0
0 2 4 6 8 10
Tekrar kullanim sayisi

Sekil 4.27 Tutuklanmis taze havug hiicrelerinin tekrar kullanim sayis1 (Cso =2 mM, dp=
2 mm, C,=200 g/L, Caj=% 2 wlv, V=51 mL, pH=7.6 tris tamponu,
Ccac2=0.05 M, t=24 h, T=33 °C, N=150 rpm)

Sekil 4.27°de tutuklanmis taze havug hiicrelerinin ilk kullanimda % 66 olan doniisiim
degerinin 5 kez kullanimindan sonra % 62 degerine diistiigii fakat aktivitesini yaklagik

% 90 oraninda korudugu gézlenmistir.

4.5 Tutuklanms Liyofilize Havug Hiicreleri ile Kesikli Sistem Deneyleri
Tutuklanmig liyofilize havug hiicreleri, Bolim 3.3.4.3’de anlatilan ydntemle elde
edilerek biyoindirgenme tepkimesi lizerine baslangi¢c substrat derisimi, sicaklik etkisi,
pH etkisi ve tepkime siiresi etkisi incelenmistir.

4.5.1 Baslangic substrat derisimi etkisi

Enzim kaynagi (ADH) olarak kullanilan tutuklanmis liyofilize havuc ile yapilan

deneyler sonucu 0.5 mM (0.06 g/L) substrat derisiminde (S)-enantiyomer agisindan %
>99 ee ve % 50 doniisiim elde edilmistir (Sekil 4.28).
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Sekil 4.28 Tutuklanmuis liyofilize havug hiicreleri i¢in biyoindirgemeye substrat derisimi
etkisi (dp= 2 mm, Cpy=200 g/L, Caj=% 2 w/v, V=51mL, pH=7 fosfat
tamponu, Ccaci2=0.05 M, t=48 h, T=33 °C, N=150 rpm)

Tutuklanmig liyofilize havug ile elde edilen sonuglar, serbest liyofilize havug ile
karsilastirildigi zaman 0.5 mM baslangi¢ substrat derisiminde serbest liyofilize havug
biyokatalizorliigiinde gergeklestirilen biyoindirgenme deneylerinde % 78 doniisim ve
% >99 ee elde edilirken, ayn1 kosullarda tutuklanmais liyofilize havug ile % 50 doniisiim

ve % >99 ee elde edilmistir.

Tutuklama isleminin getirdigi ilave kiitle aktarim kisitlamalar1 nedeniyle kesikli

sistemde olumlu bir etkisinin olmadig1 goriilmektedir.

4.5.2 Tepkime siiresi etkisi

Tutuklanmig liyofilize havug ile biyoindirgenme deneylerinde siire etkisi
incelendiginde, en yiiksek doniisim % 55 ve % >99 ee olarak 48 h sonunda elde
edilmistir (Sekil 4.29).
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Sekil 4.29 Tutuklanmis liyofilize havug hiicreleri i¢in biyoindirgemeye siire etkisi
(Cs0 =0.5 mM, dp=2 mm, Cpy=200 g/L, Caj=% 2 w/v, V=51 mL,
pH=7 fosfat tamponu, Ccac2=0.05 M, T=33 °C, N=150 rpm)

Liyofilize havug biyokatalizorii ile yapilan biyoindirgenme deneylerinde % doniisiimiin

zamanla artt1g1 gézlenmistir.

4.5.3 pH etkisi

Tutuklanmisg liyofilize havug ile biyoindirgenme deneylerinde pH etkisi incelenirken, en

yiiksek doniisiim % 62 ve % >99 ee degeri pH=7 de elde edilmistir (Sekil 4.30).
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Sekil 4.30 Tutuklanmus liyofilize havug hiicreleri i¢in biyoindirgemeye pH etkisi
(Cso =0.5mM, dp=2 mm, Cyy=200 g/L, Ca;=% 2 w/v, V=51 mL, fosfat
tamponu, Ccaci2=0.05 M, t=48 h, T=33 °C, N=150 rpm)

4.5.4 Sicaklik etkisi

Tutuklanmis liyofilize havug¢ ile biyoindirgenme deneylerinde sicaklik etkisi
incelenirken, en yiiksek doniisim % 50 ve % >99 ee degeri 33 °C’de elde edilmistir

(Sekil 4.31).
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Sekil 4.31 Tutuklanmis liyofilize havug hiicreleri i¢in biyoindirgemeye sicaklik etkisi
(Cs0 =0.5 mM, dp=2 mm, C,y=200 g/L, Caj=% 2 w/v, V=51 mL, fosfat
tamponu, Ccaci2=0.05 M, t=48 h, N=150 rpm)

Liyofilize havug¢ ile yapilan deneyler sonucunda rehidrasyonun tam olarak
gerceklesmemesi nedeniyle azalan aktivite ile tutuklama igleminden kaynaklanan
difiizyon kisitlamalar1 arzu edilen doniisiim degerlerine ulasmay1 engellemistir. Sekil
4.31’den de gorildiigh gibi, tutuklanmig liyofilize havug ile % 16 doniisim elde

edilmistir.
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4.6 Kesikli Sistemde Liyofilize Hiicrelerle Biyoindirgemenin Cevap Yiizey
Yontemiyle (RSM) Optimizasyonu

Bagimsiz degiskenler; substrat derisimi, hiicre derisimi, karistirma hizi ve tepkime
stiresi, cevap degiskeni ise iirlin olarak elde edilen (S)-1-feniletanol derisimi olarak
belirlenmistir. Substrat derisimi araligi belirlenirken substrat inhibisyonu dikkate

alinarak, inhibisyonun olmadig aralikta deneyler yapilmistir.

Deneysel verilere uygun fonksiyonun bulunmasindan sonra modelin gecerliligini
kontrol etmek i¢in kullanilan en giivenilir yol varyans analizi (ANOVA)’dir (Vieira ve
Hoffman, 1989).

Yapilan bu deneyler sonucunda program tarafindan elde edilen proses degiskenlerinin

yanit1 tahminlenmis (Cizelge 4.1) ve quadratik model esitligi (ikinci derece polinom

denklem) gercek degerler i¢in asagida verilmistir (Esitlik 4.4).
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Cizelge 4.1 Bagimsiz degiskenler i¢in deney matrisi ve tahminlenen cevap degerleri

Deney A:Cbl B:Kkaristirma hizi C:it D:Cq, Csire
g/L rpm h mM mM
1 10.00 100.00 96.00 2.00 0.109
2 30.00 150.00 100.20 1.05 0.57
3 30.00 205.00 54.00 1.05 0.57
4 10.00 200.00 96.00 2.00 0.109
5 30.00 150.00 54.00 1.05 0.57
6 30.00 150.00 54.00 1.05 0.57
7 10.00 100.00 96.00 0.10 0.08
8 50.00 100.00 96.00 2.00 0.108
9 50.00 200.00 12.00 0.10 0.077
10 50.00 100.00 12.00 2.00 0.038
11 10.00 200.00 96.00 0.10 0.08
12 30.00 150.00 54.00 1.05 0.57
13 10.00 200.00 12.00 2.00 0.037
14 50.00 100.00 96.00 0.10 0.08
15 52.00 150.00 54.00 1.05 0.5
16 50.00 200.00 12.00 2.00 0.0371
17 10.00 200.00 12.00 0.10 0.077
18 50.00 100.00 12.00 0.10 0.076
19 30.00 150.00 54.00 1.05 0.57
20 8.00 150.00 54.00 1.05 0.41
21 50.00 200.00 96.00 2.00 0.1091
22 10.00 100.00 12.00 0.10 0.077
23 30.00 150.00 54.00 2.09 0.146
24 50.00 200.00 96.00 0.10 0.08
25 30.00 150.00 7.80 1.05 0.15
26 30.00 150.00 54.00 0.01 0.007
27 30.00 150.00 54.00 1.05 0.57
28 10.00 100.00 12.00 2.00 0.037
29 30.00 150.00 54.00 1.05 0.57
30 30.00 95.00 54.00 1.05 0.56

C (S ifeniteanol = 0.20710 +6.55477.10°*Ch -5.85893.10°*rpm +7.9105.10*t
+0.80883*Cs, +7.50000.10° *Cp*rpm -7.44048.10°*Cy*t +3.94737.10°*Cy*Cs,
+2.97619.108* rpm*t- 1.05263.10° * rpm* Cs, +4.27632.10**t*Cs, -1.04993.10 Cp’
+1.95647.10°*rpm? -6.83161.10°*t*-0.39314*Cg,> (4.4)

Olusturulan bu modelin deneysel verileri ne Olgiide karsiladigi varyans analizi
(ANOVA) ile belirlenmistir. Bu yontemle her bir faktoriin lineer, quadratik ve
interaksiyon etkilerinin cevaplar {izerindeki istatistiksel onemlilikleri % 95 giivenlik

seviyesinde Fischer (F testi) uygulanarak program tarafindan bulunmustur. Sonuglara
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gore onerilen modelde p (< 0.0001) <0.05 oldugu goriilmektedir. Bu da 6nerilen model
esitliginin istatistiksel olarak yaklasik % 99.99 giiven araliginda 6nemli oldugunu

gostermektedir.

