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Bu ¢aligmada, farmasotik 6nemi bulunan ve birgok degerli ilag etken maddesinin ¢ikig bileseni
olan optik¢e saf benzoinin, rasemik benzoin asetattan hidroliz tepkimesi ile enzimatik olarak
iretimi amaglanmigtir. Enantiyomerik olarak saf o-hidroksi ketonlar, sahip olduklar1 énemli
fonksiyonel gruplar nedeniyle asimetrik sentezin vazgecilmez yapi taglaridir ve biyolojik olarak
etkin ¢esitli molekiillerin asimetrik sentezinde baslangi¢ maddeleridir.

Optikce aktif benzoini yiiksek enantiyomerik asirilikta {iretmek igin gergeklestirilen hidroliz
tepkimesini katalizleyen bir grup lipaz denenmis ve en uygun lipazin Rhizopus arrhizus
kaynakli lipaz oldugu goriilmiistiir (ee(P)=% 51). Tepkime siiresinin etkisini gérmek amactyla
48 saatlik deneyler yapilmis ve 4.saatten sonra doniisiimiin artmasindan dolay1 ee(P) diismiistiir.
Sicakligin (30, 37, 45 ve 50°C) ve karistirma hizinin (150, 200 ve 250 rpm) etkisi incelenmis ve
yaklasik % 50 doniisiim igin 30°C’de % 51, 250 rpm’de % 67 ee(P) degerine ulasilmustir.
Ancak, 250 rpm’de calisma zorlugu oldugu i¢in deneyler 200 rpm’de (ee(P)=% 51)
gerceklestirilmistir. Yine ayni enzim ile pH etkisi incelenmis ve pH 6’da en yiiksek ee(P) (%
51) degeri elde edilmistir. Rasemik benzoin asetattin lipaz katalizorliigiinde gergeklestirilen
hidroliz tepkimesini en ¢ok etkileyen ii¢ parametre (substrat derisimi, pH ve enzim miktari) i¢in
RSM ile belirlenen 20 adet deney yapilmis ve ii¢ bagimsiz degiskenin enantiyomerik asiriliga
etkisini gosteren denklem ¢oziilerek optimum kosullar belirlenmistir. Optimum kosullar olarak
belirlenen 75 mM substrat derisimi, pH 4.65 ve 75 mg enzim ile deney yapilmis, % 53
enantiyomerik asiriliga ulasilmistir. Ayrica, rasemik benzoin asetatin hidroliz tepkimesi ile
enantiyomerik saflikta benzoin iiretimine mikrodalga etkisi farkli sicakliklarda (60, 70, 80 ve
90°C) ve farkli pH’larda (6, 6.3, 6.5, 7) incelenmis ve 2 dk gibi kisa bir siirede tiim sicakliklarda
ve pH 6, 6.3 ve 6.5’te yaklasik % 50 doniisiim ve % 50 ee(P) degerine ulagilmistir.

Lipaz katalizorligiinde gerceklestirilen hidroliz tepkimesi ile elde edilen enantiyomerik
asirthigin fazla yiikseltilememesinden dolay1 optikge saf benzoin iretimi, Rhizopus oryzae
mikroorganizmasi katalizorliiglinde gerceklestirilmeye ¢alisilmistir. Cogalan mikroorganizmalar
ses Otesi dalgalar kullanilarak pargalanmis ve gerceklestirilen hidroliz tepkimeleri sonucu ee(P)
degeri % 89’a yiikseltilmistir. Mikroorganizma kullanilan deneylerde pH etkisi 20 ve 30 kHz’lik
ultrasonik homojenizerler kullanilarak incelenmistir. 20 kHz’lik homojenizer kullanildiginda pH
6’da % 96 ee(P) degerine ulasilirken 30 kHz’lik homojenizer kullanildiginda pH 4’te % 89
ee(P) degerine ulasilmistir. Tiim tepkimeler sonunda (S)-benzoin elde edilmistir.

2007, 121 sayfa
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PRODUCTION OF ENANTIOMERICALLY PURE BENZOIN WITH LIPASE
CATALYZED HYDROLYSIS REACTION FROM RACEMIC BENZOIN ACETATE
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Ankara University
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Department of Chemical Engineering

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Emine BAYRAKTAR

In this study, the production of optically pure benzoin from rac-benzoin acetate by enzymatic
hydrolysis was aimed. It has pharmaceutical importance and is an important structucal unit in
many drugs. Enantiomerically pure o-hydroxy ketones are building blocks in asymmetric
synthesis for their important functional group and important starting metarials in the asymmetric
synthesis of biologically active compounds.

Different lipase type were used for production of optically active benzoin in high enantiomeric
excess (ee) and the lipase from Rhizopus arrhizus was found the most agreeable one (ee(P)=51
%). To investigate the effect of reaction time, experiments were carried out for 48 hours.
Because of increasing conversion over 50 % after 4 hours, ee value decreased. Because of this
reason the next experiments were carried out 4 hours. The effect of temperature (30, 37, 45 ve
50°C) and stirring rate (150, 200 ve 250 rpm) were investigated and the best results were found
at 30°C 51 % ee(P), at 250 rpm 67 % ee(P). But the experiments were carried out at 200 rpm
(ee(P)= 51 %) because of the difficulty of study at 250 rpm. Also, the effect of pH was
investigated with the same enzyme and the highest ee(P) (51 %) was observed at pH 6. Three
parameters (concentration of substrate, pH and amount of enzyme) chosen as the most effective
parameters, 20 experiments which were determined by Response Surface Methodology (RSM)
were carried out. The optimum conditions were substrate concentration 75 mM, pH 4.65 and
enzyme quantity 75 mg. 53 % enantiomeric excess was obtained at this conditions. The effect of
microwave on the production of enantiomerically pure benzoin with lipase catalyzed hydrolysis
reaction was investigated at different temperatures (60, 70, 80 and 90°C) and pH (6, 6.3, 6.5 and
7). 50 % conversion and 50 % ee(P) were achieved at all temperatures and pH value of 6, 6,3,
6,5 in a short time like 2 minutes.

Enantiomeric excess of lipase catalysed hydrolysis reaction wasn’t increased so much. For this
reason, enantiomerically pure benzoin production was investigated with Rhizopus oryzae
fungus. The grown cells were smashed by ultrasound so the cells were homogenized.
Enantiyomeric excess was increased to 89 % using the homogenized cells in hydrolysis
reaction. The effect of pH in experiments with fungus was also investigated by using ultrasonic
homogenizer (20 and 30 kHz). 89 % ee(P) was obtained at pH 4 by using 30 kHz ultrasonic
homogenizer and 96 % ee(P) was obtained at pH 6 by using 20 kHz ultrasonic homogenizer.
(S)-benzoin was obtained in all reactions.

2007, 121 pages

Key words: Lipase, optically active, benzoin, racemic benzoin acetate, enantiomeric excess, o-
hydroxy ketone, hydrolysis
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1. GIRIS

Ilaglar, kimyasal yontemlerle sentezlendiginde genellikle rasemik karisim seklindedir.
Rasemik karisim, maddenin iki farkli enantiyomerini esit miktarda igermektedir.
Enantiyomerler, ayna gorlintiisii st {ste cakistirllamayan kiral molekiillerdir.
Enantiyomerlerin kiral 6zellikleri disindaki erime noktalari, kaynama noktalari, kiral
olmayan ¢dziiciilerdeki ¢oziintirliikleri gibi 6zellikleri aynidir. Ancak diizlem polarize
15181 ¢evirme yonleri farklidir. Bu durum, enantiyomerlerin biyolojik etkilerinin de
farklt olmasina neden olmaktadir.Genel olarak enantiyomerlerden yalnizca bir tanesi
biyolojik olarak aktiftir ya da farmakolojik agidan ilgi goriir. Istenmeyen enantiyomer
safsizlik olarak nitelendirilir, yan etki ve toksik etki gosterebilir ya da diger
enantiyomerin etkisini azaltacak ydnde etki gosterebilir. Ilag etken maddesinde
istenmeyen enantiyomerin % 0.1 seviyesine diisiiriilmesi istenir. Bu nedenle de bu

enantiyomerlerin ayrilmasi farmakolojik acidan biiylik 6neme sahiptir.

Optikce aktif saf enantiyomerler hedefe spesifiktirler ve rasemik karigimlardan daha az
yan etkiye sahiptirler. Tek enantiyomerli ilag satiglar1 diinya c¢apinda siirekli olarak

bliytimektedir.

Biyokatalizorlerin gercgeklestirdigi tepkimeler ¢evre icin daha az zararhdirlar. Ilimlh
kosullarda tepkimeleri gergeklestirdiklerinden dolayr bozunma, izomerizasyon ve
rasemizasyon gibi istenmeyen yan tepkimeler Onlenir. Biyokatalizorler, sayisiz
tepkimeleri katalizleyebilirler ve biyokatalizorlerin stereose¢imlilikleri yiiksektir. Bu
nedenlerle optikce saf ilaglarin elde edilmesi icin katalizor olarak ticari saf enzimler

veya enzim kaynagi olan mikroorganizmalarin kullanimi giderek 6nem kazanmaktadir.

Enantiyomerik olarak saf a-hidroksi ketonlar, sahip olduklar1 6nemli fonksiyonel
gruplar nedeniyle asimetrik sentezin vazgeg¢ilmez yapi taslaridir ve biyolojik olarak
etkin cesitli molekiillerin asimetrik sentezinde baslangic maddeleridir. Endiistriyel
acidan Onemli olan aerolik asit antibiyotiklerin, anti-depresyon, anti-bakteriyel, anti-
viriitik, potasyum kanal agicilar1 ve ¢esitli kalp ilaglarinin ve dogal {iriinlerin sentezinde

kullanilan kiral alkollerin tiretiminde kullanilirlar.



Demir et al. (1998), calismalarinda farkl: aril ve alkil gruplarina sahip aromatik asetoksi
ketonlarin Rhizopus oryzae (NRRL 395) mikroorganizmasi yardimiyla enantiyosegimli
hidrolizi sonucu o-hidroksi ketonlarin sentezini incelenmistir. Enantiyomerik asirilik
(ee) degeri ketona baglh alkil gruplarina gore farklilik gosterdigi gozlenmistir. Aril ve
alkil gruplarinin biiytikliiklerinde farklilik gozlenen alkollerde yiiksek ee’ler (% 93-96)
bulunmustur. Tepkime sonucunda yiiksek enantiyomerik asirilikta (R)-hidroksi keton

tiretmislerdir.

Demir et al. (2001b), bir baska calismalarinda propiyofenon tiirevlerinden yola ¢ikilarak
farmakolojik 6nemi olan (R)-2-hidroksipropiyofenonlarin kemoenzimatik sentezini
incelemislerdir. Hidroliz tepkimesinin enantiyose¢imliligini etkileyen enzim kaynagi
incelenmis ve Rhizopus oryzae mikroorganizmasi ile gerceklestirilen tepkimelerde en
iyl sonuclar elde edilmistir (ee=%92-99). Tepkimeler pH=6.0-6.5 olan ortamlarda,
¢oziicii olarak DMSO varliginda, 30 °C’de gergeklestirilmistir.

Yine Demir et al. (2006), ¢alismalarina o-hidroksi ketonlardan, farmakolojik olarak
onemli olan o-asetoksi ve a-hidroksi-a-metoksi siklik ketonlarin  her iki
enantiyomerinin kemoenzimatik sentezini incelemislerdir. 1,2-diketonlarin mangan (III)
asetat ile asetillenmesini izleyen asetoksi gruplarin lipaz katalizli hidrolizi ile ytiksek
enantiyomerik asirilik degerinde (> % 99) hidroksi ketonlar ve asetoksi ketonlar elde

edilmistir.

Bu calismada, farmasotik 6nemi bulunan ve bir¢ok degerli ila¢ etken maddesinin ¢ikis
bileseni olan optik¢e saf benzoinin, rasemik benzoin asetattan hidroliz tepkimesi ile
enzimatik olarak iiretilmesi amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda ilk olarak hidroliz
tepkimesine enzim tiirli, pH, sicaklik, karistirma hiz1 ve mikrodalga gibi degiskenlerin
etkisini inceleyerek en yiiksek enantiyomerik asirilig1 (% ee) verecek en uygun kinetik
rezoliisyon kosullar1 belirlenmistir. En etkin parametrelerin belirlenmesi i¢in yapilan bu
On g¢alismalar sonucunda substrat derisimi, pH ve enzim miktar1 olmak tizere 3 farkl
parametre igin cevap ylzey yoOntemi (Response Surface Methodology-RSM)
kullanilarak kinetik rezoliisyon i¢in sistematik inceleme yapilmistir. Ayrica,

enantiyomerik asirilik degerini daha fazla yiikseltebilmek i¢in hidroliz tepkimeleri,



enzim kaynagi olarak Rhizopus oryzae (CBS 111718) mikroorganizmasi varliginda
gerceklestirilmistir. Mikroorganizma varliginda gerceklestirilen deneylerde ses otesi

dalgalarin etkisi de incelenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Stereoizomerler

izomerler, ayn1 molekiil formiiliine sahip ancak farkli olan bilesiklerdir. Yapisal ve
stereoizomerler olarak iki grupta incelenebilirler. Yapisal izomerler aynm molekiil
formiiliine sahip ancak atom ya da atom gruplarinin baglantilar1 farkli olan bilesiklerdir.
Bu tiir izomerlik gosteren bilesiklerin yapilar1t ve fiziksel ozellikleri birbirinden
tamamen farklidir. Stereoizomerler ise ayn1 molekiil formiiliine sahip atom ya da atom
gruplarinin baglantilar1 ayn1 ancak uzaydaki dizilislerinin farkli oldugu bilesiklerdir.
Stereoizomerler de enantiyomerler ve diastereomerler olarak iki smifa ayrilirlar.
Enantiyomerler, birbirinin ayna goriintiisii olan stereoizomerlerdir (Sekil 2.1).

Diastereomerler, birbirinin ayna goriintiisii olmayan stereoizomerlerdir.

Bir Diger
enantiyomer enantiyomer
o ¢ I
[N [ 3
| Uygun Uygun
i degil degil
I i
i I— i __._.I-r\. § _-'; F D, 'I'-|
;, Enzim-substrat Y i i
e " kompleksi
Enzim Yiizevi | “ Ol sabiliyor Avn1 Enzim

Sekil 2.1 Enzim substrat kompleks olusumu

Stereoizomerlerde bir tetrahedral atoma birbirinden farkli dort atom ya da atom grubu
baghdir ve bu tetrahedral atom asimetrik ya da sterecomerkez atom olarak
adlandirilmaktadir. Stereoizomerlerin tiimii kiral 6zellik gostermeyebilir. Bu nedenle,

bir molekiiliin kiral olup olmadig1 ayna goriintiisii incelenerek bulunabilir. Bir molekiil,



ayna goriintiisii olan molekiil ile st {iste cakismiyorsa kiraldir, ¢akisiyorsa akiraldir

yani iki molekiil aslinda aynidir.

2.1.1 Stereoizomerlerin R- ve S- konfigiirasyonlar

Chan-Ingold-Prelog sistemi (R-S sistemi), 1i¢ kimyacimin gelistirdigi ve
stereoizomerlerin adlandirilmasinda kullanilan bir sistemdir. R-S sistemi, IUPAC

sistemi ile birlikte kullanilan bir konfigilirasyon belirleme yontemidir.

Bu yontemde, stereomerkez atoma bagli dort farkli atom ya da atom grubunun atom
numaralar biiyiikten kii¢iige dogru olacak sekilde numaralandirilir. Stereomerkez atoma
bagl gruplar igerisinde ¢ift bagli atomlar var ise bu atomlara ¢ift bagh olan atomlarin

iki ya da ii¢ kez bagl oldugu diistiniilerek islemler yapilir.

Organik bilesiklerde, genelde stereomerkez atoma bagli atomlar karbon atomlaridir ve
bu durumda da bir sonraki atomlara bakilarak atom gruplari numaralandirilmaktadir.
Numaralandirma iglemi bittikten sonra stereomerkez atoma, en kiiglik atom ya da atom
grubu simetrisine gelecek sekilde bakilir ve diger lic atomun ya da atom grubunun
uzaydaki siralanisi belirlenir. Molekiiliin bu atom ya da atom gruplarinin siralanisi, saat
yOniinii gosteriyorsa molekiil R- (R: rectus, Latince “sag” anlaminda) konfigiirasyonlu,
saat yOnilinlin tersini gosteriyorsa S- (S: sinister, Latince “sol” anlaminda)

konfigiirasyonlu olarak nitelendirilmektedir (Sekil 2.2).

2.1.2 Enantiyomerler, diastereomerler ve ozellikleri

Enantiyomerler, birbirinin ayna goriintiisii olan stereoizomerlerdir. Bu enantiyomerler
birbirlerinden (R) ve (S) seklinde sembollendirilerek ayrilir. Enantiyomerlerin kaynama
noktasi, yogunluk, erime noktasi, ¢Ozliniirliikleri gibi fiziksel oOzellikleri aynidir.
Enantiyomerik bilesikler ayni fiziksel ve kimyasal 6zelliklere sahip olmalarina ragmen
cok farkli biyolojik etkiler gostermektedirler. Farmasotik sanayinde biiylik 6nem tasiyan

kiral maddelerin farkli enantiyomerleri, ilaclar i¢in farkl etkilerde bulunmaktadirlar. Bir
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Sekil 2.2 Stereoizomerlerin R- ve S- konfigiirasyonlarinin belirlenmesi

enantiyomer biyolojik olarak aktiftir ve farmakolojik agidan ilgi  goriir.
Enantiyomerlerin farkliliklari sadece kiral ¢oziicii, bagka bir kiral molekiil veya polarize
15181in var oldugu kiral bir cevre igerisinde gozlenebilmektedir. Enantiyomerler
arasindaki tek fark, ¢evirme agilarimin yonii ve biyolojik etkilerinin farkli olmasidir.
Enantiyomerler kristalizasyon, ekstraksiyon, distilasyon gibi fiziksel metodlarla
ayrilamazlar. Bir kiral bilesigin enantiyomerlerinden esit miktarda igeren bir karisima
ise rasemik karisim ya da rasemat adi verilir ve bu rasematlar optikce aktiflik
gostermezler yani enantiyomerlerin herbirinin polarize 1s1k diizlemini esit ancak zit

yonlerde degistirmesi nedeniyle polarize 15181n diizlemindeki net degisim sifir olacaktir.