Cizelge 4.2 Merkez Tiimlesik Tasarim (CCD) i¢in ANOVA testi

Karelerin Serbestlik Karelerin F p-degeri

Toplami Derecesi Orani Degeri Prob > F
Model 1.48 14 0.11 19.05 < 0.0001
A-Cy, 5.235.107 1 5.235.10% 0.094 0.7628
B-rpm 8.080. 10 1 8.080. 10°® 1.458.10° 0.9700
C-t 0.031 1 0.031 5.67 0.0309
D-Csp 2.372.10* 1 2.372.10* 0.043 0.8389
AB 9.000. 10°® 1 9.000. 108 1.624.10° 0.9968
AC 6.250. 108 1 6.250. 108 1.128.10° 0.9974
AD 9.000. 10°® 1 9.000. 10°® 1.624.10° 0.9968
BC 6.250. 108 1 6.250. 108 1.128.10° 0.9974
BD 4.000. 10°® 1 4.000. 10°® 7.216.10°® 0.9979
CD 4.658.10° 1 4.658.10° 0.84 0.3738
A2 8.149. 10° 1 8.149.10° 1.47 0.2441
B2 7.301.10° 1 7.301. 10 1.32 0.2691
c2 0.059 1 0.059 10.57 0.0054
D2 0.44 1 0.44 79.29 < 0.0001
Residual 0.083 15 5.543.10°
Lack of Fit 0.083 10 8.314. 10
Hata 0.000 5 0.000
Toplam 1.56 29

R?=0.95, Adeq Precision=10.709

Cizelge 4.2°de de goriildigii gibi, model ile elde edilen degerler arasindaki uyum
eksikligi 0.083 belirlenmistir. Bu durumda modelin uyum eksikligi dnemsizdir. Model
icin, Prob > F degerinin (< 0.0001) 0.05’den kiigiik olmas1 modelin sistemi iyi temsil
ettigini gostermektedir. Her bir parametrenin bireysel olarak {iriin derisimine olan etkisi
incelendiginde, reaksiyon siiresinin Uriin derisimine pozitif dogrusal bir etkide
bulundugunu ve bu etkinin p degeri yaklasik 0.03 yani yaklasik % 97 giiven araliginda
onemli oldugu goriilmektedir. Karigtirma hizinin negatif, biyokatalizor derisiminin
pozitif ve baslangi¢ substrat derisiminin ise pozitif isaretle yaklasik % 1-3 giiven
araliginda c¢ok fazla etkiye sahip olmadigZti ANOVA tablosunda p degerlerine
bakildiginda goriilmektedir. Bu durum artan bagimsiz degisken miktarlarinda bir
noktaya kadar iirlin derisiminin artacagi fakat belirli bir seviyeyi astiktan sonra olumsuz

yonde etkilendiginin bir gostergesidir.
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Bagimsiz degiskenlerin interaksiyon etkileri incelendiginde, her bir bagimsiz degisken
ile iirlin derisimi arasindaki interaksiyonun P degeri 0.05°den biiyiik oldugu igin
interaksiyon etkilerinin (CD hari¢ p degeri 0.3738) onemsiz oldugu goriilmektedir.
Bagimsiz degiskenlerin interaksiyon etkilerinde goriillen eksi degerli regresyon
katsayilar1 da bu interaksiyon etkilerinin belirli bir seviyeye kadar iirlin derisimini
arttirict yonde olacaklarinin, fakat bu nokta asildiginda olumsuz yonde etkilemeye

baslayacaklarinin bir gostergesidir.

Bagimsiz degigkenlerin quadratik etkileri incelendiginde ise, reaksiyon siiresi ve
baslangi¢ substrat derisiminin {iriin derisimine etkilerinin digerlerine goére Onemli
oldugu goriilmektedir (yaklasik sirayla % 99.5 ve 99.99 giiven araliginda). Bu etkilerin
p degerleri sirasi ile 0.0054 ve <0.0001 dir.

Incelenen 4 bagimsiz degisken faktdrlerinden biri merkezde sabit tutulup diger iki
faktor seviyelerinin {irlin derisimi lizerine olan etkileri Sekil 4.33-4.37°de goriilen cevap

yiizey grafikleri ile elde edilmektedir.

0"":‘::::$$$$‘ AN
SSSSN AR
pSessettet i it gy
't e e A TR R
0.435 o i

AN
'SR HIATMRRRRY
TR

N
\\\\‘\\\\\\\\\\\\\\\\\\
/ “\‘\\“\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\
SR

0.145 “: \t X R ITITRY
R0

‘Q\\\“\“‘

1-FE, mM

S

CS

Cso, mM : t,h
0.10 12.00

Sekil 4.33 (S)-1-feniletanol derisimine, substrat derisimi ve tepkime siiresi etkisinin {i¢
boyutlu grafigi (T=33 °C, pH=7)
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Sekil 4.33’den de goriildiigii gibi, substrat derisiminin artmasi liriin derigimini arttirmis
fakat tepkime ilerledik¢e tekrar azalmistir. Yapilan RSM deneyleri ile 72 h sonrasinda
iriin derisiminde az da olsa bir azalma oldugu gozlenmistir. Bu durum tepkime

ortaminda belli bir siire sonra yan iiriinlerin olugsmus olabilecegi ile agiklanmustir.

NN RN
SN “‘\::‘\\:“ \NSAAAANNANNANY
R RTRTTTH T
s S SO SO S S TSI I N
T SRS S SRS ORNSOR
s S S OSSR
TS S RS SSS RIS
DIHTIDS SRS

1] S
N NN
71 A0

C S-1-FE, mM

Cso, mM : Cbl, g/L

0.10 10.00

Sekil 4.34 (S)-1-feniletanol derisimine, biyokatalizor derisimi ve substrat derisimi
etkisinin ii¢ boyutlu grafigi (T=33 °C, pH=7)

Biyokatalizér derisiminin artmasinin iiriin derisimi iizerine ¢ok fazla etkisinin olmadig:

gozlenmistir (Sekil 4.34).
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Sekil 4.35 (S)-1-feniletanol derisimine, biyokatalizor derisimi ve tepkime siiresi
etkisinin {i¢ boyutlu grafigi (T=33 °C, pH=7)
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Sekil 4.36 (S)-1-feniletanol derisimine, tepkime siiresi ve karigtirma hizi etkisinin ti¢
boyutlu grafigi (T=33 °C, pH=7)
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Sekil 4.37 (S)-1-feniletanol derisimine, substrat derisimi ve karistirma hizi etkisinin {i¢
boyutlu grafigi (T=33 °C, pH=7)

Sekil 4.33-4.37°de goriildiigii gibi, karistirma hizi ve biyokatalizér derigiminin {iriin
derigimi iizerine c¢ok fazla bir etkisi gozlenmezken, substrat derisimi ve reaksiyon

stiresinin etkili oldugu gézlenmistir.

Elde edilen bu ikinci dereceden model denkleminin ¢dziimii yapilarak, iiriin derisiminin
en yiiksek olacagi optimum kosullar belirlenmistir. Denklemin ¢6ziimii i¢in Design
Expert paket programi kullanilmistir. Bu optimum kosullar kullanilarak ¢oziilen model
denklemin sonucu iiriin derigiminin en yiiksek oldugu 0.578 mM degerini vermektedir.

Design Expert ile elde edilen optimum kosullar ¢izelge 4.3 de gosterilmistir.

Cizelge 4.3 Model denklemin ¢6ziimii sonucunda elde edilen optimum kosullar

Faktorler Optimum kosullar
Baslangig¢ substrat derigimi (mM) 0.96

Karigtirma hiz1 (rpm) 199.82

Reaksiyon siiresi (h) 51.68
Biyokatalizor derigim (g/L) 24.95
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Bu optimum noktalarda tekrarlanan deney sonucunda 0.6 mM fiiriin elde edilmis ve elde
edilen deger model esitligi tarafindan hesaplanan 0.578 mM degeri ile uygunluk
gostermistir. Sekil 4.38, model tarafindan teorik olarak hesaplanan degerlere karsi
gozlenen (deneysel) degerlerin iliskisini gostermektedir. Deneysel verilerle modelden

hesaplanan degerlerin uyumlu oldugu goriilmektedir (R?=0,95).

Predicted vs. Actual

0.60 ™

0.45

0.30—

AN
Model

0.16 —

oo B

Deney

Sekil 4.38 Deney sonuglar1 ve model arasindaki iligki

4.7 Kinetik Calismalar

4.7.1 Serbest taze havug biyokatalizorliigiinde enzim Kinetigi calismalari
D. carota (havug) biyokatalizorliiglinde enzim kinetigi caligmalarinda, 0.5 — 6 mM

(0.06-0.72 ¢/L) baslangi¢c derisimlerinde kesikli sistemde yapilan deneylerde Cs.;-

feniletanol derisiminin zamanla degisimi incelenmistir.
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Sekil 4.39 Substrat derigimi ile (S)-1-feniletanol derisiminin degisimi (C,=200 g/L,

N=150 rpm, T=33 °C, pH=7)

Cizelge 4.4 Baslangig¢ tepkime hizinin, baslangi¢ substrat derigimi ile degisimi

Cso, MM ro, mmol/Lh roX10°°, Gsubstrat/Gviyokatalizsr
0.5 0.0092 0.5566

1 0.015 0.9075

1.5 0.021 1.27

2 0.025 1.52

4 0.023 1.39

6 0.02 1.21

Baslangic substrat derisimine karsi baslangic tepkime
substrat inhibisyonu oldugu goriilmistiir (Sekil 4.40).
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Sekil 4.40 Baslangi¢ substrat derisimine karsi baslangi¢ tepkime hizi grafigi
(C,=200 g/L, N=150 rpm, T=33 °C, pH=7)

Sekil 4.40’dan da goriildiigii gibi, 2 mM {izerinde substrat inhibisyonu oldugu

goriilmiistiir. Substrat inhibisyon modeli;

rmaksC S

Ky +Cg +——
s

4.7.1.1 Lineweaver-Burk ile dogrusallastirma

Lineweaver-Burk grafigi Esitlik 4.5%in ters gevrilmesi sonucu elde edilir. Esitlik 4.5
Lineweaver-Burk grafigi kullanilarak dogrusallastirilirsa;

2

C
RUR KS Ky 1 1 C
= X M - +— (4.6)
r rmaksCS rmaks CS rmaks rmaksKSS
K C
r rmaks CS IFmaks KSS
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C
Diisiik substrat derisimlerinde —>- << 1 oldugundan, Esitlik 4.7 diizenlenir;
ss

- — (4.8)

1 Ky 11
r r-maks CS rmaks

Cizelge 4.5 Baslangic tepkime hizi- baglangi¢ substrat derisimi degisimi

Cso, MM ro. mmol/Lh 1/ Cso, mM* 1/ ro Lh / mmol
0,5 0.0092 2 108.69
1 0.015 1 66.670
15 0.021 0.66 47.620
2 0.025 0.5 40.000
4 0.023 0.25 43.480
6 0.02 0.16 50.000
120
100
E 80 -
£ y = 44,936x+ 19,406
= 60 R2 =0,9955
g
= 40
20
O L | - -
0 0,5 1 1,5 2 2,5
1/Cso, mM?*

Sekil 4.41 1/Cso-1/ro grafigi (dp =1.52mm, C,=200 g/L, N=150 rpm, T=33 °C, pH=7)

Esitlik 4.18 ve Sekil 4.41°den yararlanarak, 0.5-2 mM derisim araligindaki dogrunun

egimi Ky / maks’1, kaymasi ise 1/ rmaks ‘1 verir.
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Kayma= 1/ rnaks=19.406 ; rmaks= 0.0515 mmol/Lh (4.9
Egim= K/ r'maks =44.936; Ky =0,0515*44.936=2.31 mmol/L (4.10)

Esitlik 4.5’in tiirevi alinirsa;

dr 0
S

2=,/2.31Kgs ise Kgg=1.73 L/mmol olarak elde edilir.

Kinetik sabitler, substrat inhibisyon modelinde (Esitlik 4.5) yerine yazilir;

- 0.0515C; : (4.12)

C
2.31+Cg +—
173

Michaelis-Menten denklemine gore; Ky (Michaelis-Menten sabiti), enzimin substratina
kars1 olan ilgisini gostermektedir. Ky degeri kiiciik olan enzim, substrati i¢in yiiksek bir
affinite gosterir; enzim diisiik bir substrat derisiminde doyarak maksimal hiz saglar. Ky
degeri biiylik olan enzim, substrati icin diisiik bir affinite gosterir; enzimin yari
doygunluga ulagsmasi i¢in daha fazla substrat derisimi gerekmektedir. Bir enzim igin Ky
degeri, enzim ile verilen substratin karsilikli etkilesimini karakterize eden bir sabit

sayidir.
Kwm degeri, 3-10 mM ve daha diisiik olan enzimler yiiksek afiniteli enzimlerdir. Burada

Km=2.31 mM bulunmustur. ADH enzimi kaynagi olarak secilen D.Carota (taze havug),

asetofenona ilgisi Ky degeri gézoniine alindiginda yiiksek oldugu goriilmektedir.

4.7.2 Liyofilize havuc¢ biyokatalizorliigiinde enzim kinetigi calismalar:
Liyofilize D. carota (liyofilize havug) biyokatalizorliigiinde ger¢eklesen enzim kinetigi

caligmalarinda, 0.5 — 6 mM (0.06-0.72 g/L) derisimlerine karsi C (s)-1-feniletanol degerleri
grafige gecirilmistir (Sekil 4.42)
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Sekil 4.42 Substrat derisimi ile (S)-1-feniletanol derisiminin degisimi (Cp=30 g/L,
N=150 rpm, T=33 °C, pH=7)

Cizelge 4.6 Liyofilize havug ile baslangi¢ tepkime hizi- baglangi¢ substrat derisimi

degisimi
Cso MM ro, mmol/Lh rox10®, Qsubstrat/Obiyokatatizor N
0.05 0.0014 0.847
0.1 0.0050 3.025
0.2 0.0060 3.630
0.4 0.0100 6.050
0.5 0.0130 7.865
1 0.0092 5.560
2 0.0080 4.840
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Cizelge 4.7 Lineweaver-Burk igin liyofilize havug ile baslangi¢ tepkime hizi- baslangig
substrat derisimi degisimi

Cso, MM ro, mmol/Lh 1/ Cso, mM™ 1/ ro, Lh / mmol
0.05 0.0014 20 1000
0.1 0.005 10 500
0.2 0.006 5 257
0.4 0.01 2.5 167
0.5 0.013 2 125
1 0.092 1 111
2 0.008 0.5 400
0,014
0,012
0,01
&
ol
< 0,008
E
E 0,006
e
0,004
CSmax
0,002 v
0
0 0,5 1 1,5 2 2,5
Cso, mM

Sekil 4.43 Liyofilize havug i¢in baslangi¢ substrat derisimine kars1 baglangic tepkime
hiz1 grafigi (Cp=30 g/L, N=150 rpm, T=33 °C, pH=7)

Sekil 4.43°den de gorildigi gibi, 0.5 mM iizerinde substrat inhibisyonu oldugu

gorilmiistiir.
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Sekil 4.44 Liyofilize havug i¢in Lineweaver-Burk ile 1/Cso-1/ro grafigi (C,=30 g/L,
N=150 rpm, T=33 °C, pH=7)

Egim= Km / rmax=33.493; Ky =3.10 mmol/L (4.13)

Kayma= 1/ rmax =10.803; rmax = 0.092 mmol/Lh (4.14)

Kss=0.08 L/mmol
.__ 0092Cq : (4.16)

3.10+Cg + Cs”
0.08

Cizelge 4.8 Taze ve liyofilize havug igin Ky Ve Imaks degerleri

Kwm (mmol/L) INmaks (MMol/Lh)
Taze havug 2.31 0.052
Liyofilize havug 3.10 0.092

Liyofilize havug biyokatalizorii i¢cin enzimin substratina karsi olan ilgisini belirten Ky
(3.10) degeri, taze havu¢ biyokatalizoriine (2.31) gore yiiksek bir degere sahiptir.

Liyofilizasyon iglemi enzimin affinitesini olumsuz etkilemistir.
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4.7.3 Tutuklanmus hiicrelerde i¢ ve dis kiitle aktarim direncleri

Tutuklanmis enzimler, serbest ¢6ziinen enzimlerde olmayan yeni bir probleme neden
olabilir. Bu problemler, biiyiik partikiil biiyiikliigiindeki enzimlerden kaynaklanan kiitle
aktarim direngleridir. Tutuklanmis enzim, partikiil ylizeyine tutuklanmis ve sadece sivi
y1gmindan reaksiyonun gerceklestigi partikiil yiizeyine kiitle aktarimi s6z konusu ise dis

kiitle aktarimi gergeklesir.

Enzimler polimerizasyon veya mikroenkapsiilasyon ile immobilize ediliyorsa, partikiil
ici kiitle aktarim direncleri, enzimatik reaksiyonun hizini etkileyebilir. Partikiil i¢i kiitle
aktarim direngleri analizi, substratin aljinat, agaroz, agar veya jelatin gibi tutuklama

matrislerindeki etkin difiizyonunun bilinmesini gerektirir.

Di1s yayinim direngleri, tutuklama matrisi etrafindaki hidrodinamik kosullar ile ortadan
kaldirilabilir. Bu amagla, karistirma hizlari, 2 mm ¢aplh tutuklanmig taze havug igin,

2mM baslangi¢c substrat derisiminde 100, 150 ve 170 rpm araliginda farkli siirelerde

incelenmistir.
1,6
ro=0.0175 mM/h
1 r0=0.016 mM/h
1,2
/_\ —
ro=0.015 mM/h
s 1
£
{g 0,8 —e— 150 rpm
J" 0,6 —— 100 rpm
0,4 —a— 170 rpm
0,2
0« I ‘ I |
0 20 40 60 80

t,h

Sekil 4.45 Karistirma hizinin baglangi¢ tepkime hizina etkisi (dp=2 mm, Cs,=2 mM,
Ccaciz= 0.05 M, T=33 °C, pH 7.6 tris tamponu, N=170 rpm)
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Yiiksek karistirma hizinda calisilarak, partikiil yiizeyinde olusabilecek film direngleri

kirilmistir. Boylece dis kiitle aktarim direngleri ihmal edilmistir.

Reaksiyon hizinin, kiitle aktarim direngleri ile azalma derecesini Olgmek igin

tutuklanmig sistemlerde bir etkinlik faktorii tanimlanmistir,

rgt’)z

n= ——— (4.17)
rger(;ek
Tutuklanmis hiicre ile elde edilen tepkime hiz1 difiizyon kisitlamali tepkime hizi yani

gozlenen hiz, serbest hiicre ile elde edilen tepkime hizi ise direnglerin olmadig

durumdaki yani gercek tepkime hizidir.

1, 1.5, 2 ve 4 mM baslangi¢ substrat derisimlerinde farkli ¢aplara sahip (2 ve 3 mm)

tutuklanmig taze havug hiicreleri ile deneyler gerceklestirilmistir.

1,2
1 *---9
’
= 0,8 P
E /
£ 0,6 7. ~ & serbest hiicre
J / z’.——---. - B = dp=2mm
O,d /7 P -
< N VTSR A oo dp=3mm
P SRS Tk
0,2 POLIt
0
0 20 40 60 80
th

Sekil 4.46 Serbest ve tutuklanmis hiicre ile (S)-1-feniletanol derisiminin degisimi (Cso=
1 mM, pH 7.6 Tris Tamponu, T= 33 °C, N= 150 rpm, Ccac2=0.05 M)
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Sekil 4.47 Serbest ve tutuklanmis hiicre ile (S)-1-feniletanol derisiminin degisimi (Cso=
1.5 mM, pH 7.6 Tris Tamponu, T= 33 °C, N= 150 rpm, Ccac2=0.05 M)

2,5
2 , ....... L )
’
= Py
E~ 1,5 ; . .
N * /’ - #= serbest hiicre
» ‘7,
G 3 ‘v’ - @ = dp=2mm
v /
. v S 1 7 * (1% =
0 5 ",, ‘..“ .................. 'y & dD 3mm
g b , -------
- et
» ,_'_’...
‘,’"..ﬁ"
owr
g 4 40 60 80
t,h

Sekil 4.48 Serbest ve tutuklanmis hiicre ile (S)-1-feniletanol derisiminin degisimi (Cso=
2 mM, pH 7.6 Tris Tamponu, T= 33 °C, N= 150 rpm, Ccac2=0.05 M)
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a1 ;) ~ = serbest hiicre
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Sekil 4.49 Serbest ve tutuklanmis hiicre ile (S)-1-feniletanol derisiminin degisimi (Cso=
4 mM, pH 7.6 Tris Tamponu, T= 33 °C, N= 150 rpm, C¢ac2=0.05 M)

Sekil 4.46-4.49°dan yararlanarak baslangi¢ tepkime hizlar1 hesaplanmistir ve Michaelis-
Menten kinetik sabitlerini  bulabilmek amaciyla Lineweaver-Burk grafigi ile
dogrusallagtirma yapilmistir ve 1/Cs, - 1/ ro degisimi grafige gegirilerek, kinetik sabitler