Diastereomerler, birbirinin ayna goriintiisii olmayan stereoizomerlerdir. Ayni agik
formiile sahip olmalarina ragmen enantiyomerlerin tersine, diastereomerlerin ¢ogunun
fiziksel Ozellikleri (erime noktasi, kaynama noktasi, yogunluk v.b.) farklilik gdsterir.
Diastereomerler kristalizasyon, distilasyon gibi fiziksel yontemlerle

ayrilabilmektedirler.

2.2 Kiral Bilesikler i¢in Uretim Prosesleri

Kiral bilesiklerin canli sistemlerde farkli biyolojik aktiviteler gostermesi nedeniyle

enantiyomerik saflikta kullanimlari tercih edilmektedir. Bu bilesiklerin iiretim prosesleri



iki ana bashk altinda toplanabilir. Birincisi, tepkime ortaminda kiral bir etkinin
bulunmadigr kosullarda iiretilen rasemik karisimin enantiyomerlerinin ayrildigi
rezoliisyon yontemleri; ikincisi ise tepkime ortaminda bir bilesigin ya da
kimyasal/biyokimyasal katalizorlin kiral etki kaynagi oldugu kosullarda yalniz bir

enantiyomerin ya da birinin digerine gore daha fazla olustugu asimetrik sentezlerdir.

Genel olarak, enantiyomerik saflikta bilesikler elde etmek kullanilan baslangic
noktasina gore Ui¢ farkli yontem bulunmaktadir. Bunlar; kiral substratlar, prokiral

substratlar veya rasemik karigimlardir (Sekil 2.3).

Enantivomenk saflibta bilesik
| |
Eiral hawvuz Proloral substrat Easemat
Sentez Asimetrik sentez | | Eromatografi Ernstalizazyon

Einetik rezolizyon

Sekil 2.3 Enantiyomerik olarak saf bilesiklerin elde edilmesi

Kiral substratlardan yola ¢ikilarak stereosecimli sentez metodu, kiral havuz bilesikleri
ad1 verilen kiral baslangi¢c substrati ve kimyasal ya da biyolojik kiral ayiric1 ve kiral

cevre kullanilarak akiral bilesiklerle gergeklestirilebilmektedir (Sekil 2.4).

Asimetrik sentezdeki etkileyici gelismelere ragmen, endiistriyel alanda tek bir
enantiyomerin elde edilmesi i¢in kullanilan en yaygin iiretim metodu, rasematlarin

rezollisyonudur.
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Sekil 2.4 Stereosec¢imli sentez

Kinetik rezoliisyon rasematlarin enantiyomerlerinden birinin, kiral yapiya sahip
kimyasal ya da biyokimyasal katalizor yardimiyla enantiyose¢imli olarak, hizli bir
sekilde farkli bir yapiya doniistiiriilmesinin saglandigi rezoliisyon yontemidir. Kinetik
rezollisyon yOnteminin asimetrik sentezlerden ayrildigi tek nokta, kiral girdi ya da
substratin rasemik formda olmasidir. Bu yontemin basarisi, kiral girdi varliginda iki
enantiyomerinin tepkime hizlarinin farkli olmasina baghdir ve kg # ks oldugunda
gerceklesir (Sekil 2.5). Bu kiral girdiler ortamda katalitik miktarlarda bulunmalidir.
Kiral girdi olarak, biyokatalizdrler (enzim veya mikroorganizma) veya kemokatalizorler
(kiral asit veya baz, kiral metal kompleksler) kullanilabilmektedir. Rasemik bilesiklerin
kinetik rezoliisyonu lipazlarin katalizledigi doniisiim tepkimelerinden en yaygin
olanidir. Lipaz enzimi rasemik karigimdaki iki enantiyomer arasinda ayrim yapabilir.

Dolayistyla bir enantiyomer digerinden daha hizli {iriine dontistiiriiliir.

(B)-substrat KR pe (P-tiriin

(=)-substrat L5 p ((2)-iirin

Sekil 2.5 Katalitik kinetik rezoliisyon

Kinetik rezoliisyonda bazi simirlamalar vardir. Bu smirlama; rasemik karigimdan
enantiyomerik saf bilesiklerin maksimum % 50 verimle elde edilebilmesidir. Boyle bir
simirlamanin  iistesinden, meso bilesikler veya prokiral substratlar kullanilarak,
istenmeyen enantiyomerin stereokimyasi degistirilerek, rasemizasyon ve istenmeyen
enantiyomerin geri doniisiimii saglanarak, dinamik kinetik rezoliisyon (DKR) gibi farkl

bir yontem kullanilarak gelinebilir. Dinamik kinetik rezoliisyonda enzim katalizli



kinetik rezoliisyon ile rasemizasyon birlikte gerceklestirilir. Yaygin olarak kullanilan
kinetik rezoliisyon ve dinamik kinetik rezoliisyonda (R)-enantiyomeri (S)-
enantiyomerinden daha hizli (R)-iirlinline doniistiiriiliir (krp>ks) (Sekil 2.6). Dinamik
kinetik rezoliisyonun tek farki (S)-enantiyomeri rezollisyon prosesi siiresince
izomerlesir. Boylece baslangi¢ (R)-substratinin tamami (R)-iiriine doniisebilir (ks> kg
olmali) (Ghanem and Aboul 2004). Maksimum verim % 100’e¢ ulasabilir ve

rasemizasyon i¢in katalizr olarak rasemazlar kullanilabilir.

(R)-substrat kR o (B)-iirin

kras kras

(S)-substrat ks p ()-lirtin

Sekil 2.6 Dinamik kinetik rezoliisyon

2.3 Enzimler

Biyokimyasal reaksiyonlar1 katalizleyen protein yapisindaki maddelere enzim denir.
Enzimlerle ilgili ilk ¢calismalar 1897 yilinda E. Buchner’in maya ekstrakti kullanarak
fermentasyonla alkol elde etmesi ile baglamistir. Cogu enzimler yalniz bir substrata
kars1 aktivite gosterirler. Enzimlerden giinliik hayatta yararlanma olgusu ¢ok eskidir.
Insanlar farkinda olmadan enzimlerden; ekmek, peynir, bira, sarap v.b. maddelerin
yapiminda ve ayrica ilag olarak yararlanmistir. Cagdas enzim kimyas: c¢aligmalari,
enzimatik reaksiyonlarla ilgili Michaelis-Menten varsayimi ve Summer tarafindan 1926
yilinda saf kristal bir enzimin (iireaz) izolasyonu ile baslamistir (Keha ve Kiihrevioglu

2004).

2.3.1 Enzimlerin adlandirilmasi

Bir¢ok enzim etki ettigi maddenin sonuna "-az" (-ase) eki getirilerek ya da katalizledigi
tepkimenin cesidine gére adlandirilirlar. Ornegin, kitine etki eden kitinaz enzimi gibi.

Baz1 enzimler (katalaz, pepsin, tripsin) tepkimenin tiiriinii belirten bu adlandirmanin
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disinda kalirlar. Bu sira dist adlandirmadan ve bulunan enzim sayisinin hizla
artmasindan dolay1 Uluslararas1 Enzim Komisyonu, 1955 yilinda enzimleri siiflamak
icin sistematik bir metod gelistirmistir. Bu yeni sistem enzimleri alt1 ana gruba ayirir.
Bu ayirim, enzimlerin katalizledikleri reaksiyona baglidir. Her enzime kisa ve kullanima
uygun olarak Onerilen bir ad, sistematik bir isim ve enzimi simgeleyen bir numara

(E.C.) verilir. Yapilan bu gruplama Cizelge 2.1’°de verilmistir (Tiiziin 2005).

Cizelge 2.1 Enzimlerin siniflandirilmasi

GRUP TEPKIME ALT GRUP

1.1. CH-OH
1.2.C=0
1.3. CH=CH
1. Oksidorediiktazlar Indirgenme/yiikseltgenme 1.4. CH-NH;
1.5. CH-NH
1.6. NADH,NAD,PH

2.1. Tek C’lu gruplar
2.2. Aldehit/keton grubu
2.3. Agil grubu

2.4. Glukozil grubu

2.5. Alkil/aril grubu

2.6. Fosfat grubu

2.7. S igeren gruplar

2. Transferazlar Grup veya molekiil transferi

3.1. Esterler
3.2. Glukosidik baglar
3.3. Eter baglar

3. Hidrolazlar Hidroliz 3.4. Peptit baglari
3.5. Diger C-N baglar1
3.6. Asit anhidritler

Substrattan grup uzaklastirma, ¢ift 4.1. C=C

. baglara katilim 4.2.C=0
4. Liyazlar 43 C=N
5.1. Rasemazlar
5. Izomerazlar Izomerlestirme 5.2. Cis-Trans
ATP enerjisi kullanilarak 6.1. C-O
6. Livazl molekiillerin birlestirilmesi 6.2. C-S
. Ligazlar 6.3 C-N
6.4. C-C
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2.3.2 Enzim aktivitesi

Enzimlerin katalitik etkinligi katalitik aktiviteleri ile tanimlanmaktadir. Enzimin
aktivitesi, enzimin yapist disinda pH, sicaklik, basing, kesme gerilimi, kimyasal
bilesenler, 151k, ses ve iyonizasyon radyasyonuna baglidir. Bu nedenle aktivite taniminin
belli kosullarda yapilmasi gerekir. Enzimlerin aktiviteleri genellikle katalizledikleri

tepkimenin baslangi¢ hizlari tayin edilerek bulunur. Enzim aktivitesi:

1. Enzimin saniyede etki ettigi substratin mol sayist (Turnover sayisi) veya
2. Dakikada bir mikromol substrati liriine doniistiiren miligram enzim miktar1 (enzim

linitesi) olarak tanimlanmaktadir.

Enzimler ¢ok yiiksek katalitik etkinlige sahiptirler. Katalitik etkinlikleri kimyasal
katalizorlerinkinden binlerce kat daha coktur. Bir¢ok enzimde katalitik etkinlik
degiskendir (allosterik etki). Boylece, metabolizmanin ortam kosullarina uyumlulugu
saglanir. Enzimlerin optimum etkinlikleri ortam kosullariin dar sinirlar1 i¢indedir. Bu

siirlarin digina ¢iktiginda enzim etkinligi hizla diiser (Keha ve Kiihrevioglu 2004).

2.3.3 Enzimlerin yapilari ve ozellikleri

Yalitilan enzimlerin tiimii protein yapisindadir ya da protein kismi bulundururlar.
Proteinler, hiicrelerde en ¢ok bulunan organik molekiillerdir. Hiicrenin kuru agirli§inin
% 50’sinden fazlasini proteinler olusturur. Cok defa renksizdirler, bazen sari, yesil,
mavi, kahverengi ya da kirmizi olabilirler. Suda ya da sulandirilmis tuz ¢ozeltisinde
coziilebilirler. Fakat mitokondrilerde bulunan enzimler lipoproteinler ile baglandigindan
(bir fosfolipit-protein kompleksi) suda ¢oziinmez. Enzimlerin etkinlikleri akillara
durgunluk verecek derecededir. Ornegin, sigir karacigerinden elde edilen ve bir molekiil
demir igeren katalaz enzimi bir dakikada, O°C'de 5.000.000 hidrojen peroksit

molekiiliinii H,O ve O,'ye parcalayabilir.
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Enzim tepkimelerinde yan iiriin meydana gelmez, yani substratin tamami iiriine
dontstiiriiliir. Oysa kimyasal tepkimelerde az veya ¢ok her zaman yan iiriin meydana

gelir.

Ozgiilliik (spesifiklik), substrat veya substrat grubunun 6zel bir enzimi olmas1 demektir.
Hiicre i¢inde cok sayida biyokimyasal tepkime meydana geldigi i¢in buna ¢ok sayida
enzim karsilik gelir. Oysa ¢ok sayida kimyasal tepkimenin olduk¢a az sayida kimyasal
katalizorii vardir. Hem tepkime tipleri hem de tepkimeye girecek maddeler igin
secimlilik gosterirler. Bir enzimin substratina spesifikliginin ortaya ¢ikmasi i¢in iki ayri
yapisal 6zelligin gerekli oldugu yapilan caligmalar sonucu belirlenmistir. Birincisi,
substrat enzim tarafindan etkilenebilecek bir kimyasal baga sahip olmalidir. Ikincisi
substrat lizerinde enzimin yapisabilecegi ve substrati katalitik bolgenin etkileyebilecegi
pozisyona getirebilecek gruplar bulunmalidir. Bu gruplarin pargalanacak bagla spesifik

bir geometrik iliskisi de vardir (Pamuk 2000).

Enzimler substratlara gore binlerce kat daha biiylik molekiillerdir. Bu durum kimyasal
katalizorlerde tamamen tersidir. Kimyasal katalizorler 6rnegin proton, hidroksil iyonu
gibi katalizorler etkidigi organik molekiile gore ¢ok daha kiiclik yapidadirlar. Enzim ¢ok
biiylik bir molekiil olmakla birlikte aktif merkezi yani asil tepkimeyi yiirliten yeri
oldukca kiigiik bir bdlgedir. Substratin baglanma yeri, bu bdlgeye baglanarak tepkime
meydana gelir. Aktif merkez ve baglanma yerinin durumu, anahtarin kilide uymasina

benzer bir olaydir.

Biyokimyasal tepkimelerde de termodinamik yasalar gegerlidir. Termodinamik yasalar
evrenseldir. Yeryliziinde meydana gelen kimyasal, biyokimyasal biitiin tepkimeler i¢in
gecerlidir.

2.4. Lipazlar

Lipaz, yaglarin par¢alanmasindan sorumlu enzim grubudur. Lipaz, suda ¢oziinebilen bir

enzimdir ve lipitlerin ester baglarinin hidrolizini katalizler.
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Giliniimlizde lipazlar hem sulu hem de susuz ortamda yapilmasi giic reaksiyonlari
basaran en onemli biyokatalizorler arasinda yer almaktadir. Bu, her seyden once onlarin
genis bir substrat spektrumunu kullanabilme, asir1 sicakliklara, pH ve organik
coziiciilere ve enantiyoselektiviteye karsi kararlilik gosterebilme yetenekleri sayesinde
olmaktadir. Kisa bir zaman 6nce lipazlarin ii¢ boyutlu yapilarinin belirlenmesiyle essiz

yapi-fonksiyon iligkileri aydinlatilmistir.

Lipazlar (triagilgliserol, acilhidrolazlar) serin hidrolazlari sinifi i¢inde yer alir ve bu
nedenle hi¢bir kofaktore ihtiyag duymazlar. Lipazlarin dogal substratlari olan triagil
gliseroller, suda ¢ok diisiik coziinlirliige sahiptir. Dogal sartlar altinda lipazlar,
¢Oziinmeyen bir substratll faz ile enzimin erimedigi sivi faz arasindaki arabirimde
bulunan ester baglarinin hidrolizini katalizler. Baz1 deneysel sartlar altinda, 6rnegin su
yoklugunda, reaksiyonu tersine g¢evirebilmektedirler. Transesterlesme, esterlesme ve
yag asitleri ile gliserolden gliseridlerin olugmasina yol agar. Substrat ve sivi faz
arasindaki bir arabirim {izerinde lipaz reaksiyonunun olusu, reaksiyonun kinetik analizi
ve denemede zorluklara neden olur. Alisilmis endiistriyel lipazlar, kati ve sivi yaglar
tizerine etki eden, ve onlarin baslangicta gliserid ve yag asitlerinin yerine konulan
maddeler i¢in hidrolize ederler ve son olarak gliserol ve yag asitlerinin toplam

hidrolizlerini gergeklestirirler.

Lipazlarin biyosentezi hayvanlar, bitkiler ve mikroorganizmalarda gerceklesmektedir.
Hayvansal ve bitkisel kaynaklardan lipaz eldesindeki zorluklar ve iiretimin artan talebe
yetmemesi, mikrobiyal kaynaklardan lipaz iiretimini hizlandirmistir. Lipaz {iretme
ozelligindeki mikroorganizmalar bitkisel yag ve siit sanayi atiklari, yag ile kontamine
olmus toprak, yagli tohumlar ve bozulmus gidalar gibi pek ¢ok dogal ortamda
bulunabilmektedir. Enzim iiretimi amaciyla kullanilan mikrobiyal kaynaklar mayalar,
kiifler ve bakterilerdir. Mikroorganizmalar arasinda kiifler genellikle iyi lipaz kaynaklari
olarak tanimlanirlar. Ticari olarak lipaz iireten 6nemli bazi kiifler: Rhizopus arrhizus,
Rhizopus japonicus, Mucor miehei, Aspergillus niger, Rhizopus niveus, Candida
rugosa, Aspergillus terreus ve Penicillium sp. olarak siralanmaktadir (Sekil 2.7)

(Saglam vd. 2005).
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Sekil 2.7 Candida rugosa lipazi

2.4.1 Lipaz tiirleri

a. Mikrobiyal Lipazlar: Bitki, hayvan ve mikrobiyal lipazlarin arasinda c¢ok genis
uygulama alan1 bulan lipazlar, mikrobiyal lipazlardir. Bunun sebebi, mikroplarin kolay
yetistirilebilmeleri ve lipazlarinin ¢esitli hidrolitik ve sentetik bir¢ok reaksiyonu
katalizleyebilmeleridir. Mikrobiyal lipazlarin iiretimi i¢in kiifler en uygun kaynak olup,
ozellikle gida sanayinde kullanilan enzimlerin endiistriyel iiretiminde yaygin olarak

kullanilmaktadir.

b. Bakteriyel Lipazlar: Bakteriyel lipazlar glikoprotein yapisindadirlar, fakat bazi
hiicre dis1 bakteriyel lipazlarsa lipoprotein yapisindadirlar. Winkler et al. ¢cogu bakteride
enzim {iretiminin bazi polisakkaritler tarafindan etkilendigini bildirmistir. Simdiye
kadar ¢ogu bakteriyel lipazlarin yapici ve substratlarina kars1 6zgiil olmadig1 ve az bir

kisim bakteriyel lipazlarin da 1siya karst dayanikli oldugu bildirilmistir.

c¢. Fungal Lipazlar: Fungal lipazlar iizerinde 1950’lerden beri c¢alisilmaktadir ve
Lawrence, Brockerhoff ve Jensen kapsamli goriisler sunmuglardir. Bu lipazlar, diisiik
maliyetli soy verme Ozelliklerinin olmasi, 1siya ve pH’ya karsi dayanikli olmalari,
substrat  Ozgilligli ve organik c¢oziiclilerde aktif olmalarindan  dolay1
kullanilmaktadirlar. Ticari lipazlarin baslica fireticileri Aspergillus niger, Candida
cylindracea, Candida rugosa, Humicola lanuginosa, Mucor miehei, Rhizopus arrhizus,
R. delemar, R. japonicus, R. niveus ve R. oryzae tiirleridir.