K VE @' strastyla egim ve kaymadan hesaplanmistir (Cizelge 4.8).
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Cizelge 4.8 Serbest taze havug, tutuklanmig havug biyokatalizorleri i¢in baglangig

tepkime hizi- baglangi¢ substrat derisimi degisimi

Serbest taze havug

1 0.015 0.9075

2 0.025 1.5100

2 mm capinda tutuklanmis taze havug

1 0.0100 6.0500

2 0.0160 3.8720

3 mm ¢apinda tutuklanmis taze havuc

1 0.0075 1.8150

2 0.0125 3.0250
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Cizelge 4.9 Lineweaver-Burk igin Serbest ve farkli ¢aplarda tutuklanmis
biyokatalizorlerin baslangi¢ hizlar

Serbest taze havug

Cso, mM ro, mmol/Lh 1/ ro, Lh/mmol 1/Cs,, MM*
1 0.015 66.666 1
15 0.021 47.619 0.66
2 0.025 40.000 0.5
4 0.023 43.478 0.25
2mm ¢apinda tutuklanmis taze havug
Cso, mM ro, mmol/Lh 1/ ro, Lh/mmol 1/Cs,, MM ™
1 0.0100 100 1
15 0.0133 75 0.66
2 0.0160 63 0.5
4 0.0158 64 0.25
3mm ¢apinda tutuklanmis taze havug
Cso, mM ro, mmol/Lh 1/ ro, Lh/mmol | 1/Cs,, mM™
1 0.0075 133.333 1
1.5 0.0108 92.592 0.66
2 0.0125 80.000 0.5
4 0.0108 92.592 0.25
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y =44,936x+ 19,406

1/ro, Lh/mmol
3

R? =0,9955
40 -
20 -
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0 0,5 1 1,5 2 2,5
1/Cso, mM!
Sekil 4.50 Serbest biyokatalizor ile Lineweaver-Burk grafigi
120
100
T 80
;
= 60 y=74,737x+ 24,526
-el_ R?=0,9928
= 40
20
0
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

1/C;,, mM!

Sekil 4.51 2 mm ¢apinda tutuklanmis hiicre ile Lineweaver-Burk grafigi

176




140
120
100

30

y = 108,97x+ 22,066
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1/ro, Ldk/mmol

40
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0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
1/Cso, MM

Sekil 4.52 3 mm capinda tutuklanmis hiicre ile Lineweaver-Burk grafigi

Sekil 4.50-4.52 yardimi ile Michaelis-Menten kinetik sabitleri Ky ve rmaks sirastyla egim

ve kaymadan hesaplanmis (EK 5) ve sougclar ¢izelge 4.10°da gosterilmistir.

Cizelge 4.10 Serbest ve tutuklanmais hiicreler i¢in toplu sonuglar

Km (mmol/L) IMNnaks (MMol/Lh)
Serbest hiicre 2.3142 0.0515
Tutuklanms hiicre Kwmgiz (Mmol/L) INnaksgoz (MMol/Lh)
Dpl=2 mm 3.0472 0.0407
Dp2= 3 mm 4.9383 0.0453

Serbest ve tutuklu enzime ait bu degerler karsilastirildiginda ADH enziminin tutuklama
ile Ky degerinin, difiizyon sinirlamalari nedeniyle arttig1 ve bdylece enzimin substratina

olan ilgisinin azaldig1 goriilmektedir.

Katalizor partikiillerde difiizyon ve reaksiyon olaylarini incelemek icin Thiele modiilii
ve substratin katalizor i¢ine ne kadar difiizlendiginin bir 6l¢iisii olan etkinlik katsayisi

degerleri belirlenmistir (EK 6).

Etkinlik faktorii ile gozlenen Thiele modiilii arasindaki iliski boyutsuz Michaelis-

Menten sabitine (B= Ku/ Cs) baglh olarak verilmektedir.
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Cizelge 4.11 Etkinlik katsayisi, Thiele modiilii ve etkin difiizyon katsayis1 degerleri

10

20

Dpl=2 mm
(o521, lgerce gy [ 2
gozl gergek s gzl D g6z (E)z Del ,em</s
mmol/Lh mmol/Lh Mgercek De,C, 3
0.0161 0.0238 0.6764 4.6 1.949.10°
Dp2=3 mm
lg522, Fgercel M6 g 2
g6z2 gergek o= g6z,2 D, goz (E)z De2 , cm-/s
mmol/Lh mmol/Lh Mgercek De,C, 3
0.0130 0.0238 0.5462 8.2 1.981.10°

Cizelge 4.11°de goriildiigli lizere partikiil biiyiikliigliniin artmast ile Thiele modilii

artmus, etkinlik katsayisi ise azalmistir.

Bu durum pargacik icindeki difiizyonunun ¢ok yavas oldugunu, substratin diflizyon

kisitlamas1 sonucu katalizoriin i¢ bdliimlerine ulasamadan tepkimeye girdigini, katalizor
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taneciginin ancak kiigiik bir kesrinin etkin olarak kullanilabildigini gostermektedir.
Tanecik c¢ap1 biiylidiikge etkinlik katsayisinin daha da kiiglilmesi, difiizyon

kisitlamalarindan dolayi teorik olarak da beklenen bir sonugtur.

Asetofenonun aljinat jelindeki etkin difiizyon katsayisina literatiirde (% 1.5 w/w)
aljinat derisimi igin 3.24x10° cm?s olarak rastlanmistir (Wu vd.. 1994). Bu calismada
(% 2 wiw) aljinat jelinde ortalama 1.96x10° cm?%s olarak bulunmustur. Jel icindeki

difiizyonun giiclesmesi nedeniyle difiizyon katsayisinin diismesi beklenen bir sonugtur

(Mota vd. 2001).

Asetofenonun sudaki diffiisivitesi 9.21x10° cm?s’dir (Bird 1960). Beklenildigi gibi,

asetofenonun farkli tutuklama matrislerindeki difiizitivitesi, sudakinden kiigtiktiir.
4.8 Siirekli Sistemde (S)-1-Feniletanol Uretimi

Asetofenonun tutuklanmig taze havug¢ biyokatalizorleri ile enantiyosecimli
biyoindirgenme tepkimesinin siirekli sistemde uygulanabilirliginin arastirilmasi
amactyla dolgulu kolon biyoreaktdrde sabit substrat ve biyokatalizor derisiminde farkl

akis hizlarinda zamanla substrat doniisiimii izlenmistir.

Calismada, 27 cm boyunda ve 1.7 cm ¢apinda 50 mL hacminde, cift cidarli sabit
yatakli dolgulu kolon biyoreaktor kullanilmistir. Reaktére 10 g tutuklanmis taze havug
hiicreleri doldurulmustur. Peristaltik pompa farkli akis hizlarinda calistirilarak,
reaktorden besleme cozeltileri gecirilmistir. Belli zaman araliklarinda rektoérden ¢ikan
substrat ve iirlin karisimindan alinarak analize hazirlanmistir. Sicaklik kolon cidarindan

gegirilen su ile 33 °C’de sabit tutulmustur.
Kesikli sistemde tutuklanmis taze havug biyokatalizorleri ile gergeklestirilen

biyoindirgenme deneylerinde 2 mM (0.24 g/L) substrat derisiminden sonra inhibisyon

etkisi gozlenmistir. Siirekli sistemde bu derisimde dolgulu kolon deneyleri galisilmistir.
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4.8.1 Alikonma siiresinin belirlenmesi

Peristaltik pompa farkli akis hizlarinda ¢alistirilarak, reaktéorden 2 mM* lik asetofenon
cozeltisi gecirilmistir. Boliim 3.3.8” de anlatildig1 sekilde kolon gozeneklilgi € =0.33

olarak belirlenmis ve ¢dzeltinin alikonma siiresi (1) hesaplanmstir.

Farkli kalma siirelerinde calisilirken, siirekli sistemde saat basi Ornek alinmis ve

yatiskin kosula gelme zamani tespit edilmeye ¢alisilmistir (Sekil 4.54).

% doniistim

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

t,h

*

Sekil 4.54 7 h kalma siiresinde kolon ¢ikis akiminin zamanla degisimi (CSo=2 mM,
pH=7.6 Tris tamponu, Ca;j=% 2 w/v, dp= 2 mm, C=500 g/L, T=33°C,
CCaCIZ =0.05 M)

7 h kalma siiresinde, sistem yaklasik olarak 17 saatte yatiskin hale gelmektedir. Ulagilan

maksimum doniisiim % 48, % ee >99°diir.
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Sekil 4.55 4 h kalma siiresinde kolon ¢ikis akiminin zamanla degisimi (Cso=2 mM,
pH=7.6 Tris tamponu, Ca;j=% 2 w/v, dp= 2 mm, C=500 g/L, T=33 °C,
CCaCIZ =0.05 M)

4 h kalma siiresinde, sistem yaklasik olarak 12 saatte yatiskin hale gelmektedir. Ulasilan

maksimum doniisiim % 75, % >99 ee.

45

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

t,h

(98]
L

=

=

% doniigiim
i L BV ]
h

L

L

=

Sekil 4.56 2 h kalma siiresinde kolon ¢ikis akiminin zamanla degisimi (Cso=2 mM,
pH=7.6 Tris tamponu, Caj=%2 w/v, dp= 2 mm, C=500 g/L, T=33 °C,
Ccaci2=0.05 M)
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2 h kalma siiresinde, sistem yaklasik olarak 8 saatte yatiskin hale gelmektedir. Ulasilan

maksimum doniisiim % 42, % >99 ee.

Alikonma siiresi arttik¢a, yatiskin kosula gelme siiresi de artmustir. Diisiik akis
hizlarinda 12-17 saatte, yiiksek akis hizinda ise daha kisa siirede (8 saat) yatiskin kosula

ulastimistir.

%ee-Y%doniigiim

2 4 7 M 25doniisim
wh = %ee

Sekil 4.57 Yatiskin halde farkli kalma siirelerinde % doéniisiim ve % ee degerleri
(Cso=2 mM, pH=7.6 Tris tamponu, Ca;j=%2 w/v, dp=2 mm, C,;=500 g/L,
T=33°C, Ccaci2=0.05 M)

Sekil 4.57° de de goriildiigi gibi, akis hizinin artmasi ile doniisiim hiz1 artmis ve daha
sonra yiiksek akis hizlarinda azalmigtir. Akis hizinin artmasi ile partikiil yiizeyindeki
kiitle aktarim direnglerinin azalmis ve enzim substrat etkilesiminin verimliligi artmistir

(Cho vd. 1978).

Diisiik akis hizlarinda tanecikler etrafindaki film tabakasi direnci kirilmadigindan
tepkime hizlar1 da diisiiktiir. Yiiksek besleme akis hizlarina ¢ikildiginda ise alikonma
siiresi ¢cok azaldig1 i¢in tepkime hizinda bir azalma gdézlenmistir. Bunun nedeni hizl
akis hizlarinda alikonma siiresinin diisilk olmasindan dolay1 enzimle substrat arasinda

yeterli etkilesimin gergeklesememesidir (Sekil 4.58).
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Sekil 4.58 Kalma siiresinin verimlilik ve (S)-1-feniletanol derisimine etkisi
(Cso=2 mM, pH=7.6 Tris tamponu, Ca;=% 2 w/v, dp=2 mm, C,;=500 g/L,
T=33 OC, CCaCIZ =0.05 M)

Sekil 4.58’de alikonma siiresinin (t) artmasi ile verimlilik azalirken {irlin derisimi 4 h’
te kadar artmaktadir. Hem verim hemde iirlin derisimi agisindan optimum alikonma

stiresi degeri 3.75 h olarak goriilmektedir.

Yiiksek doniistim degerlerine ulagsmak i¢in film direnglerinin yiiksek hizlarda calisilarak
minimum diizeyde tutulabilmesi gerekir fakat bu sistem i¢in 4 mL/h degerinin {izerine

¢ikilmamalidir.

4.8.2 Substrat derisimi etkisi

Bu denemelerde ise 1, 2 ve 4 mM (0.12-0.24-0.48 g/L) substrat derisiminde besleme
cozeltileri uygun alikonma siiresinde reaktorden gecirilmistir. Belli zaman araliklarinda
reaktorden ¢ikan cozeltiden alinan Orneklere ait doniisiim ve enantiyomerik asirilik

degerleri grafikte goriilmektedir.
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Sekil 4.59 Substrat derisiminin zamanla enantiyomerik asirilik ve doniisiim {izerine
etkisi (=4 h, pH=7.6 Tris tamponu, Ca;=% 2 w/v, dp=2 mm, Cy=500 g/L,
T=33°C, Ccacro =0.05 M)

Substrat derisimi 2 mM iken yatiskin kosulda % 75 doniisiim elde edilmistir. Substrat
derisiminin artmasi, substrat inhibisyonunundan dolayr doniistimii olumsuz yonde

etkilemistir.

Sekil 4.60’da ise, substrat derisiminin iriin derisimi ile degisimi g6zlenmektedir.
Substrat derigimi arttikga iirtin derisimi de artmistir. 4 mM substrat derisimi degerinde
yiiksek tiirlin derigimi elde edilmesine ragmen doniisiim ancak % 47’ye ulasabilmistir,
ayn1 zamanda yiiksek doniisiim degeri elde edebilmek i¢in 2 mM substrat derisiminde

calismanin daha uygun oldugu diigiiniilmiistiir.
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Sekil 4.60 Substrat derisiminin biyoindirgemeye etkisi (t=4 h, pH=7.6 Tris tamponu,
CA|j:0/0 2 W/V, dp:2 mm, C,:=500 g/L, T=33 OC, Ccacip =0,05 M)

4.9 Uretim Verimliliginin Belirlenmesi

Uretimlerde baslica hedef, kesikli sistem ile uygun iiretim kosullarinin belirlenmesinin
ardindan biliylik o6lgekte yiiksek verimlilikte liretimin saglanmasidir. Verimlilik belirli

stirede iiretilen iiriiniin birim hacim ve birim zamandaki miktaridir (Esitlik 4.27).

uretilen Griin (mmol)

Verimlilik = - - ”
tepkime hacmi(L)xsure(h)

(4.27)
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Sekil 4.61 Siirekli ve kesikli sistemde iiretim verimliligi

Siirekli prosesin avantaji genellikle verimliligin digerlerine gore daha yiiksek olmasidir.
Sekil 4.61°den de goriildiigii gibi, siirekli sistemde kesikli sisteme gore tiim substrat

derisimi i¢in ¢ok daha iyi bir verimlilik elde dilmistir.
4.10 Kimya Miihendisliginde Modelleme

Modelleme icin altin kural: her zaman bilinen fiziksel, kimyasal ve biyokimyasal
kavramlara dayanan en basit ve uygun modeli kullanmak olmalidir. Modeller ne kadar

basit olursa kullanimi o kadar kolaydir (Tiirker 2005).

Kimyasal proses problemlerinin modern anlamda analizi, genellikle bir takim
matematiksel modeller gerektirir. Bu amagla, dolgulu kolon biyoreaktérde, Re sayisi

hesabi, bos ve dolu kolon hizlar1 hesaplanmistir (EK 7).

Re=0.02 << 10 oldugundan kolon Laminer akislidir. Dagilma katsayis1 ayni reaktorde
Dz=2.2.107 m%s hesaplanmistir (Aydogan 2011). Bu veriler 1518inda, dolgulu kolon
biyoreaktoriin modeli, MATLAB paket programi kullanilarak c¢oziilebilir. Dolgulu
kolon biyoreaktor modeli boyutsuz gruplar cinsinden Bolim 2’de anlatildigi gibi

¢ikarilmig ve ¢oziilmiistiir (EK 8).
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Sekil 4.62 Farkl1 baslangi¢ substrat derisimlerinde konum ile doniisiim degisimi igin
deneysel veriler (=4 h, pH=7.6 Tris tamponu, Ca;=% 2 w/v, dp=2 mm,
Cp=500 g/L, Ccaciz =0,05 M T=33 °C)

Farklt baglangi¢ substrat derisimlerinde, model ¢oziimii ve deneysel verilerin

karsilastirmasi goriillmektedir (Sekil 4.63-4.65).
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Sekil 4.63 1 mM baslangi¢ derisiminde model (—) ve deney ( o ) sonuglarinin
karsilastirilmasi (t=4 h, pH=7.6 Tris tamponu, Ca;=% 2 w/v, dp=2 mm,
Cpt=500 g/L, T=33 °C, Ccaciz =0.05 M)
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Sekil 4.64 2 mM baslangi¢ derisiminde model (—) ve deney ( o ) sonuglarinin
karsilastirilmasi (t=4 h, pH=7.6 Tris tamponu, Ca;=% 2 w/v, dp=2 mm,
Cpt=500 g/L, T=33 °C, Ccaciz =0.05 M)
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Sekil 4.65 4 mM baslangi¢ derisiminde model (—) ve deney ( o ) sonuglarinin
karsilastirilmasi (t=4 h, pH=7.6 Tris tamponu, Ca;=% 2 w/v, dp=2 mm,
Cpt=500 g/L, T=33 °C, Ccaciz =0.05 M)

Literatiirde bitki biyokatalizorliiglinde biyoindirgeme i¢in modelleme calismasina
rastlanmamistir. Sekil 4.63-4.65’den goriildiigli gibi, modelden elde edilen sonuglarla,

deneysel veriler uyum igerisindedir.
Modelin deneysel verilerle uyumlu oldugu gosterildikten sonra artik model

biyoreaktoriin performansini ¢esitli isletme kosullar1 altinda 6ngérmek, yeni proses

tasarimi yapmak, optimizasyon ve kontrol i¢in kullanilir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Organik sentezdeki en onemli amaglardan biri spesifik stereoizomerleri saf halde elde
edebilmektir. Bu, ozellikle sadece bir izomerin biyolojik aktiviteye sahip oldugu
ilaclarin iiretiminde oldukc¢a 6nemlidir. Bu amagla, ilag iireticileri hem toplam verimi
diisiiren hem de maliyeti artiran uzun ayirma islemlerini gergeklestirmek durumunda
kalabilirler. Bu bakimdan enzimlerin ve mikroorganizmalarin kullanilmasi paha

bigilmezdir; ¢linkii bunlar genellikle sadece saf stereoizomerleri verirler.

Tiim hiicre otomatik olarak metabolik yol izleyebildiginden dolayr kofaktor
rejenerasyonu i¢in kofaktdr dongiisiine ihtiyag duymaz. Mikrobiyal doniisiimlerin
verimliligi genellikle diisiik olur. Ciinkii dogal olmayan substratlar cogunlukla yasayan
organizmaya toksik etki yaparlar ve diisiik konsantrasyonlarda tolere edilebilirler

(hacim bagina ~ % 0.1 - 0.3).

Son yillarda, biyokatalizér olarak bitki hiicreleri kullanilarak gergeklestirilen
biyokatalitik reaksiyonlar, bitkilerin sentezlenen kimyasal maddelere goére yan

etkilerinin daha az olmasi ve maliyetlerinin diisiik olmasi nedeni ile dikkat ¢cekmektedir.

Asetofenonun enantiyosec¢imli biyoindirgenmesi ile pek ¢ok farmakolojik iiriiniin ¢ikis
maddesi olan 1-fenil-etanoliin iiretimi, ADH kaynagi olarak 16 U/L ve 10 U/L hiicre igi
enzim aktivitesine sahip taze ve liyofilize havu¢ biyokatalizorliiglinde
gerceklestirilmistir. Bu ¢alisma kapsaminda enantiyomerik saflikta 1-fenil-etanol
iiretimine biyokatalizor tiirii, substrat derisimi, sicaklik, siire, tepkime pH ‘s1 ve
biyokatalizor miktariin etkisi arastirilmistir. Enantiyose¢imli asimetrik biyoindirgenme
tepkimesinde biyokatalizor olarak kullanilan taze ve liyofilize havug¢ icindeki ADH
enzimi tepkimeyi yiiksek enantiyose¢imlilikte % >99 ve 2 mM (0.24 g/L) baslangig
substrat derisiminde, taze havug i¢in % 92 doniisiimle, 0.5 mM (0.06 g/L) liyofilize

havug i¢in % 78 doniisiimle katalizlemistir.

Kiitle transferi parcaciklarin ara yilizeyinde gerceklestigi i¢in ne kadar kiigiik pargacik

olursa o kadar genis ylizey alani olacagindan, biyokatalizér olarak taze havucun
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kullanildig1 ¢alismalarda oncelikle biyokatalizor uygun bir rende ile minimum pargacik
boyutuna kiigiiltiilmiistiir. Biyokatalizor miktar1 olarak, hem tepkimenin maliyeti hem
de tepkimeyi yiiksek enantiyosecimlilikte katalizlemesi bakimindan yapilan ©n
denemeler sonucunda, 2 mM (0.24 g/L) baslangi¢ substrat derisiminde, 200 g¢/L

biyokatalizor miktarinin % >99 ee ve % 92 doniisiim ile uygun oldugu goriilmiistiir.