(www.birseyogren.com/hakkinda/lipaz, 2007)
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2.4.2 Lipazlarin uygulama alanlar

Enzimlerin katalitik potansiyeli ve tabiati anlasildiktan sonra, endiistri bu ¢ok faydal
maddelerden genis Slciide yararlanmaya baslamistir. 1zole edilmis enzimler, kendilerini
iceren mikroorganizmalara ¢ogu kez tercih edilmektedir. Ciinkii izole enzimler daha
spesifik olarak etki etmekte, satis ve saklama igin kolayliklar saglamaktadir. Ulkemizin
gerceklestirmis oldugu 2002-2006 yillar1 arasindaki, biiyiik bir kismimi lipazin
olusturdugu enzim ithalat ve ihracat wverileri Cizelge 2.2 ve Cizelge 2.3’te
goriilmektedir. Bu veriler IGEME’den temin edilmistir. 2006 yilinda ithal edilen enzim
miktar1 bir dnceki yilin yaklasik 2.5 katidir. Ihracatta da her gecen yil ihrag edilen enzim

miktarinda artma s6z konusudur.

Endiistriyel alanda kullanilan enzimler bitkisel, hayvansal ve mikroorganizma koékenli
olmakla birlikte, agirlikli olarak mikroorganizmalardan izole edilmektedirler. Bunun
nedeni; mikroorganizma kaynakli enzimlerin katalitik aktivitelerinin yiiksek olmasi,
istenmeyen yan lirlin olusturmamalari, daha kararli ve ucuz olmalari, biiylik boyutta ve
yiiksek saflikta elde edilmesi gibi avantajlara sahip olmasidir. Endiistriyel enzimler, cok
cesitli proseslerde uygulanabilmelerinden dolay1r 6zellikle mikrobiyal kokenli olanlar
icin gelen talep siirekli artmaktadir. Enzim katalizli tepkimeler, alternatifleri olan

yorucu ve pahali kimyasal reaksiyonlardan daha caziptir.

Endiistriyel olarak basta gida sanayi olmak iizere ilag, kozmetik, deterjan, tarimla ilgili
kimyasal madde (insektisit, pestisit) ve oleokimyasal (kati-sivi yag hidrolizleri,
biyolojik yiizey aktif madde sentezleri) sanayilerinde lipaz enzimlerine olan talebin
arttyor olmasi, lipazlarin trigliseridleri hidrolizleme 6&zelliginin yaninda ¢esitli
esterlesme, interesterlesme ve transesterlesme tepkimelerini katalizleme o6zelliklerinden

kaynaklanmaktadir.
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Cizelge 2.2 Tiirkiye’nin enzim ithal ettigi iilkeler ve ithal edilen enzim miktarlar

ithal Edilen Enzim Miktar (kg)

Ulke 2002 2003 2004 2005 2006
A.B.D. - 80631 479798 - 327
ABD KUGUK OUT ADASI - 221277 - - -
ALMANYA 206026 - 136593 - 2864
ARJANTIN - 374782 - 39400 55947
AVUSTRALYA - - 2678289 1502937 -
AVUSTURYA 2320 - 217610 234270 184400
AZERBAYCAN-NAHC. 20572 - - - -
BELCIKA 66240 30 1204980 1000 32150
BREZILYA 204 920 - - 2321225
BULGARISTAN 7801 - - 48206 7695
CIN HALK CUMHUR. 27 - - 1210 3016500
DANIMARKA - 1800 182772 - 686768
EGE SERBEST BOLGE - - - 2000 -
ENDONEZYA - - - 12500 -
FAS - - - 74385 -
FINLANDIYA 583929 365 210492 193607 -
FRANSA - - 659406 91240 -
GUNEY AFRIKA CUM. 159841 - - - 38640
HINDISTAN 173233 559288 - 15355 -
HOLLANDA 465108 195562 34246 - -
HONG-KONG - 2554 - - -
INGILTERE 300 - 787004 - -
iRAN - 1500 - 3775 959274
IRLANDA 389825 9 1281469 - -
ISPANYA 17512 - - 1791706 24038
ISRAIL 356395 13000 20174 - -
IST.DERI SER.BOLG 375 - 7 27200 -
ISVEG 147472 - - - 815
ISVICRE 271459 2436230 - - -
iITALYA 990 698846 822494 130 117060
JAPONYA - 30438 297693 - 356369
KANADA 96774 988197 111158 - 183483
KONGO - 4500 - - -
KONGO DEM. CUM. - - - 2500 -
MAKEDONYA - 72363 - - -
MALEZYA 186365 - - 55360 -
MEKSIKA 28354 - - - 8710
NORVEG 99702 - - - -
POLONYA - - - 98435 75388
RUSYA FEDERASYONU 400 519415 - - -
SAN MARIO - - - - -
SINGAPUR - - - 226947 2710194
UKRAYNA - - - 291 -
YENI ZELANDA - - - - 31346
YUNANISTAN - - 221161 - 6032
TOPLAM 3281224 6201707 9345346 4422454 10819225
GENEL TOPLAM 34069956
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Cizelge 2.3 Tiirkiye’nin enzim ihrag ettigi iilkeler ve ihra¢ edilen enzim miktarlari

ihrag Edilen Enzim Miktari (kg)

Ulke
A.B.D.
AFGANISTAN
ALMANYA
ANTALYA SERBEST B
ARNAVUTLUK
AYF“JPA\SEFH3EST
BOL
AVUSTURYA
AZERBAYCAN-NAHC.
BAHREYN
BANGLADES
BELCIKA
BEYAZ RUSYA
BIR.ARAP EMIRLIK.
BOSNA HERSEK
BULGARISTAN
BURSA SER. BOL.
CEZAYIR
(;EK:CL“WFNJRPYETi
CﬂNlﬂALK(:UhﬂHUF(
DANIMARKA
EGE SERBEST BOLGE
ENDONEZYA
FAS
FILIPINLER
FINLANDIYA
FRANSA
GUNEY AFRIKA CUM.
GURCISTAN
HINDISTAN
HOLLANDA
HONG-KONG
IRAK
INGILTERE
iIRAN
iIRLANDA
ISPANYA
ISRAIL
iST.AHL.SERBEST B
iST.DERI SER.BOLG
IST.TRAKYA SER.BO
iSVICRE
ITALYA
JAPONYA
KANADA
KAYSERI SER.BOL.
KAZAKISTAN
KENYA

2002

31613

2380

4000

4300
233174

60
29100
51380

24295

2003

127080
1020
1150
1200
3780

33325

735

5790

2004

1993

16565
5470

2040
98
290
2050

66120

1640

1000
8050
5610
6280
115879

2006
3070
790
80
28750

11350

1602
40619

338
440
125
26330

2005

22087

2006

3420

60
105414
2000

12670
4680

10671
55785

92145

1500
10945

5767

1380
2080
248350
5550

4400

68695

141148

22010

33340

2007
211
1000
10520

22158
120
25
3125
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Cizelge 2.3 Tiirkiye’nin enzim ihrac ettigi iilkeler ve ihra¢ edilen enzim miktarlar

(devam)

KIRGIZISTAN - 161 - - - -
KOLOMBIA - - - 143 250 -
KOSOVA - 210 - - - 210
KUVEYT - 1705 - 3255 - -
KUZEY KIBRIS T.C. 4256 - 10254 23558 12809 -
KUBA - - - - 16860 6000
LUBNAN 2540 1985 - 2195 - 4098
MACARISTAN - 80 100 - - -
MAKEDONYA - 14415 - 19644 8540 17680
MALTA - 3080 - 120 - -
MERSIN SERBEST BO 1430 - - 2830 70 1120
MISIR 8310 - - 146513 64115 10880
MOLDOVYA - 109 - - - 1740
MORITANYA - - - - 300 152
NIJERYA 12500 12700 - - - -
NORVEC - 2 - - - -
OZBEKISTAN 24520 - 8221 26196 - 2590
PAKISTAN 9040 - 1600 23665 - -
POLONYA 1665 13420 - 5425 8150 4290
PORTEKIiz 8250 - 13780 60 7150 -
ROMANYA 125035 - 43030 349089 - 6670
RUSYA 7700 8451 - 4120 2003 -
FEDERASYONU

SENEGAL 15000 - - - - -
SIRBISTAN - - - - 47797 -
SIRBISTAN VE 28716 - - 3460 - -
KARADAG

SINGAPUR 250 - - 500 - 500
SRI LANKA - 520 - - 3120 -
SUDAN 18138 4000 - 200 52 -
SURIYE 127020 22915 59505 - 68560 -
SUUDI ARABISTAN 3430 2000 - 40960 - -
TACIKISTAN - - - - 1420 -
TUNUS - - 4800 8863 4460 250
TURKMENISTAN 8084 - 3275 - 14605 -
UKRAYNA 1650 45420 990 - 6605 -
URUGUAY - 464 813 - - -
URDUN - - - 79580 43920 10270
YEMEN - - 60 - 7350 5700
YUNANISTAN - 865 - 7450 - -
TOPLAM 823229 424730 495013 1021004 1150146 349825
GENEL TOPLAM 4263947

Lipazlar, siit yagmin hidrolizi igin siit {rlinleri endistrisinde oldukca fazla
kullanilmaktadir. Giiniimiiz uygulamalari, peynir aromasinin artirilmasi, peynir

olgunlagsmasinin hizlandirilmasi, peynir benzeri iiriinlerin imalati ve kaymak hidrolizi
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islemlerini igermektedir. Inek siitiine lipaz ilavesi ile koyun veya keci siitiinden elde
edilen aromaya benzer bir aroma iiretilmektedir. Bu, peynir iiretimi i¢in kullanilmakta
ve enzimle modifiye edilmis peynir (EMP) olarak adlandirilmaktadir. EMP; soslar,
corbalar ve c¢erezler gibi diger iiriinlerde bir katki maddesi olarak kullanilmak tizere
konsantre aroma tiiretiminde, yiliksek sicakliklarda, enzim varliginda inkiibe edilmis bir

peynirdir.

Glinlimiiz uygulamalarindan biri, yikama tozlarinda enzimlerin kullanilmasidir. Bazik
pH’da (8’den 11°e kadar denebilir) kararli olan ve ¢alisan enzimli toz ve sivi deterjanlar
icinde yikama sartlarina uygun olan lipazlar bulunmakta ve bunlar deterjan
endiistrisinde ¢ok miktarda kullanilmaktadir. Yikama tozlarinda enzimlerin kullanimi
hala endiistriyel enzimler i¢in tek biiylik pazar olmayi siirdiirmektedir. Diinya ¢apinda,
evlerde kullanilan deterjan formiilasyonu i¢in daha diisiik gamasir yikama sicakliklarina
yonelme, taleplerin oldukc¢a artmasina sebep olmustur. Novo Nordisk’in lipolazi
(Aspergillus oryzae’de tanimlanan Humicola lipazi) gibi genetik olarak iiretilen
enzimlerin yer aldig1 ¢esitli karigimlar yogun koruma programlarinda tanitim imkani

bulmustur.

Kiral ilaglarin {iretiminde lipazlarin faydasi olduk¢a 1iyi bilinmektedir.
Fenoksipropiyonat herbisitlerin sentezi i¢in baslangic materyalleri olan 2-
halopropiyonik asitlerin eldesi, (S) izomerlerinin biitanolle Porcine Pankreatik Lipazinin
(PPL) hegzan igerisinde katalizlenen enantiyosecimli esterlesmesine dayali bir islemdir.
Cok fonksiyonlu organik bilesiklerin bdlgesel secimli modifikasyonu, 6zellikle AIDS

tedavisi alaninda lipaz uygulamasinin yine hizla genisleyen diger bir alanidir.

Enerji biriktirdigi ve hidroliz, gliseroliz ve alkoliz reaksiyonlar1 sirasinda sicaklik
farkin1 en aza indirdigi i¢in, lipazlarin oleokimyasal endiistrisinde uygulama sahasi ¢ok
biiyliktiir. Japon Miyoshi yag sirketi, sabun iiretiminde Candida cylindracea lipazinin
ticari bir sekilde kullanildigini bildirmistir. Ucuz ve sicakliga daha dayanikli enzimlerin
tanitimi, ekonomik dengeyi lipaz kullaniminin lehine degistirebilir. Oleokimyasal
endiistrisinde buglinkii egilim, organik coziicliler ve emiilsifiyerlerin kullanimindan

uzaklagma yoniindedir. Hidroliz, alkoliz ve gliseroliz reaksiyonlarini igeren g¢esitli
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reaksiyonlar, dogrudan karisik substratlar iizerinde bir dizi tutuklanmis lipazin
kullanimiyla gergeklestirilmektedir. Bunun sonucu olarak da proses stirekli isledigi i¢in
yiiksek verim elde edilmektedir. Enzimatik hidrolizler, fazla miktarda enerji masrafi,
pahali ekipman gibi biiyiik yatirimlar gerektirmedigi i¢in yag ayristirma islemlerinde

cok tercih edilmektedirler (www.birseyogren.com/hakkinda/lipaz, 2007).

Lipazlar, potansiyel biyokatalizor olarak kullanildiklar1 daha bir¢ok yeni alanda

basariyla gorev almaktadirlar.

2.5 Rasemazlar

Enzimlerin, izomerazlar grubunda (E.C 5 . . . ) yer alan, optik ve geometrik izomerlerin
birbirine doniislimiinii katalizleyen enzimlerdendir. Derasemizasyon tepkimelerini
katalizlerler. Derasemizasyon tepkimelerinde birden fazla enzim goérev yaptigi i¢in bu
sistemler ¢oklu enzim sistemleri olarak adlandirilmaktadir. Coklu enzim sistemleri her
ne kadar ticari olarak heniiz fazla kullanilmasa da membran biyoreaktorlerle

kullanimlarinin endiistriyel potansiyele sahip oldugu diistiniilmektedir (Sheldon 1993).

2.6 Rhizopus oryzae Mikroorganizmasi

Rhizopus oryzae (Rhizopus arrhizus) spor olusturan bir kiif mantaridir (Sekil 2.8).
Optimum iireme sicakligi 30-35°C arasinda olup, minimum 5-7°C ve maksimum 44-
49°C olmak ftizere genis bir sicaklik araliginda irerler. Koloniler iireme periyodunun
degisik evrelerinde beyazdan kahverengine doniiserek ve genellikle sivi besin ortaminin
yilizeyinde 10 mm yiikseklige ulasabilen kiif olusturarak iirerler. Patates dekstroz agar,
malt 6ziitli, soya pepton, glukoz, sakkaroz gibi besin ortami bilenleri i¢eren ortamlarda,
ozellikle pH 5.4-5.6 araliginda hizla biiyiirler. Besin ortami pH’s1 bakimindan ¢ok
asidik olmamak kosuluyla belirgin bir secicilikleri yoktur. pH 7 civarinda da ayni hizla
tirerler. (www.mycology.adelaide.edu.au/Fungal Descriptions/Zygomycetes/Rhizopus

/R_oryzae.html, 2007, www.sonerorhan.com/biyoloji.htm, 2007)
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Sekil 2.8 Rhizopus oryzae kiiltiirii
2.7 Enantiyose¢imlilik

Tersinmez enzimatik rezoliisyon tepkimesi asagida goriildiigii gibidir:

ky

Enzim + substrat (A) <= [Enzim -A] —“—> Enzim + P (iiriin)

ks
k4 e

Enzim + substrat (B) <= [Enzim-B] —% 5 Enzim +Q (Uriin)
kS

Enantiyosecimlilik (E); ees, ee, ve x’e baglh olarak; lirlin i¢in Esitlik 2.1, substrat icin

Esitlik 2.2 ile hesaplanur.

In[l1-x(1+ee,)]
= ln[l _ X(l _ eep )] .....................................................................