Tepkime sicakligi enzimatik tepkimeler iizerinde biiyiik etkiye sahiptir. Yapilan
deneylerde sicakligin enantiyomerik asirihik degerini etkilemedigi goriilmiistiir
Enantiyomerik asirilik degeri tiim sicakliklarda % >99 iken 33 °C’de diger sicakliklara
gore daha yiiksek doniisiim, 2 mM (0.24 g/L) baslangi¢ substrat derisiminde, (% 92)
elde edilmistir. Enzimler diger katalizorlerden farkli olarak protein yapilarindan dolay:
sicakliga baghidirlar. Belli bir sicakliktan sonra enzim denatiire olmaya baslar ve bu
nedenle doniisiimiin azalmasi, oksido rediiktaz olan ADH enziminin yiiksek sicaklikta

aktifligini yitirmesi ile agiklanmistir.

Dehidrogenaz tepkimeleri biyotransformasyon calismalarinda tepkimenin ydniine gore
tercih edilen asidik ya da bazik pH kosullarinda tampon ¢6zelti ortaminda gergeklestilir.
Her enzimin en iyi ¢alistig1 bir pH aralig1 vardir. Asirt asidik ve bazik ortamlardan
etkilenirler. Genellikle notr ortamlarda calisirlar. Bazi hallerde enzimler en yiiksek pH
etkinligini belirli bir pH derecesinde gosterirler. Bu pH derecesine "Optimum pH"
denir. Optimum pH’1n her iki yaninda da enzim aktivitesi yavaslar, bu ¢alismada taze ve
liyofilize havug icin optimum pH degerinin, 2 mM (0.24 g/L) baslangi¢ substrat

derisiminde, 7 oldugu gorilmiistiir.

Liyofilize havug ile yapilan biyoindirgenme deneylerinde reaksiyon siiresi kisalmadigi
gibi serbest hiicrelerle elde edilen doniisiimlerden daha diisiik dontistimler elde
edilmistir. Uygulanan dondurma hizi, kurutulmus iirliniin rekonstitiisyon 6zellikleri i¢in
son derece dnemlidir. Dondurma islemi ne kadar hizli olursa, o kadar kiigiik ve fazla
sayida buz kristali olusacagindan, kurumus tiriinde o kadar fazla gzenek ortaya ¢ikar.
Boylece {irtiniin rehidrasyon hizi yiiksektir ve rehidrasyon tamdir. Rehidrasyon,
kurutulmus irtine tekrar su verildiginde {rliniin tekrar kurutma onceki haline

doniisebilmesidir. Bu ¢alismada uygulanan kurutma hizi yavas oldugundan yiiksek

192



enantiyose¢imlilik % >99 elde edilmesine ragmen, 0.5 mM (0.06 g/L) baslangic

substrat derigsiminde, maksimum doniisiim % 78 degerinde kalmistir.

Calisma kapsaminda, ADH enzimi ag¢isindan zengin bir bitkisel kaynak olan Havugtan
(D. carrota) yararlanilarak yapilan biyoindirgeme deneylerine tutuklama calismalart ile
devam edilmistir. Tutuklama alginat jelinde gergeklestirilmis ve taze havug hiicreleri ve
liyofilize havug hiicreleri ile tutuklanmis ADH’mn optimum pH ve sicaklik, reaksiyon
stiresi, aljinat derisimi, Ky Ve Imaks Kinetik sabitleri, yeniden kullanilabilirlik gibi bazi

biyokimyasal 6zellikleri incelenmistir.

Tutuklanmis havug hiicreleri ile biyoindirgenme tepkimeleri sirasinda Tris tamponu (pH
7.6) kullanilmistir. Bir¢ok literatiirde sodyum-potasyum fosfat tamponu kullanilmasina
ragmen, fosfat tamponlari Ca*? iyonlarini jelden uzaklastirip polimerde bozulmalara

neden olabilecegi i¢in bu ¢alismada kullanilmamistir (Fraser ve Bickerstaff 1997).

Tutuklama galismalarinda kolaylik saglamasi, hizli ve kolay uygulanabilir bir metot
olmasi nedeniyle sodyum alginat jeli kullanilmistir. Alginat jeli enzim kagisim
onleyecek ve substratin enzime erisimini de engellemeyecek bir gézenek yapisina sahip

olmas1 nedeniyle diger jellerden tistiindiir.

Calismada literatiirde belirtildigi gibi alginat jeli i¢in, jel indiikleyici sistem olarak
alginat polimeri igin CaCl; ¢ozeltisi gibi katyonik bir ¢6zelti kullanilmigtir (Palmieri vd.
1994).

Sirasiyla % 1, 1.5 ve 2’lik (w/w) derisimlerdeki alginat jellere tutuklanmis taze havug
hiicreleri biyokatalizor olarak kullanilarak, alginat derisiminin biyoindirgenme deneyi
lizerine etkisi incelenmistir. Optimum alginat derisimi % 2 olarak bulunmustur. Artan
aljinat derisimi ile enantiyomerik asirilik degeri etkilenmezken, doniisiimiin yiiksek

difiizyon kisitlamalar1 nedeni ile azaldig1 gozlenmistir.
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Enzim kaynagi (ADH) olarak kullanilan tutuklanmig taze havug, (S)-enantiyomer
acisindan, 2 mM (0.24 g/L) baslangi¢ substrat derisiminde, yliksek enantiyosegimlilige
(% >99) ve % 66 doniisiime sahipken liyofilize havug hiicreleri ile 0.5 mM (0.06 g/L)
baslangi¢ substrat derisiminde (% >99) ve % 50 doniisim elde edilmistir. Yiiksek
derigimlerde substrat inhibisyonu gdézlenmis ve ilerleyen agamalarda her biyokatalizor

icin substrat inhibisyon kinetigi incelenmistir.

Tutuklama isleminde pellet ¢apinin, (S)-1-feniletanol tiretimine etkisini incelemek igin
% 2 Na-aljinattan elde edilen 3 farkli pellet ¢apina sahip tutuklanmis taze havug
hiicreleri kullanilmistir. Enzimi farkli pellet caplarinda tutuklayarak (2 mm-3 mm-4
mm) pellet ¢api- enantiyomerik asirilik-doniistim arasindaki iliski incelenmistir. 2 mm
capindaki pelletler ile 2 mM (0.24 g/L) baslangi¢ substrat derisiminde, % >99 ee ve %
62 dontistim elde edilmistir. Yiiksek pellet ¢aplarinda doniisiim azalmasi kiitle aktarim

kisitlamalarina baglanmistir.

Ortam pH ’1nin, enzimlerin iyonlasabilen gruplari iizerinde 6nemli bir etkisi oldugu i¢in
enzim aktivitesindeki rolil biiyiiktiir. Aktif merkezin konformasyonunu koruyup islevini
yerine getirebilmesi i¢in bu gruplarin iyonik formda olmasi gerekir. pH substrattaki
iyonlagabilen gruplari etkileyebilmektedir. Tutuklama ¢aligmalarinda optimum pH ’in
degisimi enzimin ylikiine veya kullanilan matrikse baglidir. Bu degisim, enzimin yap1 -
fonksiyon iligkisinin anlasilmasinda yardimeci olur. Alginat jelinde tutuklama iglemi icin
fosfat tamponunda optimum pH degeri tutuklanmig taze ve liyofilize havug iginde 7.0

olarak bulunmustur.

Tutuklanmig taze havug ile biyoindirgenme deneylerinde tris tamponunda pH etkisi
incelenirken, 2 mM (0.24 g/L) baslangi¢ substrat derisiminde, en yiiksek doniisim % 64
ve % >99 ee degeri pH=7.6 da 24 h sonunda elde edilmistir. Tutuklanmis taze havug ile
biyoindirgenme deneylerinde fosfat tamponunda ise 2 mM (0.24 g/L) baslangig¢ substrat
derisiminde, ayn1 donilisiim ve enantiyomerik asirilik degerine yaklasik 48 h sonunda

ulasilmaisti.
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Tutuklama isleminin Tris tamponunda reaksiyon siiresini kisalttigi gdézlenmistir. Bu
nedenle, tutuklanmis taze havug hiicreleri ile siirekli sistemde, ozellikle pH 7.5’in
tizerinde fosfat tamponuna gore daha stabil olusu ve kalsiyum tuzlarmi ¢oktiirmemesi

nedeni ile tampon ortami olarak tris tamponu kullanilmistir.

Biitiin kimyasal tepkimeler gibi enzimatik tepkimelerde de tepkime hizi sicaklik ile
artar, ancak yiliksek sicakliklarda enzim yapisinda meydana gelen denatiirasyon
nedeniyle enzimin aktif merkezi aktifligini yitirerek diisiis gézlenir. Taze ve liyofilize
havug hiicreleri ile gergeklestirilen tutuklama iseminin bu denatiirasyonu azaltmasi
beklenirken bu c¢alismada serbest hiicreler ile c¢alisilan optimum sicakligi

degistirmemistir.

Serbest hiicre ¢aligmalarinda hiicrelerin bir kism1 da ¢ozeltide bulundugu i¢in yeniden
kullanilmasi saflastirma islemleri gerektirir. Bu nedenle sadece bir kez kullanilabilir.
Tutuklanmig enzimlerin tekrar tekrar kullanilabilmeleri serbest enzimlere gore
istiinliikleridir. 2 mM (0.24 g/L) baslangic substrat derisiminde, tutuklanmis taze havug
hiicrelerinin ilk kullanimda % 66 olan doniisiim degerinin 5 kez kullanimindan sonra %

62 degerine diistligl fakat aktivitesini yaklagik % 90 oraninda korudugu gozlenmistir.

Tutuklanmis enzimler, serbest ¢oziinen enzimlerde olmayan yeni bir probleme neden
olabilir. Bu problemler, biiyiik partikiil biiylikliigiindeki enzimlerden kaynaklanan kiitle
aktarim direngleridir. Tutuklanmis enzim, partikiil yilizeyine tutuklanmis ve sadece sivi
y1gmindan reaksiyonun gerceklestigi partikiil yiizeyine kiitle aktarimi s6z konusu ise dig

kiitle aktarimi gerceklesir.

Enzimler polimerizasyon veya mikroenkapsiilasyon ile tutuklaniyorsa, partikiil i¢i kiitle
aktarim direngleri, enzimatik reaksiyonun hizini etkileyebilir. Partikiil i¢i kiitle aktarim
direngleri analizi, substratin agaroz, agar veya jelatin gibi tutuklama matrislerindeki

etkin difiizyonunun bilinmesini gerektirir.

Asetofenonun aljinat jelindeki etkin diflizyon katsayisina literatiirde (% 1.5 w/w)
3.24x10® cm?/s olarak rastlanmustir (Wu vd.. 1994). Bu calismada (% 2 w/w) aljinat

jelinde ortalama 1.96x10° cm?s olarak bulunmustur. Jel i¢indeki difiizyonun
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giiclesmesi nedeniyle diflizyon katsayisinin azalmasi beklenen bir sonugtur (Mota vd..

2001).

Asetofenonun sudaki diffiisivitesi 9.21x10° cm?/s’dir (Bird 1960). Beklenildigi gibi,

asetofenonun farkli tutuklama matrislerindeki difiizitivitesi, sudakinden kiigiiktiir

Calismada yapilan reaksiyon kinetigi caligmalarinda Oncelikle substrat inhibisyon
kinetigi Lineweaver-Burk grafikleri kullanilarak incelenmis daha sonra her bir
biyokatalizér i¢in (taze havug, liyofilize havu¢ ve tutuklanmis taze havug hiicreleri)

Lineweaver-Burk grafigi kullanilarak Ky Ve ryax kinetik sabitleri belirlenmistir.

Cizelge 5.1 Taze ve liyofilize havug i¢in Ky Ve maks degerleri

Biyokatalizor Kwm Mmaks
Taze havu¢ 231 0.052
Liyofilize havug 3.10 0.092

Michaelis-Menten denklemine gore; Ky (Michaelis-Menten sabiti), enzimin substratina
kars1 olan ilgisini gostermektedir. Ky degeri kiiciik olan enzim, substrati i¢in yiiksek bir
affinite gosterir; enzim diisiik bir substrat derisiminde doyarak maksimum hiz saglar.
Kwm degeri bliylik olan enzim, substrati i¢in diisiik bir affinite gosterir; enzimin yari
doygunluga ulagmasi i¢in daha fazla substrat derisimi gerekmektedir. Bir enzim i¢in Ky
degeri, enzim ile verilen substratin karsilikli etkilesimini karakterize eden bir sabit

sayidir.

Kwm degeri, 3-10 mM ve daha diislik olan enzimler yiiksek afiniteli enzimlerdir. Burada
taze havug i¢in Ky=2.31 mM’ dir. ADH enzimi kaynagi olarak se¢ilen D.Carota (taze
havug), asetofenona ilgisi Ky degeri gozoniine alindiginda yiiksek oldugu

goriilmektedir.
Liyofilize havug biyokatalizorii i¢in enzimin substratina karsi olan ilgisini belirten Ky

(3.10) degeri, taze havug biyokatalizoriine (2.31) gore daha yiiksek bir degere sahiptir.

Liyofilizasyon islemi enzimin affinitesini olumsuz etkilemistir.
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Tutuklanmig taze havug i¢in yapilan kinetik g¢alismalarinda ise Michaelis-Menten

sabitleri agagidaki cizelgede 6zetlenmistir.

Cizelge 5.2 Serbest ve tutuklanmis hiicreler i¢in toplu sonuglar

Km (mmol/L) INnaks (MMol/Ldak)
Serbest hiicre 2.3142 0.0515
Tutuklanms hiicre Kwmgiz (Mmol/L) INnaksgoz (MMol/Ldak)
Dpl=2 mm 3.0472 0.0407
Dp2= 3 mm 4.9383 0.0453

Km degisimi enzim yapisindaki konformasyonundaki degisimden c¢ok diflizyon
kisitlamalarina baglidir. Bagka bir degisle Ky kinetik sabiti enzim ile substrat arasindaki
ES kompleksinin saglamlik 6l¢iisiidiir. Bu deger kiiciildiik¢e enzimin iyonlagma riski o
kadar azalir. Serbest ve tutuklu enzime ait bu degerler karsilastirildiginda ADH
enziminin tutuklama ile Ky degerinin serbest enzime gore diflizyon sinirlamalari
nedeniyle arttig1 ve bdylece enzimin substratina olan ilgisinin azaldig1 goriilmektedir.
Diger bir kinetik sabit olan rmas ise enzimin aktifliginin bir Ol¢iisiidiir. Burada rmaks
degeri serbest hiicreye gore azalmistir. Bu durum enzimin aktif merkezinin tutuklama

isleminden etkilendigini gostermektedir.

Calismada, katalizor partikiillerde diflizyon ve reaksiyon olaylarini incelemek igin
Thiele modiilii ve substratin katalizor i¢ine ne kadar diflizlendiginin bir 6lgiisii olan

etkinlik katsayis1 degerleri belirlenmistir.

Cizelge 5.3 Pellet cap1, etkinlik katsayisi ve Thiele modiilii toplu sonuglar

Pellet cap1 Etkinlik katsayisi Thiele modiilii
Dp1: 2 mm 1’]1:0.6764 ®,=4.6
Dp,=3 mm n2=0.5462 ®,=8.2
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Cizelge 5.3’de goriildligli iizere, partikiil biiyiikliigiiniin artmasi ile Thiele modiilii

artmus, etkinlik katsayis1 ise azalmigtir.

Bu durum pargacik igindeki diflizyonunun ¢ok yavas oldugunu, substratin difiizyon
kisitlamasi1 sonucu katalizoriin i¢ boliimlerine ulasamadan tepkimeye girdigini, katalizor

taneciginin sadece kiiciik bir boliimiiniin etkin olarak kullanilabildigini gostermektedir.

Tanecik c¢ap1 biiylidik¢e etkinlik katsayisinin daha da kiiglilmesi, diflizyon

kisitlamalarindan dolay1 beklenen bir sonugtur.

Bu ¢alisma kapsaminda liyofilize havug kullanilarak gergeklestirilen biyoindirgenme
tepkimelerinde optimum kosullarin belirlenmesi amaciyla cevap yiizey yontemi ile
optimizasyon caligsmasi gerceklestirilmis ve elde edilen model denklem ayni program
kullanilarak ¢oziilmiistiir. Serbest hiicrelerle, kesikli sistemde 0.96 mM baslangig
asetofenon derisiminde optimum kosullarda (t= 51.68 h, Cy= 24.95 g/L, N= 199.82
rpm) 0.578 mM (S)-1-feniletanol elde edilmistir.

Asetofenonun tutuklanmis taze havu¢ biyokatalizorleri ile enantiyosec¢imli
biyoindirgenme tepkimesinin siirekli sistemde uygulanabilirliginin arastirilmasi
amaciyla dolgulu kolon biyoreaktdrde sabit substrat ve biyokatalizor derisiminde farkl

akis hizlarinda zamanla substrat dontisiimii izlenmistir.

Literatiirde siirekli sistemde bitki biyokatalizorleri ile asimetrik biyoindirgeme {izerine
calisma bulunmamaktadir. Bu calisma literatiirdeki bu boslugu doldurmak amagh

onemli bir yere sahiptir.

Calismada dolgulu kolon kullanilmistir. Dolgulu kolonun performansini etkileyen
parametreler partikiil biiyiikligii, akis hizi, alikonma stiresi gibi parametrelerdir. Her bir

parametrenin optimizasyonu yapilarak kolonun verimi arttirilabilmektedir.

Kolon verimini arttirmak icin kiigiik partikiillerle calisilmalidir. Bununla beraber
partikiil biiyiikliigii azaldik¢a dolgulu kolonda basing diismesi artacagindan tepkime hiz

verileri elde edilitken kiitle transferinin tepkimeyi siirlamadigr akis hizina
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yiikseltilmelidir (Fogler 1999). Bu amagla, 2mm ¢apinda tutuklanmis taze havug
hiicreleri ile en diisiik partikiil ¢apinda ¢alisilmistir. Partikiil ¢apinin kiigiilmesiyle kolon
icine yerlestirilen partikiil sayisinin artarak buna bagli olarak, enzimin tutuklandigi

yiizey alanin da artmasi 6nemli bir etkendir.

Dolgulu kolon performansini etkileyen bir diger parametrede akis hizidir. Akis hizinin
artmasi ile doniisiim hiz1 artmig ve daha yiiksek akis hizlarinda azalmistir. Akis hizinin
artmasi ile partikiil yiizeyindeki kiitle aktarim direnglerinin azalmis ve enzim substrat

etkilesiminin verimliligi artmistir (Cho vd. 1978).

Diistik akis hizlarinda tanecikler etrafindaki film tabakasi direnci kirilmadigindan
tepkime hizlar1 da diisiiktiir. Yiiksek besleme akis hizlarina ¢ikildiginda ise alikonma
stiresi ¢ok azaldigi i¢in tepkime hizinda bir azalma gozlenmistir. Bunun nedeni hizli
akis hizlarinda alikonma siiresinin diisiik olmasindan dolay1 enzimle substrat arasinda

yeterli etkilesimin ger¢eklesememesidir.

Yiiksek dontisiim degerlerine ulagmak icin film direnglerinin yiiksek hizlarda ¢alisilarak
minimum diizeyde tutulabilmesi gerekir fakat bu sistem icin 4 mL/h degerinin lizerine

¢ikilmamalidir.

Kiiclik partikiiller daha yiiksek etkinlik katsayisina ve daha diisiik Thiele modiiliine
sahiptir. Bu oOzellikleri tasiyan partikiiliin kolon igerisinde daha yiiksek verimle

caligmasi yani doniisiim oraninin yiiksek olmasi beklenen bir sonugctur.

Siirekli sistemde yapilan deneylerde akis hizlarina baglh olarak 2- 4 ve 7 saat kalma
stirelerinde calisilmis ve en yiiksek doniistime, 2 mM (0.24 g/L) baslangi¢ substrat

derisiminde, (% 75) 4 h’lik kalma siiresinde ulasilmistir.