E 2.1

~In[d - x)(I-eey)]
(=01 + ey )]

...................................................................... 2.2

Burada; ees substrat i¢in enantiyomerik asirilik degerini, ee, liriin i¢in enantiyomerik
asirilik degerini ve x de doniistimii ifade etmektedir. Ayrica Esitlik 2.1 ve Esitlik 2.2°de
kullanilan doniistim degerleri Esitlik 2.3, enantiyomerik asirilik degerleri Esitlik 2.4 teki

esitliklerden hesaplanir.
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G 23
Cc,-C

ey = — R 00 2.4
R + S

E degeri, x’e bagl olmadan sadece ees ve ee,’ye bagl olarak Esitlik 2.5 kullanilarak

hesaplanir.

nlee1=ce)

~ (ee, +eey)

- In [ee,(1+ ee,)]
(ee, +ee,)

........................................................................ 2.5

2.8 a-Hidroksi Ketonlar ve Benzoin

Enantiyomerik olarak saf a-hidroksi ketonlar, sahip olduklar1 6nemli fonksiyonel
gruplar nedeniyle asimetrik sentezin vazge¢ilmez yapi taglaridir ve biyolojik olarak
etkin c¢esitli molekiillerin asimetrik sentezinde baslangic maddeleridir. Endiistriyel
acidan Onemli ilaglarin ve dogal dirlinlerin sentezinde kullanilan kiral alkollerin
tiretiminde kullanilirlar. Ayrica 2-hidroksi propiyofenon tlirevlerinin sentezinde anahtar
ara iirlindiirler. Aerolik asit antibiyotiklerin, anti-depresyon, anti-bakteriyel, anti-viriitik,
potasyum kanal agicilar1 ve ¢esitli kalp ilaglarinin sentezlenmesi i¢in onemli yapi
taslaridir. Propiyofenon tiirevleri bupropiyon icin ¢ikis maddeleridir. Ornek olarak (R)-
1-(3-klorofenil)-2-hidroksipropan-1-on, depresyonu tyilestirmekte kullanilan
bupropiyon igin baglangic maddesidir. Bupropiyon, Wellbutrin® (GlaxoSmithkline)
ticari isimlerle satilmakta olan ve depresyon tedavisinde kullanilan ilacin etken
maddesidir. Ayrica Zyban® (GlaxoSmithkline) ticari isimli ve sigarayr birakma

tedavisinde kullanilan ilacin da etken maddesi bupropiyondur.

Bir a-hidroksi keton olan benzoin, kristal yapida ve renksizdir, sicak alkolde ¢Oziiniir.

Benzoinin bazi 6zellikleri Cizelge 2.4’te goriilmektedir.
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Optikge saf a-hidroksi ketonlar ¢esitli kimyasal ve enzimatik yontemlerle iiretilebilirler.

Kimyasal olarak;

= kiral triazolium tuzlarinin katalizor olarak kullanildigi C-C bagi olusum tepkimeleri
* (C-C bagt olusumuna dayanmayan optik¢e aktif enolatlarin stereosegimli
oksidasyonu,

= optikce aktif oksaziridinler kullanilarak prokiral enolatlarin oksidasyonu,

= kiral titanyum enolatlarinin se¢imli oksidasyonu,

» silil enol eterlerin asimetrik oksidasyonu yollariyla yapilmaktadir.

Biyokatalitik olarak enantiyose¢imli o-hidroksi ketonlarin eldesi

= aromatik aldehitlerden C-C bagi olusumuyla,

» o-diketonlarin indirgenmesi,

= derasemizasyon yontemiyle,

» rasemik a-hidroksi, perokso ve asetoksi ketonlarin kinetik rezoliisyonu yontemleri

ile gerceklestirilmektedir (Demir et al. 1999).

Bu c¢alismada bir a-hidroksi keton olan benzoinin rasemik benzoin asetattan hidroliz
tepkimesi ile enantiyomerik olarak sentezi gergeklestirilmistir. Tepkime Sekil 2.9°da

goriilmektedir.

o
o

I ﬁ’ I
O + Hy0 Lipaz C. + C\C
d—c—CH, < O—C—CHj
I oLt |
0 0
Rasemik Benzoin Asetat (5)-Benzom (R}- Benzoin Asetat

Sekil 2.9 Rasemik benzoin asetatin lipaz katalizli hidroliz tepkimesi
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2.9 Mikrodalga

Mikrodalga terimi, 1 cm ile 1 m arasinda uzunluga sahip elektromagnetik dalgalari
(EMD) tanimlamak i¢in kullanilir. Bu dalga boylarina karsilik gelen frekans bolgesi 300
MHz ile 30 GHz arasindaki bolgede, iyonize olmamis elektromanyetik radyasyondur
(Sekil 2.10). Mikrodalgalar, maddenin iginden, 1s181n renkli camdan gegtigi gibi
gecerler. Bu nedenle maddede kalici etki birakmazlar. Bir maddeye mikrodalga
uygulanabilmesi i¢in maddenin dielektrik kaybina sahip olmasi gerekmektedir. Yani
degisken bir elektromagnetik alan uygulandiginda, madde icinde dipolar elektrik
ylklerinin olusmasi gerekmektedir. Su molekiilleri kolaylikla dipolar elektrik yiikleri

olusturabildiginden, su iceren yapida her madde mikrodalga ile 1sitilmaya uygundur.

Metalik bir levha benzeri aynadan yansityan mikrodalgalar, dielektrik ara yiizeyde kirilir
ve parabolik yansitici ile odaklanir. Mikrodalga enerji belli bir frekansta ytlizdelik bir
dontisiim verimiyle elektrik enerjisinden elde edilir. Mikrodalgalar; goriiniir, ultraviyole
gibi elektromanyetik enerji sekillerinden daha yiiksek dalga boylarina ve daha diisiik
enerji miktarina sahiptirler (www.purchon.com/physics/electromagnetic.htm#micro,
2007).

/\ Cosmic rays
=
238 | camma Rays
[ L
= o | X-Rays
=2 = . .
& | Ultraviolet Light
1000THz | = | | visible Light
100 THz | =
[+
10THz | = Infrared
1THz | &
100GHz | 2 'I Microwave Region
10 GHz E S _ Microwave Ovens
000 MHz | @ | [ (2450MHz)
100 MHz | § | |UkETY
10MHz | £ FM Radio
CE Radi
1 MHz Shortwave Radio
100 KHz AM Radio
13 :ﬂi Sound Wave Region
(Mon-electromagnetic)
100 Hz

Sekil 2.10 Mikrodalganin spektrumdaki yeri
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Mikrodalga bir ¢esit radyasyondur. Bu durumda madde tarafindan ya absorplanir ya
yansitilir ya da gecirilir. Mikrodalgalar 6zellikle polar maddeler iizerinde etkilidir.
Mikrodalgalar diisiik enerjili fotonlar olduklarindan maddelerin molekiil yapilarini

bozmazlar.

Mikrodalga 1sitma sistemlerinde elektromanyetik enerji dogrudan madde igerisinde
1stya dontislir. Yani 1s1 maddenin i¢inden disina dogru tasinir. Bu nedenle 1sitma hizi
diger yontemlere gore daha yiiksektir. Mikrodalga enerjisi madde tarafindan emildikce
maddenin i¢indeki sicaklik artar. Mikrodalga 1sitma sistemlerinde kondiiksiyon,
konveksiyon ve radyasyon mekanizmalar1 ayni anda gergeklesir. Mikrodalga ile 1sitma
strasinda polar molekiil siirekli olarak kendisini dalgalanan alana gore diizenler. Bu da
elektromanyetik enerjiyi 1s1 enerjisine g¢evirir. Reaksiyon hizlarindaki artigin termal
etkilere mi yoksa bazi termal olmayan etkilere mi baglh oldugu ¢ok ac¢ik degildir. Bazi
reaksiyonlardaki hiz artis1 o kadar yiiksektir ki bunun sadece 1sitma etkilerine bagh

olamayacag: diisiiniilmektedir.

Sekil 2.11°de de goriildiigii gibi geleneksel 1sitma ile 1sinma, tliplin ¢eperlerinden
baslamakta ve igeriye dogru sicaklik diismektedir. Oysa mikrodalga ile 1sinma,
merkezden baglamakta ve c¢eperlere dogru yayilmaktadir. Boylece Onemli olan
reaksiyon alani daha ¢ok 1sinmaktadir (http://microwavetechnology.gsk.com/main/pdf/
F Mavandadi GSK Workshop 092805.pdf, 2007).

Mikrodalga 1sitma ile gerceklestirilen tepkimelerin bir ¢ok avantaji vardir:

—

. Kisa reaksiyon siiresi

Arttirilmis verimlilik

Yiiksek miktarda iiriin, arttirilmig saflik
Genis reaksiyon cesitliligi

Baz1 zor reaksiyonlarin miimkiin kilinmasi
Daha az reaktif

Daha az ¢oziicii

Tekrarlanabilen sonuglar

Olgeklendirilebilir kosullar

A A R
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Sekil 2.11 Mikrodalga ile 1sitma ve geleneksel 1sitmada sicaklik bolgelerinin
karsilastirilmasi

Mikrodalga enerjisi; 1sitma, kurutma, kavurma, ergitme, oksitli minerallerin
karbotermik rediiksiyonu gibi islemlerin uygulanmasinda kullanilir. Seramik
malzemelerde ise mikrodalga enerjisi; sentezleme, kurutma, kalsinasyon ve sinterleme
gibi islemler i¢in kullanilir. Endiistriyel islemler i¢cin mikrodalga 1sitma; islem zamanini
azaltmasi ve  diisik enerji  maliyetinden dolayr tercih  edilmektedir

(http://www.metalurji.org.tr/dergi/dergi137/d137_5256.pdf, 2007).

2.10 Ses Otesi Dalgalar (Ultrasound)

Ses dalgalari, degisik ortamlar icinde yayilan boyuna dalgalardir. Bu dalgalar her hangi
bir ortamda (yani gazlar, katilar veya sivilar), ortamin 6zelliklerine bagli olan bir hizla
yayinirlar. Ses dalgasi bir ortamda yayilirken; ortamin pargaciklari, dalganin hareket
dogrultusu boyunca yogunluk ve hacim degisiklikleri {ireterek titresirler. Bu pargacik
hareketi, dalga hareketinin yoniine dik olan enine dalga hareketindeki durumun tersidir.
Ses dalgalar1 seklinde ortaya ¢ikan yer degistirmeler, denge konumundan itibaren her

bir molekiiliin boyuna yer degistirmesini gerektirir. Bu sikisma ve genisleme seklinde
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ylksek ve algak basing diismelerine yol acar. Bir mikrofonun diyaframindaki gibi, ses
dalgast kaynagi sinilisel olarak titresirse, basing degisimleri de siniisel olur.

Frekanslaria gore, boyuna mekanik dalgalar ii¢ gruba ayrilir.

1. Isitilebilir dalgalar: Insan kulaginin duyarlik sinir1 iginde olan ses dalgalaridir. Bu
dalgalar 20 Hz ile 20.000 Hz frekanslar1 arasindadir. Bu sesler degisik yollarla

yaratilabilir; miizik aletleriyle, bogazdaki ses telleriyle ve hoparlor ile.

2. Ses alt1 dalgalar (Infrasonic) dalgalar; isitilebilir mertebenin altindaki frekansta olan

boyuna dalgalardir. Deprem dalgalar1 bu dalgalara 6rnektir.

3. Ses otesi dalgalar (SOD) (Ultrasonic) dalgalar; isitilebilir mertebenin {istiindeki
frekanslar1 olan boyuna dalgalardir. Ornegin, bu dalgalar, bir kuartz kristaline alternatif
elektrik alanin uygulanmasiyla elde edilebilirler. Bu yol ile, 6*10° Hz (600 MHz) kadar
yiiksek ultrasonik frekanslar elde etmek miimkiindiir. Hava i¢inde bu frekansa karsilik
gelen dalga boyu 5*10”° cm’dir. Bu deger goriiniir 151k dalgalarimin boyu ile ayn

biiytikliiktedir.

Ses Otesi dalgalarin temelini, puls-eko prensibi olusturmaktadir. Yani bir dalga pulsu
gonderilir ve hedeften yansiyarak gelen eko geri almir. Geri alinan ekodan, gozle
goriilmeyen hedefle ilgili istenen bilgiler elde edilebilmektedir. Bu sistemi kullanan
canlilar igerisinde en ¢ok bilinenleri yarasalar ve yunus baliklaridir. Bu canlilar 6rnek
almarak gelistirilen ve daha ¢ok askeri amagli olarak kullanilan cihazlar sonar ve
radarlardir. Sonar ve radarlarda amag; gozle goriilmeyen nesneleri belirlemek,

siiflandirmak ve izlemektir.
Ses Otesi dalgalarin yansimasi-kirilmasi, diizgiin ve biiyiik ylizeylerde s6z konusudur.

Ancak ortamlar icinde homojen olmayan ve farkli yogunlukta bolgeler bulunmaktadir.

Dalga demeti bu tiir ortamlara ¢arptiginda sagilmaya ugrar ve yon degistirir (Sekil 2.11).
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Ortam 1 Ortam 2

Sekil 2.12 Ses otesi dalgalarin yansimasi, kirilmasi ve sagilmasi
A. Gelis agis1 kritik agidan biiyiikse gelen 151n demeti yansitilir.
B. Gelen 1smimin bir kismi yansitilir, kalani kirilir ve yoluna devam eder.
Gegen 151n demeti kismen sagilir.
C. Isin demeti yiizeye dik olarak gelirse yansiyan isinlarin ¢ogu,
doniistiiriiciiye isaret gii¢lendirici olarak geri doner.

Ses oOtesi dalga demeti farkli ortamlardan gecerken giiclinde bir azalma yani zayiflama
olmaktadir. Dalgalarinin  yogunlugunun azalmasina, enerjisinin bir kismini
kaybetmesine neden olan zayiflamaya {i¢ temel etken yol agmaktadir. Bunlardan
birincisi absorbsiyondur. Farkli ortamlardan gecen ses Gtesi dalgalarin enerjisinin bir
kismi ortam tarafindan sogurulmakta ve sogurulan enerji 1s1 olarak ortaya ¢ikmaktadir.
Zayiflamaya yol acan ikinci etmen sagilmadir. Sag¢ilma sonucunda birim alandan gegen
enerji miktar1 azalmaktadir. Zayiflamaya neden olan {igiincii faktor ise dalga demetinin
belirli bir mesafeden sonra genisleyerek yayilmasidir. Enerji yogunlugu kesit alanla ters
orantilidir. Demet genislediginde kesit alan artacagindan dokudan gegen enerji

yogunlugu azalmaktadir (Giimiigdere 2007).

Ses oOtesi dalga demetinin zayiflamasi gecilen ortamin tipi, kalinligi ve dalganin

frekansina baglidir. Ortam kalinlig1 ve frekans arttik¢a zayiflama da artmaktadir.
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2.10.1 Ses otesi dalgalarin kullanim alanlar:

Ses Otesi dalgalarin  endiistrideki uygulamalart  baslica 1{i¢ grup altinda

toplanabilmektedir (Glimiisdere 2007):

1. S1v1 ortamdaki uygulamalari

Temizleme Kat1 maddelerin ayristirilmast
Lehimleme Sterilize etme

Zimparalama Filtreleme

Asindirma testi Atomizasyon

Hiicre ayrim1 Kristal biiylimesi

Bitkilerden ¢ikarma Eritme kristallesmesi
Emiilsiyonlastirma Gaz alma

2. Kat1 ortamdaki uygulamalari

Plastik kaynak Metal kesme
Metal kaynatma Dayaniklilik testi
Metal formlandirilmasi Sert, zayif malzemelerin islenmesi

3. Hava ortamindaki uygulamalari
Pihtilasma
Kopiik giderme

Kurutma

2.10.2 Ses otesi dalgalarin kimyasal tepkimeler iizerindeki etkileri

Ses oOtesi dalgalarin kullanildig1 tepkimelere Sonokimyasal Tepkimeler denmektedir.
Sonokimya ‘ses Otesi dalgalar’ yoluyla kimyasal tepkimenin gereklestigi kosullarin
iyilestirilmesini, tepkime mekanizmasinin  degistirilmesini ve  tepkimeyi
hizlandiracak radikal olusumunu arttirmayi amaclamaktadir. Ses Otesi dalgalarin

kimyasal tepkimelere etkileri ¢ok ¢esitlidir. Bunlar1 asagidaki gibi siralayabiliriz;
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= Tepkime hizin1 artirir.

= Serbest radikal olusumunu saglayarak baglatici veya katalizor olarak gorev yapar.
» Mekanik etkileri sayesinde ylizey alanin1 arttirarak, kiitle aktarimini hizlandirir.

* Yan iiriinlerin olugmasini engeller.

» Tepkimenin verimini arttirmakla birlikte tepkime siiresini kisaltir.

= Tepkime yol izini degistirir.

= Yiiksek sicaklik ve basingta gergeklesen tepkimenin kosullarini degistirerek,

elverisli kosullarda gerceklesmesini saglayabilmektedir (Glimiisdere 2007).

2.11 Cevap Yiizey Yontemi (RSM)

Cevap ylizey yontemi (RSM), ilgilenilen cevabin bir¢ok degisken tarafindan etkilendigi
ve amaci cevap degiskeninin optimizasyonu olan problemlerin modellenmesinde ve
analizinde kullanilan matematiksel ve istatistiksel tekniklerin toplamidir. Bu yontemde
amag sistemin cevabini 6ngoérebilmek i¢in Oncelikle uygun bir yaklasim fonksiyonu
elde etmek ve bagimsiz parametrelerin optimum degerlerini belirlemektir. RSM
tasarimlari, optimum proses kosullarin1 bulmak, zayif noktalart gorerek proses
sorunlarin1 gidermek ve bir {iriin veya prosesi dis etkilere kars1 daha da giiclendirmek
icin kullanilmaktadir. Cevap yilizey modelleri sadece temel etkileri ve i¢ etkilesimleri
icerebiliyorken bazen kuadratik (ikinci dereceden) ve kiibik (li¢lincii dereceden) terimler

de igerebilmektedir (www.itl.nist.gov/div898/handbook/pri/section3/pri33.htm, 2007).

Deneysel verilerle uyumlu en yaygin ampirik modeller lineer model ve kuadratik

modeldir. 1ki faktdre gére, X; ve X, lineer model asagidaki gibi yazilabilir.

Y =B+ LX, + BoXy 4 PioXiXy FE i 2.6

Burada; x; ve x; bagimsiz degiskenleri, x;x; terimi x; ve X, arasindaki olas1 etkilesimi,
Bo regresyon esitliginin bagimsiz terimini, B; dogrusal terimini, B i¢ etkilesim terimini,
€ deney hatasimi ve Y bagimsiz degiskenlerin verilen seviyeleri ig¢in cevabi

gostermektedir.
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Daha karmasik bir 6rnek olan, tek cevapli (Y) ve ti¢ degiskenli (x;, X2, x3) lineer model

(modelde olabilecek tiim terimler ile birlikte) asagidaki denklemle ifade edilmektedir.
Y =B+ Bix; + Byxy + B3y + BiaXi Xy + BisX Xy + SosXy Xy + SrosX XXy +E 2.7

Ug degiskenli bir tasarimda kuadratik model Esitlik 2.8’de verildigi gibidir. Kuadratik

model endiistriyel uygulamalarda her zaman basarilidir.