Alikonma siiresi arttikga, yatisgkin kosula gelme siiresi de artmustir. Diisiik akis
hizlarinda 12-17 saatte, yiiksek akis hizinda ise daha kisa siirede (8 saat) yatiskin kosula

ulasilmustir.
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Siirekli sistemde baslangi¢ substrat derigsimi etkisi, 1| mM, 2 mM ve 4 mM olan besleme
cozeltilerinin 4 h olarak belirlenen alikonma siiresinde reaktdrden gecirilmesiyle
incelenmistir. Substrat derisimi 2 mM (0.24 g/L) igin % 75 doniisiim, 4 mM (0.48 g/L)
icin % 47 doniisiim olarak elde edilmistir. Substrat derisiminin artmasi, substrat

inhibisyonunundan dolay1 doniisiimii olumsuz yonde etkilemistir.

Kimyasal proses problemlerinin modern anlamda analizi, genellikle bir takim
matematiksel modeller gerektirir. Calismada son olarak, sistemin matematik modeli

olusturulmustur.

Bu amagla, dolgulu kolon biyoreaktdrde, Re sayis1 hesabi, bos ve dolu kolon hizlar
hesaplanarak, dolgulu kolon biyoreaktdriin modeli, MATLAB paket programi
kullanilarak ¢oziilmiistiir. Sonuglar deneysel verilerle karsilastirilmistir. Sonuglarin

uyumlu oldugu gozlenmistir.

Literatiirde stirekli sistemde bitki hiicreleri biyokatalizorliiglinde biyoindirgenme
tepkimelerine ait bilgiye rastlanmamistir. Bu nedenle literatiir karsilagtirmalari

yapilamamastir.
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EK 1 Asetofenon ve (R,S)-1-feniletanol’e Ait Fiziksel Ozellikler

Cizelge 1 Asetofenona ait fiziksel 6zellikler (Clayden 2000)

ASETOFENON

1-Fenil Etanon

Fenil Metil Keton

Asetilbenzen

CgHgO / CgHsCOCH;3
Molekiiler Agirhigi: 120.1 g/mol
Kaynama Noktasi: 202 °C CHs
Erime noktasi: 20 °C

Rolatif yogunluk (su=1): 1.03
Suda ¢oziiniirliigi: zayif

Buhar basinci, kPa 15°C de: 0.133
Renksiz siv1 veya beyaz kristal,

karekteristik kokulu
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Cizelge 2 (R,S)-1-feniletanol’e ait fiziksel 6zellikler (Clayden 2000)

FENIL ETANOL

B-hydroxyethylbenzene.

B-feniletanol, B-PEA.

Bencilcarbinol

CsH100

Molekiiler Agirligi: 122,16 g / mol
Kaynama noktasi:  225°C

Erime noktas: -27°C (246 K)
Yogunluk:  1017-1020 (25) gr/cm 3

Gorlintigii: ~ Renksiz yagl bir s1vi

OH
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EK 2 Asetofenon ve (R,S)-1-feniletanol’e Ait Kalibrasyon Grafikleri

35000000
y = 2E4+06x
30000000 R? = 0,9963
25000000

20000000

Pik Alani

15000000

10000000 -

5000000 -

0 & I I T I I T
0 2 4 6 8 10 12

Derigsim, mM

14

Sekil 1 Asetofenon’a ait kalibrasyon grafigi, 254 nm
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Sekil 2 (S)-1-feniletanol’e ait kalibrasyon grafigi, 254 nm
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10000000
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8000000
7000000
6000000 -
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Alanx10®

4000000 y = 886562x

2=
3000000 R* = 10,9994
2000000 -

1000000 -

Derigim, mM

12

Sekil 3 (R)-1-feniletanol’e ait kalibrasyon grafigi, 254 nm
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EK 3 Asetofenon, (R)-1-feniletanol ve (S)-1-feniletanol’e Ait HPLC Kromatogrami

Retention Time

3000 f g‘r\‘ §3ooo
i I I
] | [
1 ‘\‘ “‘ Asetofenon -
] -1- R)-1-FE ‘ i
2000 (S)-1-FE (R) n 2000
i ‘ | F =)
1 | r <
B \ ‘\ \‘ L €
0 N~ | | [
& 3 ‘ | " 1000
P i
1 = o 3 i
0 N~ ‘ n
N oop ™
A JAND A \ \
e T ar 0
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Minutes

Sekil 1 Asetofenon, (R)-1-feniletanol ve (S)-1-feniletanol’e kromatogram

Asetofenon kalma stiresi 13-15 dk olarak belirlenmistir.

(S)-1-feniletanol kalma siiresi 8-10 dk olarak belirlenmistir.

(R)-1-feniletanol kalma siiresi 11-12 dk olarak belirlenmistir.
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EK 4 Enzim Aktivitesi Ol¢me

Aktivite U/L = AAbs/dak x (V1 x 1000)/(e X Vi x b)
AAbs/dak: Absorbanstaki net artig

V+: Toplam hacim, mL

V;: Ornek hacmi, mL

€ : 340 nm’de B-NADH icin absorpsiyon sabiti (¢ = 6.22 mM™cm™, Hummel vd..
2003)

b: Kiivet 151k yolu uzunlugu (1 cm)

Havucta ADH aktivitesi:

AAbs/dak (340 nm)= 0.008

Aktivite U/L = AAbs/dak x (V1 X 1000)/( € X Vs X b)

=0.008 (2.5 mL/0.2 mL)x1000/6.22 = 16 U/L

0,35 -

Absorbans, (A)
=] o
— ,O [
th to th

=
—

0,05 -

0 200 400 600 800
Siire (dk)

Sekil 1 Liyofilize havug biyokatalizorii ile zamana kars1 absorbans degisimi
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Absorbans, (A)
(=
by

0,05

0 T T T T 1
0 100 200 300 400 500

Siire (dk)

Seki 2 Solanum tuberosum (Patates) biyokatalizorii ile zamana karsi absorbans
degisimi

Absorbans, (A)
o
(5]
1

O T T T ' T
0 200 400 600 800 1000 1200

Siire (dk)

Sekil 3 Raphanus sativus (Turp) biyokatalizorii ile zamana karst absorbans degisimi
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Absorbans, (A)

0 100 200 300 400 500 600
Siire (dk)

Sekil 4 Vitaceae (Uziim) biyokatalizdrii ile zamana karsi absorbans degisimi
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EK 5 Gerg¢ek ve Gozlenen Michaelis-Menten Sabitlerinin Hesaplanmasi

Serbest hiicre i¢cin: Y=44.936x+19.406
Kayma= 1/ rmaks; rmaks =0.0515 mmol/Lh
Egim= K/ rmaks; Ky = 2.3142 mmol/L

Tutuklanmas taze havug (2 mm ¢aply): y=74.737x+24.526
Kayma= 1/ rmaks; rmaks =0.0407 mmol/Lh
Egim= K/ rmaks; Ky =3.0472 mmol/L

Tutuklanmus taze havug (3 mm ¢aply): y=108.97x+22.066

Kayma= 1/ rmaks; rmaks =0.0453 mmol/Lh
Egim= K/ rmaks; Ky = 4.9383 mmol/L
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EK 6 Etkinlik Faktorii, Gozlenen Thiele Modiilii ve Etkin Difiizyon Katsayisi

Hesaplanmasi
_ Tgor  _ Tgoz2 | ; _0.0515(mmol / Lh) Cg (mM)
M e ook gersek ™ "3 31(mmol / L)+ Cg (MM
_0.0407(mmol / Lh) Cg(mM) _ 0.0453(mmol/Lh) Cg(mM)

| ; -
9021 3 04(mmol /L) +Cg (MM) 9922 4 938(mmol/L) + Cs (MM)

Cs=2 mM igin;

rgergek:0,0238mmoI/Lh,r =0,0161mmol/Lh, r.,,=0,013mmol/Lh

g0z,1 90z,2

_ rgdz,Z

=0.6764 ;M=
rger(;ek rger(;ek

rgt’)z,l

M=

= 0.5462

Sekilden (I)géz’] =4.6 , (Dgéz’z =8.2

Gozlenen Thiele Moduli

r..
Dy, = ﬂ(5)2:4.6; De;=1.949.10° cm?/s; De,=1.981.10°°
DeC, '3
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EK 7 Reynolds Sayis1 Hesabi

dp.Uo. p
uld-¢)

Dolgulu kolonlar i¢in: Re=
dp: tanecik ¢ap1 (m)

Uo: akigskanin kolon bosken hizi (m/s)
p: akigkanin yogunlugu (kg/m3)

w: akiskanin viskozitesi (kg/m*s)

& : bosluk kesri

Akiskanin 6zellikleri olarak suyun 6zellikleri (T=306 K) alinmustir.
= 995.435 kg/m®

u=0.758*10" kg/m*s

dp=2mm =0.002 m, D=0.017 m, L=0.27 m

Q=4 mL/h=1.1*10° m¥s

Bos kolon hizinin (superficial hiz) hesaplanmasi (Uo);

A= (7 /4) D* = (1 /4) (0.017)* = 2.26x10™* m?
Uo = Q/A = (1.1*10° m¥s) /2.27x10™* m? = 0.48*10™ m/s

Dolu kolon hizinin (interstitial hiz) hesaplanmasi (U);
€=0.33
U =Uo/ & = (0.48*107) / 0.33 = 1.468*10™ m/s

Re= 0.002 *0.48*10 > *995.435

3 =0.02 << 10
0.758*10° *(1-0.33)

Re < 10 ise, laminer kosul vardir.
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EK 8 Dolgulu Kolon Biyoreaktoriin Model Coziimii (Matlab Co6ziimii)

function dydx=model (x,Vy)

X; biyoreaktdr uzunludu

% y; substrat derisimi
Dz=6.1e-007;

U=0.480e-005;

B=(U/Dz) ;

KM=3.0472;

rm=0.0006;% mmol/Lh

dydx=[y(2); B*y(l)+ (1/Dz) *[(rm*(y))/ (KM+(y))]
[x y] = oded5 (@model, [0 271, [2 01)
[x vy]

plot(x,y(:,1));

xlabel('z,cm'")

ylabel ('Cso, mM'")

o°
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