2 2 2
Y=, + fix,+ Byx, + Byxs + B1x7 + Brx, + Pixy 28
+ B1%1X, + Bi3X X + BrX, X, + &

Burada; x;, x, ve x; bagimsiz degiskenleri, x;x, terimi X; ve X, arasindaki olasi
etkilesimi, x;X3 terimi x; ve x3 arasindaki olasi etkilesimi, X,X3 terimi X, ve x3 arasindaki
olas1 etkilesimi, B regresyon esitliginin bagimsiz terimini, ; dogrusal terimini, 3;; ikinci
derece terimini, B i¢ etkilesim terimini, ¢ deney hatasini ve Y bagimsiz degiskenlerin
verilen seviyeleri i¢gin cevabi gostermektedir (http://www.itl.nist.gov /div898/handbook/

pri/section3/pri 336.htm, 2007).

Bu deneysel tasarim yonteminde boyutsuz koordinatlar sisteminde c¢aligilir ve bagimsiz

degiskenler asagidaki sekilde ifade edilirler:

XL = T e 2.9
LAg
AL, = & e, 2.10
maks min
) + C.
E° = d > T 2.11

Boyutsuz koordinat sisteminde en yliksek seviye +1, en diisiik seviye -1 ve merkez

nokta 0 ile gdsterilmektedir.
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Deneysel tasarim yapilirken, kag¢ tane deneyin yapilacagi asagidaki esitlikle belirlenir:

N =2 42k+n;  KSS oot 2.12

N=2""42k+nm;  KZ5 . 2.13

Bu esitliklerde; N deney sayisini, k bagimsiz degisken sayisini, ny merkezdeki deney

sayisini gostermektedir.

Deneysel planlamada genelde merkezi bilesen tasarimi kullanilmaktadir. Bilesen
tasarimlari, ikinci derece eksenlerin katsayilarini belirleyebilmek i¢in nokta sayisi
arttirilmig birinci dereceden faktoriyel tasarimlardir. Genellikle nokta sayisi arttirilmis
merkezi bilesen tasarimi (her degisken -1, +1 seklinde kodlanmis olarak) uygulanir. o
tasarimin, merkez noktasina olan uzaklig1 ifade eden ve degeri arastirici tarafindan
cesitli kriterler kullanilarak tanimlanan eksenel noktasidir. Genellikle arastirict kesin
tasarim Ozellikleri i¢in merkez noktada birden fazla sayida inceleme yapar. Bu

deneylerde ikinci derece eksen tlizerinde o degeri Esitlik 2.14°e gore hesaplanur.

a =2 K e e 2.14

O = 2 RS 2.15

Farkli sayidaki degiskenler i¢in ny ve o’nin degerleri Cizelge 2.5’te verilmistir.

Cizelge 2.5 Farkli sayidaki degiskenler i¢in a ve ny degerleri

Degisken sayisi, k
2 3 4 5 5 6 6 7 7
Tasarim 27 2° 24 2’ 25! 26 26T 27 27t
a 1414 1.682 200 2378 200 2.828 2378 333 2.828
ny 5 6 7 10 6 15 9 21 14

33



Model katsayilarinin belirlenmesi i¢in Esitlik 2.16’daki Taylor serisi kullanilir.

62
By = C

x=0 i

0> f

ox, x;

By =

i 1xi=0
Esitlik 2.8’deki katsayilarin bulunmasi i¢in en kiigiik kareler yontemi kullanilmaktadir.

Bu yonteme gore gozlenen fonksiyon degerleri ile hesaplanan fonksiyon degeri

arsindaki farkin minimum olmasi gerekir.

Gergeklestirilen bu deneysel tasarim yonteminde kullanilan modelin ANOVA (Analysis
of Variance) testi ile istatistiksel olarak degerlendirilmesi Cizelge 2.6’da verilmistir.
Burada SSM modelin kareler toplamini, SSE hatanin kareler toplamini, SST model ve
hatanin kareler toplamini, MSM model karelerinin oranin1 (SSM/f;), MSE ise hata
karelerinin oranin1 (SSE/f;) gostermektedir. F degeri hesaplandiktan sonra belirlenen
biiyiikliik seviyesinde ve fj, f, serbestlik derecesi i¢cin Biometrika tablolarindan verilen
Fp(f>, f3) degeri okunur ve karsilastirma yapilir. Hesaplanan F degerinin tablodan
okunan degerden biiylik olmasi durumunda kullanilan regresyon modelinin sistemi

matematiksel olarak ifade ettigi kabul edilebilir (Kapucu 2003).

Cizelge 2.6 Kullanilan modelin ANOVA testi ile istatistiksel degerlendirilmesi

Serbestlik Karelerin Karelerin F
derecesi toplami orani
Model — 2
f, 2 =y) SSM/f; MSM/MSE
Hata 2
f, 2= SSE/f,
Toplam 2
P f, 2 =y) SST/f,
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2.12 Kaynak Arastirmasi

Biyokatalitik iiretim, kimyasal yontemler kullanilarak yapilan iiretime gore avantajh
oldugundan kaynak arastirmasinda biyokatalitik olarak o-hidroksi ketonlarin

enantiyose¢imli eldesi aragtirilmistir.

2.12.1 Aromatik aldehitlerden C-C bagi olusumu ile a-hidroksi ketonlarin eldesi

Demir et al. (1999), caligmalarinda aromatik aldehitlerin, benzoilformat dekarboksilaz
(BFD) katalizli C-C bag olusumuyla benzoine doniistiiriilmesini incelemislerdir (Sekil
2.13). Calismada kullanilan BFD enzimi Pseudomonas putida, Acinetobacter
calcoaceticus ve Pseudomonas aeruginosa gibi bakterilerde bulunur. Tepkime, MgSO4
ve enzim kofaktorii thiamin difosfat bulunan potasyum fosfat tamponunda (50 mM,
pH=7, 2.5 mM MgSO, ve 0.15 mM ThDP) gerceklestirilmistir. Aldehitler suda ¢ok az
¢oziindiigiinden ¢oziiciide ¢oziildiikten sonra tepkime ortamina eklenmistir. BFD’nin
eklenmesiyle tepkime baglamig ve 48 saatte oda sicakliginda basarili bir sekilde
tamamlanmistir. Tepkime ince tabaka kagit kromotografisi (TLC) ile izlenmis ve

tepkime sonunda iirlin analizi Chiralpak AD kiral kolonu kullanilarak HPLC’de

yapilmigtir.
BFD
tfampon veya O
tampon/DAMSO
ArCHO ' ATJJYAr
12-70%
aromatik OH
aldehit benzoin

(1) (2)
ee >99%

Sekil 2.13 Aromatik aldehitlerden benzoin olusumu

Aromatik aldehitler, BFD katalizli C-C bag olusumu yoluyla benzoinlere
donistiirtilmiistiir. Tepkime sonucu (R)-benzoinler yiiksek enantiyomerik asirilik ve iyi

bir kimyasal verimde elde edilmistir. Genis bir aromatik aldehit grubu tamponda ve
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tampon/DMSO ¢o6zeltisinde substrat olarak kullanilmistir. DMSO eklenmesi doniisiim

hizin1 arttirmis ama triinlerin enantiyomerik asiriligina etki etmemistir.

(8)-2-hidroksi-1-fenilpropanon ((S)-2-HPP)’un BFD katalizli olusum caligsmalarinda,
benzaldehit/asetaldehit oraninin iiriin dagilimi i¢in ¢ok onemli oldugu gorilmiistiir.
Asint asetaldehitin yaninda diisiik benzaldehit derisimi sonucu yiiksek enantiyomerik
saflikta (S)-2-HPP olusumu gozlenmistir. Benzaldehit derisiminin artmasi veya
asetaldehit derisiminin azalmast sonucu (R)-benzoin olusumu goézlenmistir.
Optimizasyon g¢aligmalar1 (tepkime siiresi, enzim miktari, kofaktdr ve tepkime ortami)

(R)-benzoinin yiiksek verimle eldesiyle sonuglanmaistir.

Substrat olarak benzaldehit kullanildiginda (R)-benzoin % 20 verim ve >% 99 ee’de
elde edilmistir. Reaksiyon siiresi, enzim miktar1, kofaktor ve reaksiyon ortami optimize
edildikten sonra % 70 verim ve >% 99 ee’de (R)-benzoin bulunmustur. Doniisiim
hizinin aldehit yapisinin fonksiyonu oldugu ve benzaldehit kullanildiginda en yiiksek
degerine ulastigi gozlenmistir (Cizelge 2.7). Aldehit yapisinin orto kismina bagh

gruplar genel olarak ¢ok az doniismiistiir.

Cizelge 2.7 BFD katalizli enantiyosec¢imli benzoin eldesi

Ar Verim (%) ee (%) Konfigiirasyon
Fenil (Ph) 70 >99 R
3-MeOCsH4 18 >99 R
4-MeOCsH4 12 >99 R
4-MeCsHy 69 >99 R
2-FC¢Hy 68 >99 R
4-FCcH4 25 >99 R
4-CICsHy 17 >99 R
4-BrC¢Hy4 13 >99 R
2-furil 62 94 R
5-Me-2-furil 50 96 R
2-tiofenil 65 95 R
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Demir et al. (2001a), calismalarinda aromatik aldehitler, rasemik benzoin ve alifatik
aldehitlerden enzim katalizli C-C bag bozunmasi ve C-C bag olusumu tepkimeleriyle
benzoinleri ve (R)-2-hidroksi-1-fenilpropanon ((R)-2-HPP)’u elde etmiglerdir. Bu
calismalarda enzim olarak tiamin difosfat (ThDP) bagl benzaldehit liyaz (BAL E.C.
4.1.2.38) kullamlmistir. Ilk olarak benzaldehitin BAL varliginda gerceklestirdigi
tepkime incelenmistir. Benzaldehitin bir kismi (% 1-2) tepkime sonunda ortamda
dontismeden kalmustir (Sekil 2.14). Tepkime sonucunda yiiksek enantiyomerik asirilik
degerleri hesaplanmistir. Bu tepkimede benzaldehite fenil grubunun baglanmasi ile C-C

bag olusumu gozlenmistir.

i Pg
H BAL, tampon/DMSO

:
déniisiim: > %97 OH

benzaldehit (R)-benzoin
ee > 99%

Sekil 2.14 Benzaldehitin BAL katalizorliiglindeki tepkimesi

Rasemik benzoin, potasyum fosfat tamponunda pH=7’de BAL ile tepkimeye girdigi
zaman benzaldehitin az bir kismi olugsmustur. Benzoinin sulu tampon ¢o6zeltisindeki
diisiik ¢oziiniirliigli buna neden olarak gosterilmistir. Coziicii olarak % 20 DMSO (v/v)
eklenmesi veya alternatif olarak % 15 polietilen glikol (PEG 400) (v/v) eklenmesi
benzaldehit olusumunu arttirmistir. Bu tepkime kinetik rezoliisyondur. Benzoinden fenil

grubunun ayrilmasi sonucu C-C bag bozunmasi gergeklesmistir (Sekil 2.15).
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P
0 =
O BAL, tampon/DMSO OH
CHLCHO (S)-benzoin

— ee > 99%
OH dénusum: >%49 + o

ras-benzoin

OH

(R)-2-HPP
ee = 99%

Sekil 2.15 Rasemik benzoinin BAL katalizorliigiindeki tepkimesi

Varsayimin dogrulugunu kanitlamak i¢in; benzoinin sadece bir enantiyomeri substrat
olarak kullanilmis, tepkime (R) ve (S)-benzoin ile gerceklestirilmistir. Sadece (R)-
benzoin BAL katalizorliiglinde benzaldehite doniismiistiir. (S)-benzoin higbir tepkime

gostermemistir (Sekil 2.16).

0 (0]
BAL, tampon/DMSO
CH,CHO -
OH doniisiim: > %95 OH

(R)-benzoin (R)-2-HPP
ee > 99%

Sekil 2.16 (R)-benzoinin BAL katalizorliigii ve asetaldehit varligindaki tepkimesi

Rasematlarin, C-C bag bozunmasi ve C-C bag olusumuyla enzim katalizli sentezi

sonucu yiiksek enantiyomerik asirilik (> % 99) ve verim (> % 97) gozlenmistir.

2.12.2 a-diketonlarin indirgenmesi ile a-hidroksi ketonlarin eldesi

Demir et al. (2004), bu c¢alismada enzim katalizorliigiinde; benzilin benzoin ve
hidrobenzoine, benzoinin de hidrobenzoine indirgenmesi tepkimelerini incelemislerdir

(Sekil 2.17).
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— (R,Rj—hidmbenzuinT (R.A)-3 | (82
(R)- . [S)-benzoin

(R1-benzoin o th \

“&‘P/H\‘{f = rasemizasyan
o OH (yiksek pH'larda)
rac-2
ras-benzoin

Sekil 2.17 Benzilin benzoin ve hidrobenzoine, benzoinin de hidrobenzoine indirgenmesi

Ik olarak benzilin benzoine indirgenmesi incelenmistir. Bu tepkime farkli
mikroorganizma tiirleri kullanarak gerceklestirilmistir. Rhizopus tiirleri (R)-benzoini
%99 ee’de saglarken Rhizomucor tiirleri (S)-benzoini % 73 ee’de saglamistir (Cizelge
2.8). Dontigiimler sirasinda her bir mikroorganizmanin farkli pH’larda calistig

gorilmiistir.

Rhizopus oryzae (ATCC 9363) ve Rhizopus oryzae (72465) inkiibasyondan sonra pH’1
degistirmemistir. Rhizomucor miehei ve Rhizomucor pusillus ilk olarak ortamin pH 11
3 gilinde 4.5’e diiglirmiistiir. Bu zaman zarfinda benzilin biiyiik bir kismi1 (S)-benzoine
dontigmiistiir. 5 giin sonra pH 8.0-8.5’¢ yiikselmis ve 15 giin boyunca bu degerde sabit
kalmistir. Bu yiiksek pH’ta (S)-benzoinin kismi rasemizasyonu gerceklesmistir (Sekil
2.17).
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Cizelge 2.8 Benzilin indirgenmesi

sira mantar Tep. pH (R)-Benzoin (S)-Benzoin
siiresi ee verim ee verim
(giin) ) (o) (H) (%)
1 Rhizopus oryzae (ATCC 9363) 6 6.5-8.5 >99 81
2 Rhizopus oryzae (ATCC 9363) 5 4.2-5.0 80 75
3 Rhizopus oryzae (72465) 7 6.8-8.5 98 83
4 Rhizopus oryzae (72465) 5 4.1-5.0 85 78
5 Rhizomucor miehei (72460) 2 4.3-4.6 71 72
6  Rhizomucor miehei (72460) 3 8.0-8.5 33 75
7 Rhizomucor pusillus (72561) 3 4.3-4.5 73 77
8  Rhizomucor pusillus (72561) 3 8.0-8.5 37 73

Ortamin pH’1, Uriinlerin stereokimyasal sonucunu gii¢lii bir sekilde etkilemistir.
Rhizopus oryzae (ATCC 9363) ve Rhizopus oryzae (72465), disiik pH’ta (4.2-5.0)
benzoinin (S)-enantiyomerini % 80-85 ee degerinde olustururken yiiksek pH’ta (6.5-8.5)
benzoinin (R)-enantiyomerini % 98-99 ee degerinde olusturmustur. Rhizomucor miehei
(72460) ve Rhizomucor pusillus (72561) ise diisiik ve yiiksek pH’larda benzoinin (S)-
enantiyomerini olusturmuslardir. Ancak, yiiksek pH’larda % 33-37 gibi diisiik ee
degerleri gostermislerdir (Cizelge 2.6).

Benzil-benzoin biyodoniisiim tepkimeleriyle birlikte aym1 zamanda, belirlenmis
kosullarda, 4 mikroorganizma ile, diisiik verimde hidrobenzoin olusturmustur. Bu
tepkime farkli pH’larda uzun siirelerde tekrar edilmistir. Hidrobenzoin % 71-77 verim

ve % 96-99 ee degerinde elde edilmistir (Cizelge 2.9).
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Cizelge 2.9 Benzilin hidrobenzoine biyodoniisiimii

sira mantar Tep. pH Hidrobenzoin
siiresi ee verim

(giin) (%) (%)

1 Rhizopus oryzae (ATCC 9363) 21 6.5-8.5 >99 77
2 Rhizopus oryzae (72465) 18 6.5-8.5 >99 74
3 Rhizomucor miehei (72460) 13 8.0-8.5 96 76
4 Rhizomucor pusillus (72561) 11 8.0-8.5 97 71

Nakamura et al. (1996), a-diketonlarin indirgenmesiyle a-hidroksi ketonun yiiksek
kimyasal verimde iretilmesini saglamak ve indirgenmenin bolgesel secimliligini
gelistirmek icin basit ve etkin bir metod gelistirmeye calismislardir. Mikrobiyal hiicre
olarak ekmek mayasi, substrat olarak ise farkli diketonlar kullamlmstir. Indirgenme
tepkimesi pH 7 olan fosfat tamponunda, 30°C sicakhiginda 2.5 h siirede
gerceklestirilmistir.

a —diketonun ekmek mayasi biyokatalizorliigiinde indirgenmesiyle o—hidroksi ketonun

2 bolgesel izomeri olusmakta, a—hidroksi ketonlardan ise ekmek mayasindaki diger

enzimlerin devreye girmesi ile yan {iriin olarak diol elde edilmektedir (Sekil 2.18).

Ly

o / , 0 \ OH
R2? ekmek R2
o Eu-l
JK/H*

R! = arilalkil: R? = alkil
3

Sekil 2.18 a-diketonlarin indirgenme tepkimesi

41



Bu c¢alismada diol olusumu istenmeyen bir durumdur ve engellemek i¢in ¢esitli enzim
inhibitorleri kullanilmustir. Bolgesel se¢imliligi arttirmak igin ise mayaya 1s1l 6n islem
uygulanmistir. Enzim inhibitorleri iginde en iyi sonu¢ metil vinil keton (MVK) ile elde
edilmistir. Substrat 1-fenil-1,2-propandion iken 1s1l islem uygulanmadiginda ve MVK
ortamda bulunmadiginda verim % 38 ve 2:3 orani 32:68 , 1s1l islem uygulandiginda ve
MVK var iken ise verim % 81, 2:3 oran1 6:94 olarak bulunmustur. Substrat olarak 1-
fenil-1,2-propandion kullanildiginda % 81 verimle (S)-1-fenil-2-hidroksi-2-propanon
% 98 ee’de elde edilmis olup, 1-fenil-1,2-biitadion, 1-fenil-1,2-pentadiondion ve 2,3-

fenil-1,2-oktandion substrat olarak kullanildiginda iyi sonug¢ alinamamustir.
2.12.3 Derasemizasyon yontemleri ile a-hidroksi ketonlarin eldesi

Demir et al. (2002), ¢alismalarinda Rhizopus oryzae (ATCC 9363) mikroorganizmasi
kullanilarak gerceklestirilen yeni bir enzimatik derasemizasyon tepkimesiyle benzoinin
her 2 enantiyomerinin hazirlanisin1 incelenmislerdir (Sekil 2.19). Rasemizasyon
tepkimesi mikroorganizma tireme ortaminda, 35°C’de gergeklestirilmis ve rasemik

benzoin tepkime ortamina DMSO’da ¢oziilerek eklenmistir.

g
J %

Rhizopus oryzae ras-Benzoin Rhizopus oryzae

-

pH= ?.5-:3-‘,/' ~ay PH=4

¢

Rhizopus oryzae =
O Ly _..‘L Y OH
(R)-Benzain pH=7.5-8 (5)-Benzoin

Sekil 2.19 Benzoinin derasemizasyonu
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Tepkime i¢in optimum pH aralig1 7.5-8.5 olarak bulunmus ve tepkime siiresince bu pH
araliginda rasemik benzoinin (S)-enantiyomeri azalirken (R)-enantiyomerinin arttigi
gbézlenmistir. Tepkime, hicbir degisim gozlenmeyene kadar ((S)-enantiyomerin
tamaminin tiiketimi, 21 giin) devam etmistir. 21 giin sonunda (R)-benzoin % 73-76
verim ve % 95-97 ee degerinde izole edilmistir. Reaksiyon farkli pH (4-5) degerlerinde
gergeklestirildiginde ras-benzoinin % 71 verim ve % 85 ee ile (S)-enantiyomerine

doniismiistiir.

Kontrol deneyi olarak, (S)-benzoin substrat olarak kullanilmis ve (R)-benzoin % 74
verimlilikte ve % 97 ee degerinde izole edilmistir. Aym kosullar altinda (R)-benzoin
substrat olarak kullanildiginda higbir degisim goézlenmemis ve (R)-benzoin % 77

verimle geri kazanilmistir.

Her ne kadar derasemizasyon mekanizmasi ¢ok net olmasa da substratlarin
rasemizasyonu i¢in miimkiin olan 2 yontem bulunmaktadir. Biri, bir dioliin olusumuyla

substratin derasemizasyonu, digeri bir enantiyomerin enantiyose¢imli bozunmasidir

(Sekil 2.20).

Sonu¢ olarak asimetrik merkez etrafindaki gruplarin ii¢ boyutlu dizisleri ortamin

asitligine bagh olarak degistigi gozlenmistir.

g L
ey
—_—

hidroksi benzoin I:R]-HMHHH

- (diol) -

(5)-benzoin

Sekil 2.20 Derasemizasyon mekanizmast

Chadha and Baskar (2002), bu ¢alismalarinda 2-hidroksi-4-fenilbiitanoik asitin rasemik
etil esterinin ve mandelik asitin etil ve metil esterinin Candida parapsilosis (ATCC

7330) mikroorganizmasi1 varliginda biyokatalitik derasemizasyonunu incelemislerdir

(Sekil 2.21).
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OH HO, .H

K L

(CH2)n" COOR (CH2)n COOR
O C. parapsilosis ©/
4}_

A B (S)= enantiyomer
'n=0; R=

1c:n=2; R=Me

1d:n=2; R=Et

Sekil 2.21 Rasemik a-hidroksi asit esterlerinin C. Parapsilosis (ATCC 7330) hiicreleri
kullanilarak gergeklestirilen derasemizasyon tepkimesi

Rasemik esterler az miktardaki (toplam tepkime hacminin % 10’u) suyla karisabilen
¢oziiclide ¢oziildiikten sonra sulu hiicre slispansiyonuna eklenmistir. Suyla karismayan
¢oziiciilerin kullanilmasi tepkime siiresini uzatmustir. Ornegin; hegzan kullamldiginda 5
saatte % 97 ee degerini ulasilirken etanol kullanildiginda >% 99 ee degerine 1 saatte

ulagilmistir.

Tepkime sonunda > % 99 enantiyomerik asirilik (ee) degerinde ve % 85-90 verimde 2-
hidroksi-4-fenilbiitanoik asitin rasemik etil esterinin sadece (S)-enantiyomeri
olugmustur. Tepkime siiresi, liriiniin enantiyomerik asirilik degerine gore belirlenmistir.

Sonuglar Cizelge 2.10°da goriilmektedir.

Cizelge 2.10 (RS)- 2-hidroksi-4-fenilbiitanoik asitin etil esterinin derasemizasyonunda
ee’nin zamanla degisimi

Sira  Tepkime siiresi  (S)- 2-hidroksi-4-fenilbiitanoik asitin

(dk) etil esterinin % ee’si
1 10 30
2 20 58
3 40 86
4 60 >99
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Diger tepkime (mandelik asitin etil ve metil esterinin substrat olarak kullanildig1)
sonunda ise 1 saatte > % 99 ee degerinde sadece (S)-enantiyomer olustugu goriilmiistiir

(Cizelge 2.11).

Cizelge 2.11 o-hidroksi asit esterlerinin C. Parapsilosis (ATCC 7330) ile

derasemizasyonu
Sira Bilesik Verim (%) Zaman (h) Konfigiirasyon
1 n=0; R=Me¢* 70 1
2 n=0; R=Et* 74 1 S
3 n=2; R=Me* 73 1 S
4 n=2; R=Et* 85-90 1 S

*100 mg substrat kullanilmistir.

Sonug olarak; a-hidroksi asit esterlerinin C. Parapsilosis (ATCC 7330) varliginda
gerceklestirilen derasemizasyonu sonucu, (R)-enantiyomerin kendi ayna goriintiisiine
dontismesiyle (S)-enantiyomer yiiksek verim ve ee degerinde elde edilmistir. Ayrica
ayn1 tepkimeyi serbest asitler (2-hidroksi-4-fenilbiitanoik asit ve mandelik asit)
kullanarak denemigler ve bu bilesiklerdeki hidroksi gruplar sekonder alkol grubu
olmasina ragmen higbir derasemizasyon tepkimesi gézlenmemistir. Bu da gosteriyor ki;
a-karbon {izerindeki diger fonksiyonel gruplar enzimatik derasemizasyona etki

etmektedir.

2.12.4 Rasemik a-hidroksi ve a-asetoksi ketonlarin kinetik rezoliisyonu ile a-

hidroksi ketonlarin eldesi

a-hidroksi ketonlarin kinetik rezoliisyonla eldesi transesterlesme ve hidroliz tepkimeleri

ile yapilmistir.

2.12.4.1 a-hidroksi ketonlarin transesterlesme tepkimesiyle eldesi

Adam et al. (1996), lipaz katalizli tersinmez transesterlesme tepkimesi ile rasemik o-

hidroksi ketonlarin kinetik rezoliisyonunu incelemislerdir. Bu tepkimenin gergeklesmesi
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icin ilk olarak izoprofenil asetat ve lipaz (100-200 mg/mmol substrat), t-butil metil
eterde ¢oziilmiis 0.1 M’lik rasemik a-hidroksi keton ¢ozeltisine eklenmistir. Karigim
oda sicakliginda (20 °C) karistirilmustir. Tepkime siiresinden (12-210 h) sonra enzim
stiziilerek uzaklagtirilmis ve ¢oziicli indirgenmis basing (40 °C/40 Torr) altinda
buharlastirilmistir. Substrat ve iirlinlerin analizleri ise Chiralcell OD ve OB kolonlari

kullanilarak HPLC’de yapilmustir.

Rasemik a-hidroksi ketonlarin izoprofenil asetatla lipaz katalizli asimetrik asetillenmesi
sonucu yuksek enantiyomerik asirilikta optikce aktif keto alkoller ve asetatlar

olusturmaktadir (Sekil 2.22).

:f 0 0
&2 lipaz, O 3 2
R -= Rl + R

BuOMe, 20 °C OH Ac

() o
0 0
XA o
H g
1 2 3

Sekil 2.22 a-hidroksi ketonlarin kinetik rezoliisyonu

[k olarak, a-hidroksi ketonlarin transesterlesmesini katalizleyen farkli ticari lipazlarin
etkisi incelenmistir. Amano PS ve Amano AK, c¢oziicli olarak tert-butil metil eter
kullanildiginda en i1yi sonug¢ gosteren lipazlar olarak bulunmustur. Substrat olarak 2-
hidroksi propiyofenon kullanildiginda Amano AK ile 92 saatte % 48 doniisiim ve % 89
ee elde edilmistir (Cizelge 2.12).

[zoprofenil asetat yerine vinil asetatin kullanilmas1 ve ¢dziicii olarak t-butil metil eter

yerine THF, hegzan, diklormetan veya toluenin kullanilmasi sonuglar1 degistirmemistir.
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Pseudomonas kaynakli lipazlar, biyokatalitik transformasyonlar i¢in en kullanish
enzimler grubundadirlar. Ozellikle o-hidroksi ketonlarin, karbonil substratlarin

transesterlesmesinde etkilidirler.

Cizelge 2.12 Rasemik keto alkollerin 1-4 lipaz katalizli kinetik rezollisyonu

Sira Substrat Lipaz Siire Doniisiim Keto Alkoller Keto Asetatlar E
(h) (%) ee(%) konfig ee(%) konfig

1 1 AK 92 48 8 S 95 R+ 113
2 1 AK 138 52 9  S-) 9  R(+) 82
3 1 PS 210 19 23 SA) 99 RH) 249
4 2 AK 87 48 92 R 98 S+ 311
5 2 AK 138 51 99 R 95 S 201
6 2 PS 87 46 83  R(-) 98  S(+) 26l
7 3 AK 40 57 99  S-) 79 R+ 35
8 3 PS 25 49 77 S 79 R() 19
9 3 PS 39 60 95  S(-) 63  R(+) 16
10 4 AK 20 58 9  SH) 72 R() 34
11 4 PS 14 52 95  S+) 86  R() 45

Sonuglar gosteriyor ki; lipazlar, a-hidroksi ketonlarin izoprofenil asetat ile organik
ortamda enantiyosecimli transesterlesmesini katalizlerler. Enantiyomerik saflikta keto

alkoller ve enantiyomerik olarak zengin keto asetatlar1 yiiksek verimde olustururlar.

Aoyagi et al. (2000), benzoinin lipaz katalizli kinetik rezoliisyonunu incelemislerdir. Bu
tepkime sonucu optik¢e aktif (R)-benzoin olusmustur (Sekil 2.23). Diger taraftan, (S)-

benzoin asetat hidroliz olarak (S§)-benzoine doniismiistiir.

0 0
O lipaz TL +
oda gicakhis - ‘ OH
OH vinil agetat c

rasemik benzoin (1) (S)-benzoin asetat (3) (R)-benzoin (1)

Sekil 2.23 Benzoinin lipaz katalizli kinetik rezoliisyonunu
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Baslangicta rasemik benzoinin kinetik rezoliisyonunu farkli kaynakli lipazlarla (PPL,
Amano I, Amano II, Lipase MY, UL, TL, SC, AL, OF ve OL), vinil asetat ve THF
karisiminda ve oda sicakliginda denemislerdir. En etkin lipazin Lipase TL oldugu
goriilmiistiir. Daha sonra reaksiyon parametrelerinin agil verici, tepkime siiresi ve
¢oOziicliye bagli olarak degistigi goézlenmistir (Cizelge 2.13). En iyi sonuca oda
sicakliginda, ¢oziici olarak THF, acil verici olarak vinil asetat kullanildiginda

ulasilmustir.

Cizelge 2.13 Rasemik benzoinin kinetik rezoliisyonu

Sira Lipaz  Coziicii® Acilverici® Tep. (S)-5 (R)-1
TL® Siiresi  Verim(%) Er® Verim(%) Er®
(mg)* (h)

1 10 THF® VA 20 9 - 79 -

2 50 THF® VA 20 29 - 35 -

3 100  THEF® VA 42 40 - 53 -

4 250 THF® VA 20 52 - 46 -

5 100 EtOAc® VA 20 2 - 95 -

6 100 Benzen® VA 20 18 - 69 -

7 100  THEF® 1A 43 3 - 88 -

8° 1250  THF® VA 20 42 >99:1 40 97:3

9°f 1250  THF® VA 20 46 >99:1 48 96:4

*Tepkime miktari=100 mg rasemik benzoin. °5 ml ¢oziicii kullanilmistir. 25 ml ¢dziicii kullanilmustir. “VA: vinil
asetat, IA: izopentenil asetat. °Tepkime miktar=500 mg rasemik benzoin. ‘Celite yoklugundaki tepkime.
¢Enantiyomerik oranlar (er’s) Chiralcel OD kullanilarak HPLC’de analizlenmistir.

Ayrica, metanol su i¢inde potasyum karbonat ile 0 °C’de gergeklesen hidroliz tepkimesi
ile (S)-benzoin asetattan (S)-benzoin elde edilmistir. Verim % 91 olarak hesaplanmistir

(Sekil 2.24).

K,COs, MeOH

-

H,0, 0°C
(S)-benzom asetat (3) 91 % (S)-benzoin (1)
(98:2 er)

Sekil 2.24 (S)-benzoin asetatin hidroliz tepkimesi
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Ema et al. (1996), lipaz katalizli transesterlesmelerin enantiyosecimliligine agcil
gruplarinin  etkisini incelemislerdir. Rasemik 2-[(N,N-dimetilkarbamoil)metil]-3-
siklopenten-1-ol’iin (1) diizopropil eter i¢cinde lipaz katalizli transesterlesmesinin (Sekil
2.25) enantiyosecimliligine agil vericilerin acil grubunun etkisinin 6nemli oldugu
bulunmustur. Enantiyosecimlilik, agil vericinin vinil asetattan vinil butirata
degismesiyle onemli bir sekilde artmistir. Degisik tiirdeki agil vericilerin arasinda, acil

vericilerin a¢il gruplarinin etkisini incelemek ic¢in vinil esterlerin en uygun oldugu

distiniilmustir.
0
j Lipaz PS .
Q/\CONMBQ + R- g o-f — s CONMe, + Q CONMe,
(1R25)1 . 1R25)-2 15,2R)-1
(152R1 (1R.25) (15.2R)

Sekil 2.25 Rasemik (1)’in diizopropil eter i¢cindeki lipaz katalizli transesterlesmesi

Farkli alkil zincir uzunluguna sahip birka¢ vinil esteri, (1)’in lipaz katalizli kinetik
rezolisyonunda denenmistir. Elde edilen enantiyosecimlilikler Cizelge 2.14°te

verilmistir.

Vinil esterlerin alkil zincirlerindeki bir uzama enantiyose¢imliligi epey degistirmistir.
Vinil asetat (E=30) yerine vinil butirat (E=156) kullanildiginda enantiyosec¢imlilik ¢ok
1yi bir sekilde artmistir. Vinilkloro asetat ile yapilan tepkimede en yiiksek reaksiyon hizi

gdzlenmistir ve enantiyomerik oran 89 hesaplanmustir.
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Cizelge 2.14 (1)’in, ¢esitli acil wvericiler kullanilarak yapilan lipaz katalizli

transesterlesmesi
Acil grup Siire Déniisiim” (1R,25)-1 (1R,25)-2 E
R (h) (%) %verim‘(%oee®) %verim‘(%oee®)
CH; 3 50 46 (83) 47 (84) 30
n-C,Hs 3 42 48 (69) 41 (95) 81
n-C3Hy 3 45 51 (78) 42 (97) 156
n-CsHj; 3 51 47 (72) 43 (70) 12
n-C7H;s 2 45 40 (70) 51 (86) 28
n-CoHj9 1.5 49 42 (84) 44 (89) 45
CICH, 0.5 51 43 (95) 48 (92) 89
CF; 0.75 40 45 (8) 35(12) 1.4
ter-C4Ho 48 24 10°(27) 19 (84) 15
CeHs 48 14 53°(15) 19 (89) 20
CH;CH=CH 48 7 16° (7) 12 (92) 26

*Kosullar: Lipase PS (400 mg), 1 (1.2 mmol), agil verici (2.4 mmol), kuru (i-Pr),0 (10 ml), 30 °C.

b100”‘ee(1)/(ee(1)-~-ee(2)) formiiliinden hesaplanmistir.

“Izole edilmis verim.

dChrompack CP-siklodekstrin-B-2,3,6-M-19 kullanilarak gergeklestirilen GC’de belirlenmistir.

‘laktonun biiyiik miktar1 uzamis tepkime siiresinden dolay1 elde edilmistir. Lakton, lipaz kataliziyle degil kendi
kendine olusmustur.

2.12.4.2 a-hidroksi ketonlarin hidroliz tepkimesiyle eldesi

Demir et al. (1998), calismalarinda Rhizopus oryzae yardimiyla a-asetoksi ketonlarin
enantiyosec¢imli hidrolizi ile a-hidroksi ketonlarin sentezini incelemislerdir. o-asetoksi
ketonlari, aromatik ketonlarin Mn(OAc); ile oksidasyonuyla yiiksek verimlilikte elde
etmiglerdir. Elde ettikleri o-asetoksi ketonlar1 kullanarak yiiksek enantiyomerik

asirilikta (R)-hidroksi keton tiretmislerdir.

a-asetoksi ketonlarin hazirlanmasi i¢in ilk olarak 10 mmol mangan (III) asetat ve 2.5
mmol keton (benzoin) karisimi 50 ml benzen i¢inde ¢oziilmiistiir. Tepkime TLC ile
takip edilmistir. Karisim oda sicakligina sogutulduktan sonra etil asetatla seyreltilmistir.
1 M HCI ¢ozeltisi ile yikanmig sulu NaHCOj; ve tuzlu su ile doyurulduktan sonra susuz

MgSOy ile kurutulmustur.
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Biyokatalizor olarak Rhizopus oryzae (NRRL 395) kiifii kullanilmistir. Cogalma ortami
15 g glukoz surubu, 1 g (NH4),SO4, 0.3 g KH;PO4, 0.12 g MgSO4 ve 0.02 g ZnSOy4
icermektedir. Bu karisim destile suyla 500 ml’ye seyreltilmistir. Hazirlanan bu ortam 5
esit parcaya ayrilmis ve otoklavda 15 dk boyunca sterillenmistir. 100 ml steril ortam
iceren erlenmayere asil tabakadan sporlar aktarilmigtir. Kiifler 30 °C’de 2 giin boyunca
calkalayicida cogaltilmistir. Hidroliz tepkimesi (Sekil 2.26) iireme ortaminda, 30°C
sicaklikta gergeklestirilmis ve substrati (1.7 mmol) ¢6zmek i¢in 2 ml etanol
kullanilmistir. Tepkime TLC ile izlenmis ve rasemik asetatin % 40-45°1 hidroliz olana
kadar tepkime devam etmistir. Hidroliz siiresince ortam % 10’luk CaCO; ¢ozeltisi ile
noétrallestirilmistir. Tepkime siiziilerek sonlandirilmis, destile su ile yikanmis ve sulu faz
etilasetatla ekstrakte edilmistir. Tepkime sonunda ise {iriin ve substrat analizi NMR ve

GC ile yapilmistir.

Sekil 2.26’da gosterilen baslangi¢ tepkimesinde aromatik ketonlarin (1) dort ayni
mangan (III) asetat ile oksidasyonu sonucu a-asetoksi ketonlar (2) yiiksek verimlilikte
elde edilmistir. Devam eden arastirmalarla ilgili olarak mangan (III) asetatin
kaynaginin, tepkimenin yiiksek verimlilikte gerceklesmesi i¢in ¢ok 6nemli oldugunu
bulmuslardir. Bu oksidasyonda kullanilan susuz mangan (III) asetat, mangan (II) nitrat
ve asetik anhidritten hazirlanmistir ve kullanmadan 6nce fosfor pentaoksit kullanilarak

vakum altinda kurutulmustur.

Mn(OAc)3,
benzene
. OAc 'OH ohe
Ar reflux  Ar Rhizopusoryzae A" o
1

Sekil 2.26 Aromatik ketonlarin mangan (III) asetat ile oksidasyonu ve asetoksi
ketonlarin Rhizopus oryzae yardimiyla gerceklestirdigi se¢imli hidroliz
tepkimesi

Farkli Rj(aril) ve Ry(alkil) gruplarina sahip aromatik asetoksi ketonlarin hidrolizi
incelenmistir (Sekil 2.27). ee degerinin ketona bagh alkil gruplarma gore farklilik
gosterdigi  gozlenmistir (Cizelge 2.15). R; (aril) ve R, (alkil) gruplarinin
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bliyiikliiklerinde farklilik gozlenen ketonlarda yiiksek ee’ler bulunmustur. Dogal,
optikge aktif asetatlar ile biyodoniisiim kosullar1 altinda yapilan kontrol deneyleri, R
gruplariin konfigiirasyonel kararli olduklarin1 ve rasemizasyonun diisiik enantiyomerik

asiriliga neden olmadigini kanitlamustir.

Sekil 2.27 Asetoksi keton

Enzimlerin, asetoksi grubun hidroksi gruba hidrolaz katalizli enantiyose¢imli
hidroliziyle uyumlu bir sekilde (R)-enantiyomerlerini olusturduklari gozlenmistir.

Sonug olarak; aromatik ketonlarin Mn(OAc); ile oksidasyonu ile elde edilen a-asetoksi
ketonlarin hidrolizi ile yiiksek ee’de hidroksi keton ve enantiyomerik olarak

zenginlesmis asetoksi ketonlar 1yi kimyasal verimlerle liretilmistir.
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Cizelge 2.15 a-asetoksi ketonlar ve hidroliz sonucu elde edilen a-hidroksi ketonlar

Asetoksi Tep. Verim Hidroksi Doniisim  Tep.  Verim Hidroksi  Ase E
Keton Siire. Ketonlar Siire. Keton toksi
Keton
R)-3
2 (h) (%) R)-3 (%) (h) (%) (8)-2

ee” (%)  ee(%)

Lt

86 [

whn

48 96 41 93 86 76

o
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o
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b
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]
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tH0

/@J\A 6 7 /[:fj’j)\ 27 144 34 66 % 6
CHy CH0
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o
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f f

¢
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£ g
a) Hidroksi ketonlarin enantiyomerik asirilik degerleri, onlarin (S)-O-asetilaktil ester tiirevleri yoluyla GC (capiler
kolon HP-5 ¢apraz bagli %5 PhMe silikon) ve H NMR Eu(hfc); ile belirlenmistir.

Demir et al. (2001b), calismalarinda propiyofenon tiirevlerinden yola c¢ikilarak
farmakolojik 6nemi olan (R)-2-hidroksipropiyofenonlarin kemoenzimatik sentezini

incelemislerdir (Sekil 2.28).



DBU/hexane-THF

)JY Rhizopus oryzae )J\/ )—i\‘/
OAc

OAc
rac. 3a-d (S)-3a-d R)-1a-d
(E)-1-fenil-2- hldroks1propan lon (E)-1-(2.4- dJﬂorofeml) 2 -hidrolosipropan- Ton
(B3-1-(3-klorofenid-2-hidroksipropan-1on (F)-1-(3,5-dfloroferl) - 2-hidreksi-propan-lon
1b 1d

Sekil 2.28 (R)-2-hidroksipropiyofenonlarin kemoenzimatik sentezi

Propiyofenon tiirevleri bupropiyon i¢in ¢ikis maddeleridir. Bupropiyon, Wellbutrin®
(Glaxo Wellcome) ticari adiyla satilmakta olan ve depresyon tedavisinde kullanilan
ilacin etken maddesidir. Ayrica Zyban® (Glaxo Wellcome) ticari isimli ve sigarayi
birakma tedavisinde kullanilan ilacin da etken maddesi bupropiyondur. Bunlarin disinda

anti-depresif ve anti-bakteriyel ilaglarin ¢ikis maddesidir.

Enzimatik hidroliz tepkimesi i¢in ilk olarak a-asetoksi ketonlar kimyasal olarak
hazirlanmistir.  Uretilen o-asetoksi keton substrat olarak hidroliz tepkimesinde

kullanilmastir.

Hidroliz tepkimesinin enantiyosec¢imliligini etkileyen enzim kaynagi incelenmis ve
Rhizopus oryzae mikroorganizmasi ile gerceklestirilen tepkimelerde en iyi sonuglar elde
edilmigtir (Cizelge 2.16). Tepkimeler pH=6.0-6.5 olan ortamlarda, ¢0ziicii olarak
DMSO varliginda, 30 °C’de gergeklestirilmistir.

Ketonlarin, mangan (III) asetatla oksitlenmesini takip eden asetoksi grubun hidrolizi
sonucu farmakolojik bilesikler i¢cin dnemi olan hidroksi ketonlar yiiksek enantiyomerik
asirilikla elde edilmislerdir. Bu calismadaki doniisiim tepkimelerinde enzimler (R)-

enantiyomeri iiretmislerdir.
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Cizelge 2.16 Esterlerin mikroorganizma katalizli hidrolizi

Sira  Substrat Mantar Tep. (R)-Alkol ee Verim
Siiresi (%) (%)
(h)
1 3a Rhizopus oryzae (W&P G) 48 la 92 46
2 3a Rhizopus oryzae (NRRL 395) 60 la >99 42
3 3b Rhizopus oryzae (W&P G) 64 1b 94 39
4 3b Rhizopus oryzae (NRRL 395) 72 1b >99 40
5 3¢ Rhizopus oryzae (W&P G) 76 lc 96 36
6 3c Rhizopus oryzae (NRRL 395) 92 lc >99 37
7 3d Rhizopus oryzae (W&P G) 72 1d 96 35
8 3d Rhizopus oryzae (NRRL 395) 96 1d 97 34

Demir et al. (2006), a-hidroksi ketonlardan, farmakolojik olarak 6nemli olan a-asetoksi

ve a-hidroksi-a-metoksi siklik ketonlarin her iki enantiyomerinin kemoenzimatik

sentezini incelemislerdir.

Baglangi¢ tepkimesi olarak, 2a-d ketonlarmin mangan (III) asetat ile benzendeki
oksidasyonu sonucu a-asetoksi ketonlar (ras-3a-d) % 88-95 verimlilikle elde edilmistir.
Elde edilen bu asetoksi ketonlar, farkli enzimlerle enantiyosec¢imli hidroliz tepkimeleri

gerceklestirilmistir (Sekil 2.29).

(] 0 o
A on OMe  \in(oAc)s, - o A_ome
E--J ;& | — ey 1r"|‘"“‘ benzane, raflux H-I/ 2__'_‘-1’}_1&
RREWF{'I RR-'E I‘-V-'I"I =1 - DRR'IE |“n R
! 2a-d rac-3a-d
Enzyme
e’ O
n=1;R'=Me; RZ=H 1a -""[T’D.\/U\/OME Hc},ﬂ_) OMe
n=1; R'= Me; R*=Me 1b 1, + 1
n=0; R'=Me; R*=H 1c 0 #ﬁwﬁ‘ R i e
n=0; R'=Et; R2=H 1d
(RS)-3a-d (RS)-da-d

Sekil 2.29 Ketonlarinin mangan (III) asetat ile oksidasyonu ve asetoksi ketonlarin
enantiyose¢imli hidroliz tepkimeleri
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Enzimatik hidroliz tepkimesi i¢in ilk olarak a-asetoksi ketonlar hazirlanmistir. 8 mmol
o,pB-doymamis keton ve 12 mmol Mn(OAc); 30 ml benzen/AcOH (10:1) iginde
coziilmils ve siirekli karigtirilmistir. Mn(OAc);’in koyu kahverengi kaybolana kadar
TLC ve GC-MS ile takip edilmistir. Karisim eter ile seyreltildikten sonra tuzlu su ile
yikanmigtir. Organik faz MgSO;, ile kurutulmus ve vakum altinda uzaklastirilmistir.
Elde edilen asetoksi ketonlar substrat olarak hidroliz tepkimesinde kullanilmislardir.
Lipaz (200-300 mg) fosfat tamponunda (pH=7, 30 ml) ¢oziilmiistiir. 3 ml ¢oziiciiye saf
substrat (0.5 mmol) eklenerek hazirlanmis ¢ozelti tampona eklenmis ve karisim oda
sicakliginda karistirilmistir. Doniisiim % 50 oluncaya kadar TLC ve HPLC ile takip
edilmistir. Stizme isleminden sonra siliziilmiis kisim diklormetan ile ekstrakte edilmis,

MgSOy; ile kurutulmustur.

Enantiyose¢imli hidroliz tepkimesinde farkli enzimlerin enantiyosecimlilige etkisi
incelenmis ve Cizelge 2.17°de goriildiigii gibi enzimler ras-3a’nin hidrolizinde,

pH=7"de, toluende yiiksek ee degerleri gostermislerdir.

Cizelge 2.17 3-metoksi-4-metil-2-oxosiklohex-3-enyl asetatin (ras-3a) toluendeki
enzimatik hidrolizi

Sira Enzim Tep. Asetatee Alkolee Doniisim E
siiresi (%) (%) (%)
1 Aspergillus 20 h 25 57 30 4.6
2 Amano PS 18 h 83 85 49 31
3 QLM 22 h 69 61 53 8.3
4  Lipase PL 22 h 70 73 49 13
5 Lipase TL 2d 64 70 48 10
6  Pseudomonas fluorescens 4d 78 88 47 37
7 Mucor miehei 8d 85 90 49 51
8  Rhizopus arrhizus 10d 59 75 44 12
9  Porcine Pancrease 7d 88 83 51 31
10  Candida cylindracea 4d 97 86 53 55
11 Lipase AL 10d 66 68 49 10

Asetoksi keton ras-3b’nin enantiyosec¢imli hidrolizi i¢in farkli pH’larda (5,7,9) ve
coOziiciilerde (toluen, THF, asetonitril, DMSO) bir seri enzim denemesi yapilmistir.

Cizelge 2.18’de goriildigii gibi sadece toluen ve DMSO pH=7’de hidroksi ketonlar
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(ee=% 60-99) icin yiiksek enantiyomerik asirilik degerleri vermistir. Aspergillus,

hidroksi ketonlar i¢in yiiksek enantiyomerik asirilik gostermistir.

Cizelge 2.18 3-metoksi-4,6,6-trimetil-2- oxosiklohex-3-enyl asetatin (ras-3b) enzimatik

hidrolizi
Sira Enzim Tep. Coziici pH Doniisiim Asetatee Alkol ee E
Siiresi (%) (%) (%)
(d)

1 Hog pancrease 32 DMSO 7 40 48 72 9.8
2 Rhizopus niveus 42 DMSO 7 37 35 60 5.6

3 Rhizopus niveus 15 THF 7 - - - -

4 Rhizopus niveus 15 CH;CN 7 - - - -
5  Aspergillus 15 DMSO 7 13 11 76 8.2

6  Aspergillus 15 THF 7 - - - -

7 Aspergillus 15 CH;CN 7 - - - -

8  Aspergillus 5 Toluen 7 42 73 >99 >200

9  Aspergillus 18 Toluen 5 27 31 83 14
10 Aspergillus 20 Toluen 9 51 78 74 15

Daha sonra ras-4b’nin farkli kosullar altindaki transesterlesmesi incelenmistir. Bunun

icin karigmakta olan 10 ml hegzan i¢ine 6-hidroksi-2-metoksi-3,5,5-trimetilsiklohex-2-

en-1-one (ras-4b) (0.5 mmol), vinil asetat (10 mmol) ve 2.5 mmol 4-Dimetilamino

piridin (DMAP, organik katalizor) eklenerek karistirma islemine oda sicakliginda

devam edilmistir. Tepkime, % 50 doniisiim elde edilene kadar TLC ile takip edilmistir.

Stizme isleminden sonra siiziintii diklormetan ile ekstrakte edilmis MgSOs ile

kurutulmugtur. Sekil 2.30’da goriildiigi gibi ras-4b’nin asimetrik transesterlesmesi

cesitli ¢oziiciilerde (DMSO, toluen, asetonitril, hegzan) ve ¢oziiciisiiz ortamda farkl

lipazlarla gergeklestirilmistir.

0

HO OCH,4

o

enzyme,

s

s

rac-db

Sekil 2.30 Metoksi ketonlarin enantiyose¢imli transesterlesmesi

solvent, additive
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Transesterlesme tepkimesinde sadece Lipase TL DMAP varhiginda reaktivite

gostermistir (Cizelge 2.19).

Cizelge 2.19  6-hidroksi-2-metoksi-3,5,5-trimetilsiklohex-2-en-1-one  (ras-4b)’in

transesterlesmesi
Enzim Coziicii Additive Tep. Asetatee Alkolee Doniisim E
Siiresi (%) (%) (%)
(d)
Lipase TL Hegzan DMAP(odasic.) 2 76 91 54 22
Lipase TL Hegzan DMAP(5°C) 4 57 94 62 12
Lipase TL Hegzan DMAP 2 73 93 56 21

Sonuglar gosteriyor ki; 1,2-diketonlarin mangan (III) asetat ile asetillenmesini izleyen
asetoksi gruplarin enzim katalizli hidrolizi ile yiiksek enantiyomerik asirilik degerinde
(% 99’un tzerinde) hidroksi ketonlar ve asetoksi ketonlar elde edilmigtir. Siklik

hidroksi ketonlarin sentezinde yeni bir yontem olarak bu metod gelistirilmistir.
2.12.5 Mikrodalga etkisi
2.12.5.1. Mikrodalga ile 1sitmanin reaksiyon hiz iizerindeki etkisi

Parker et al. (1996) caligmalarinda, organik ortamda gerceklestirdikleri lipaz katalizli
transesterlesme tepkimesinin tepkime hizina mikrodalga ile 1sitmanin etkisini
incelemiglerdir. Mikrodalganin etkisinin incelendigi Sekil 2.31°deki tepkime, biitanol ve

etil biitirat arasindaki lipaz katalizli transesterlesme tepkimesidir.

ipaz p bitil bitirat + etanol

biitanol + etil biitirat
Hrane ettt butira mikrodalga, 50 °C

Sekil 2.31 Biitanol ve etil biitirat arasindaki lipaz katalizli transesterlesme tepkimesi
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Tepkime farkli sicakliklarda ve farkli su aktivitelerinde hem konvansiyonel hem de

mikrodalga 1sitma ile gerceklestirilmistir.

Kiitinaz enzimi ¢oziiciiler (etil biitirat ve biitanol) i¢inde belli bir siire bekletilmistir. Her
iki ¢ozlicii ve enzim ayni a,, degerine dengelenmistir. Tepkime karigimi sirasiyla
50°C’de mikrodalga reaktérde ve devaminda ceketli cam reaktorde ayni sabit sicaklikta

isitilmastir. Transesterlesmenin ilerlemesi gaz kromatografi ile izlenmistir.

0.58 ve 0.69 su aktivitelerinde enzim-substrat karigimmma mikrodalga etkisi
transesterlesme katalitik hizin1 2-3 kat arttirmistir. Su aktivitesi 0.97’ye ¢ikarildiginda
ise ters bir etki olusarak mikrodalga ile 1sitma klasik 1sitmaya gore belirgin sekilde daha

diisiik reaksiyon hizlari ile sonuglanmistir (Cizelge 2.20).

Cizelge 2.20 Lipaz katalizli transesterlesme reaksiyonunda farkli sicaklik ve su
aktivitelerinde konvansiyonel 1sitma ve mikrodalga destekli 1sitmanin hiz
tizerindeki etkilerinin karsilastirilmasi

Su aktvitesi, ay, T, °C Isitma metodu Hiz, pmol/(dk.mg.ml)
0.58" 50 Klasik 1.23
0.58" 50 Mikrodalga 2.94
0.58 60 Klasik 2.45
0.58 60 Mikrodalga 5.64
0.58 70 Klasik 6.37
0.58 70 Mikrodalga 14.9
0.97 60 Klasik 6.37
0.97 60 Mikrodalga 2.94

* Biitanol yerine 1-pentanol kullamlmistir.

2.12.5.2 Mikrodalganin hiz ve enantiyosecimlilige etkisi

Lin and Yuan Lin (1998) calismalarinda, PPL (Porcine pancreatic lipase) katalizli iki

farkli tepkimenin mikrodalga destekli 1sitilmasi ile mikrodalganin hem hiz hem de
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enantiyose¢imlilik tizerindeki etkisini incelemislerdir. Bu tepkimeler, (ras)-1,2,3,4-

tetrahidro-l-naftol’iin ve (ras)-I-indanol’lin lipaz katalizli agillenmesidir.

(ras)-1,2,3,4-tetrahidro-l-naftol’den (ras-1) yola c¢ikilarak (R)-1,2,3,4-tetrahidro-I1-
naftol’iin (R-1) PPL katalizli acillenmesi ile (R)-1,2,3,4-tetrahidro-1-naftilagilat (R-2) ve
(5)-1,2,3,4-tetrahidro-1-naftol (S-1) yiiksek stereose¢imlilikle tiretilmistir (Sekil 2.32).

OH OH QCOR
PPL, 5
acil verici
—_— +
benzen,
mikrodalga
rac-1 -1 R-2

Sekil 2.32 1,2,3,4-tetrahidro-1-naftol’lin lipaz katalizli mikrodalga 1inim ile agillenmesi

Cizelge 2.21°de goriildiigli gibi farkli agil vericiler kullanilarak, mikrodalga etkisi
altinda tepkime hizlar1 4-6 kat, stereosecimlilik 3-9 kat artmistir (ultrasonik kosullardaki
gibi).

Cizelge 2.21 (ras)-1,2,3,4-Tetrahidro-1.Naftol’iin lipaz katalizli agillenme tepkimesinde
mikrodalganin tepkime hiz1 ve enantiyoseg¢imlilik tizerindeki etkisi

Tepkime kosulu Acil verici % ee % ee doniisiim E
(S-1? (R-2)* %
Kontrol, 25°C Vinil asetat 43 85 33 19
MW, 35°C Vinil asetat 28 98 22 142
Kontrol, 25°C Vinil biitirat 94 90 51 64
MW,° 35°C Vinil biitirat 44 98 31 196
Kontrol, geri akim® Palmitik asit 65 78 45 16
MW,® geri akim Palmitik asit 54 97 36 117
Kontrol, geri akim Palmitik anhidrit 47 85 35 20
MW,° geri akim Palmitik anhidrit 33 98 25 174

a. %ee, %ee=0S-(1-08S) (OS; optikee saflik) formiilii ile hesaplanmistir. b. Enantiyomerik oran. c. Zayif mikrodalga
1stnimi (her 30 s’de 10s puls etki). d. Bir Dean-Stark kazan ile geri akim. e. Giiglii mikrodalga 1g1nimu (siirekli).
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(ras)- lI-indanol’lin (ras-3) PPL katalizli agillenmesinde ise (R)-1-indanilacilat (R-4) ve
S-3 elde edilmis ve enantiyose¢imlilik 3-5 kat artarken tepkime hizi 1-14 kat artmistir
(Sekil 2.33).

OH OH OCOR
PPL, i
agil verici
benzen, i
mikrodalga
rac-3 5-3 R-4

Sekil 2.33 l-indanol’iin lipaz katalizli mikrodalga 1s1nim ile acillenmesi

Deney ayni sekilde farkli agil vericiler ile mikrodalga etkisi altinda gergeklestirilmistir.

Sonuglar Cizelge 2.22°de goriilmektedir.

Cizelge 2.22 l-indanol’in lipaz katalizli agillenme tepkimesinde mikrodalganin
tepkime hiz1 ve enantiyose¢imlilige etkisi

Tepkime kosulu Acil verici % ee % ee doniisiim E®
(S-1)* (R-2)* Y%
Kontrol, 25°C Vinil asetat 57 94 38 54
MW,° 35°C Vinil asetat 38 99 28 265
Kontrol, 25°C Vinil biitirat 73 88 46 34
MW, 35°C Vinil biitirat 81 95 46 96
Kontrol, geri akim® Palmitik asit 88 88 50 45
MW, geri akim Palmitik asit 77 97 44 166
Kontrol, geri akim® Palmitik anhidrit 52 93 36 50
MW,' geri akim Palmitik anhidrit 33 98 25 159

a. %ee, %ee=0S-(1-0S) (OS; optikg¢e saflik) formiilii ile hesaplanmistir. b. Enantiyomerik oran. c. Zayif mikrodalga
1sinimi (her 30 s’de 10s puls etki). d. Lin et al. (1995). e. Bir Dean-Stark kazan ile geri akim. f. Gii¢lii mikrodalga
1sinimu (siirekli).

Mikrodalga ile 1sitma, fonksiyonel gruplar tarafindan enerjinin absorpsiyonunu igerir.
Bu enerji absorpsiyonu fonksiyonel gruplarin ¢evredeki reaktantlara kars1 daha yiiksek

bir reaktivite gostermesine neden olur. Sonug olarak; tepkimelerdeki hiz artiginin alkol

61



substratlarin mikrodalga enerjisini absorplayarak asir1 derecede aktif olmasi veya yerel
yuksek basing ve katalizoriin kullanilabilir yiizey alanindaki artis oldugu,
enantiyosecimlilik artisinin  ise reaktif alkol substratlarinin  aktivasyonundan

kaynaklanabilecegi diigiiniilmektedir.
2.12.5.3 Mikrodalganin doniisiime etkisi

Yadav and Lathi (2004) caligsmalarinda, mikrodalganin doniisiim tizerindeki etkisini
incelemek amaciyla metil asetoasetatin farkli alkoller ile lipaz katalizli (Novozym 435)

transesterlesme tepkimesini gergeklestirmistir (Sekil 2.34).

O 0O O 0

Lipaz
+ ROH — + CH50H
Mikrodalga

H,C OCH4 H;C OR

Sekil 2.34 I-indanol’iin lipaz katalizli mikrodalga 1ginim ile agillenmesi

Farkli alkoller ile ayni tepkime siiresi, ayn1 katalizor yiiklemesi ve aym sicakliklarda
konvansiyonel ve mikrodalga destekli 1sitma ile deneyler yapilmis ve donilisim

tizerindeki etkiler incelenmistir.

Alkol olarak lineer (n-propanol, n-biitanol, n-pentanol, n-hegzanol, n-oktanol ve n-
dekanol) ve sekonder (2-propanol, 2-biitanol ve 2-pentanol) alkoller kullanilmistir. Tiim
dontistimler mikrodalga altinda, konvansiyonel isitmaya oranla tiim alkollerde daha
yiiksek ¢cikmistir (Cizelge 2.23). Bu da, bu etkinin sadece termal bir etki olamayacagini
gostermektedir. Her iki 1sitmada da lineer alkollerin zincir uzunlugu arttik¢a tepkime

hizlar1 azalmistir. Ayn1 sonug sekonder alkollerde de goriilmiistiir.
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Cizelge 2.23 Metil asetoasetat’in enzim katalizli (Novozym 435) transesterlesme
tepkimesinde  doniisiim tizerinde enzim katalizi ve mikrodalganin

birlikte etkisi
Alkol Zaman Katalizor Sicakhik Doniisiim (%)
(dk) miktar1 (w/w) (°C) Mikrodalga Konvansiyonel
1-propanol 60 3 50 74 57
1-biitanol 60 3 50 72 53
1-pentanol 60 3 50 66 42
1-hegzanol 60 3 50 61 34
1-oktanol 60 3 50 55 17
1-dekanol 60 3 50 33 9
2-propanol 60 3 50 68 48
2-biitanol 60 3 50 64 43
2-pentanol 60 3 50 57 38

Deneysel kosullar: 0.01 mol metil asetoasetat, 0.01 mol alkol, 10 ml toluen, 300 rpm

Ayrica mikrodalga etkisi altinda ve konvansiyonel 1sitma ile metil asetoasetat’in n-
biitanol’e mol oraninin doniisiime etkisi de incelenmistir. metil asetoasetat’in n-
biitanol’e mol orani 1:1°den 2.5:1°e arttik¢a doniistim degerleri de mikrodalga altinda %
47°den % 69’a, mikrodalga olmadan % 36’dan % 56’ya artmistir. Elde edilen degerler
Sekil 2.35°te goriilmektedir. Bu sonuclar gosteriyor ki; reaktantlarin yiiksek derisiminin
doniisiime yan etkisi yoktur ve enzim ile mikrodalga arasinda doniisiim iizerine ortak bir

isbirliginin vardir.
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n-biitanol: 0.01 mol, Coziicii: toluen 10 ml, 300 rpm, Sicaklik: 50°C, Metil Asetoasetat: (¢) 0.01, (A) 0.015, (e) 0.02,
(m) 0.025, (—) microwave irradiation, (- - -) conventional heating

Sekil 2.35 Metil asetoasetat’in n-biitanol’a mol oraninin ve mikrodalganin déniisiime
etkisi

Bunun yaninda mikrodalga i¢in baslangi¢ aktivitesindeki artig, konvansiyonel 1sitma ile
karsilastirildiginda 2.2-4.6 kat daha fazladir. Derisim-zaman profillerine ve baslangig
hiz verilerine bagh olarak bir kinetik model olusturulmus ve mikrodalga etkisi altindaki
enzim katalizli reaksiyonlara en c¢ok uyanin Ping-Pong Bi-Bi mekanizmasi oldugu

goriilmiistiir.
2.12.6 Ses otesi dalgalarin etkisi

Gilinlimiizde enantiyomerik saflikta ilag liretim yontemleri ile ilgili arastirmalar yogun
bir sekilde ilerlerken, bu tepkimelere ses otesi dalgalarin etkisini inceleyen ¢aligsmalar da
devam etmektedir. Bu ¢alismalar arasinda biyokimyasal katalizér kullananlara
rastlanmamakla birlikte kimyasal katalizor varliginda gerceklestirilen ve enantiyomerik

saflikta madde iiretimini hedefleyen calismalar bulunmaktadir.

Torok et al. 1997 etil piruvatin etil laktata enantiyose¢imli hidrojenasyonunu platin

katalizorler (Pt/C, Pt/SiO; ve Pt/K-10) varliginda gerceklestirilmistir. Tepkimeden 6nce

64



katalizorler ultrasonik banyoda (20 kHz, 30 W) 30 dk tutularak 6nislem uygulanmus, ses

Otesi dalgalarin katalitik aktivite ve enantiyosec¢imlilige etkisi incelenmistir.

Tepkimeler her bir katalizor i¢in 6nislem uygulanmis ve uygulanmamis olarak etanol ve
toluen coziiciileriyle gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 2.24°te

goriinmektedir.

Cizelge 2.24 Etil piruvatin farkli platin katalizorlerle normal kosullar ve ses otesi
dalgalarla enantiyosecimli hidrojenasyonu

Katalizor Coziicii % verim (siire) Y% ee
normal SOD normal SOD
% 5 Pt/C Etanol 95 (73 dk) 95 (58 dk) 20.2 23.2

Toluen 100 (65dk) 100 (45dk) 305  31.7
%3 Pt/SiO,  Etanol 95 (600 dk) 100 (52dk) 202 342
Toluen  95(73dk) 100(110dk) 24.8  50.5
%S5 PYK-10  Etanol 74 (960 dk) 93 (210dk) 23.0 404
Toluen 46 (720dk) 100(320dk) 253  44.1

Ultrasonik 6nislemin, tiim katalizorlerle enantiyose¢imliligi ve doniisiimii arttirirken
tepkime stiresini de kisalttig1 goriilmiistiir. Pt/K-10 katalizori ile tepkime siiresinin 4.5
kat kisaldig1 ve enantiyomerik asiriligin % 25°den % 44’e yiikseldigi goriilmiistiir.
Buradaki ses otesi dalgalarin etkisinin, destek maddesi olarak kilin (K-10) kullanildig1
katalizorde lameller aras1 bosluktan metal taneciklerinin yiizeye aktarilmasi ve metal
yilizeyden safsizliklarin giderilmesiyle daha etkin bir katalizor aktivitesinin saglandigi

belirtilmektedir.

Toukoniitty et al. 2006 1-fenil-1,2-propandionun platin katalizor varliginda
enantiyose¢imli hidrojenasyonunu ses Otesi dalgalar varliginda gerceklestirmislerdir.
Baglangig tepkime hizi ve enantiyosegimlilige katalizor destek tiirii, katalizore
uygulanan onislemler, ¢oziicii tiirii ve ultrasonik giiclin etkisi incelenmistir. Deneyler,
20 kHz’lik prob ses Otesi dalgalarin ile katalizor iizerine Onislem uygulamasi ve

tepkime ortamina uygulanmasi ile gerceklestirilmistir. Katalizore 6nislem uygulamanin
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baslangic hizi ve enantiyose¢imlilige etkisi Pt/Al,O; katalizoérii ile incelenmistir.
Katalizorlere, hidrojen akisi etkisinde 400°C’de 2 saat ve 170°C’de 1 saat boyunca
Onislem uygulanmis ve tepkime sicakligina sogutularak hidrojenasyon tepkimesinde
kullanilmislardir. Cizelge 2.25’te goriildiigii gibi katalizore Onislem uygulamak

baslangi¢ tepkime hizini ve enantiyomerik asiriligi arttirmistir.

Cizelge 2.25 Baslangi¢ hidrojenasyon hizi ve enantiyosegimlilige, Pt/Al,O; katalizoriine
uygulanan 6nislemin etkisi (% 50 doniisiimdeki ee degeri)

Coziicii Baslangi¢ tepkime hizi, mol{Lgkatdk % ee .
normal SOD normal SOD

Onislemsiz 6.3*%107 7.5%107 22 23

1h 170°C 5.6%107 6.8%107 24 29

2h 400°C 4.5%107 5.3%107 45 47

Baslangic¢ tepkime hiz1 ve enaniyose¢imlilige, farkli buhar basincina sahip ¢oziiciilerin
(metil asetat, toluen ve mesitilen) etkisi incelenmis ve elde edilen sonuclar Cizelge
2.26’da verilmigtir. Burada katalizor olarak Pt/SF (silika fiber) ve Pt/Al,O;
kullanilmistir. Kullanilan ¢6ziicii tiirline goére baslangic hizinin ve enantiyomerik

asiriligin ¢ok az arttig1 goriilmektedir.

Cizelge 2.26 Baslangi¢ hidrojenasyon hizi ve enantiyose¢imlilige, Pt/SF ve Pt/Al,O;
katalizorliigiinde, kullanilan ¢oziiciilerin etkisi (% 15 doniistimdeki ee

degeri)
Coziicii Baslangi¢ tepkime hizi, mol{Lgkatdk % ee .
normal SOD normal SOD

Pt/SF
Metilasetat 1.6%107 2.1%107 41 39
Toluen 2.6%107 3.3%10° 17 34
Mesitilen 0.3%107 1.3*%107 35 55
Pt/Al,O3
Metilasetat 3.0%107 2.9%107 49 45
Toluen 4.5%107 5.3*107 45 47
Mesitilen 1.7*%107 2.0%107 54 50
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Katalizorlerdeki metal tanecik boyutlar1 TEM (Transmission Electron Microscopy)
analizleriyle Olciilmiis ses Otesi dalga Onislemi ile ¢ok fazla bir degisiklik olmadigi
gbzlenmistir. Katalizor dnisleminin enantiyomerik asirilik ve baslangi¢c hizim etkiledigi

belirtilmektedir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Enzimler

Bu yiiksek lisans ¢alismasinda farkli firmalardan temin edilmis asagidaki alt1 adet lipaz

kullanilmistir.

1. Rhizopus arrhizus (Fluka 62305)

Candida rugosa (Fluka 90860)

Novozym 435 (Candida antarctica Lipaz B) (Novozymes LC 200207)
Lipozyme RM IM (Novozymes LUX 00205)

Porcine Pancreas Lipase (Fluka 62300)

Amano Lipase AK (Pseudomonas cepacia) (Aldrich 534730)

A i

3.1.2 Mikroorganizma

Rasemik benzoin asetattan lipaz katalizli hidroliz tepkimesi ile optik¢e aktif benzoin
tiretilen deneylerde referans olarak aliman Demir et al. (1998) c¢alismasinda lipaz
kaynag1 olarak Rhizopus oryzae (NRRL 395) mikroorganizmasi kullanilmistir. ee(P)
degerlerini iyilestirmek amaciyla yapilan deneyler, Central Bureau voor
Schimmelcultures Baarn Holland’dan temin edilen Rhizopus oryzae (CBS 111718)

mikroorganizmasi kullanilarak gerceklestirilmistir.
3.1.3 Kimyasallar
Lipaz katalizli kinetik rezoliisyonda kullanilan tiim kimyasallar analitik saflikta olup

Sigma, Riedel ve Merck’ten temin edilmistir. Kullanilan kimyasallarin isimleri ve bazi

Ozellikleri Ek 1°de verilmistir.
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3.2 Yontem

3.2.1 Benzoin asetatin kimyasal iiretimi

Rasemik benzoinden kimyasal yontemlerle rasemik benzoin asetat iiretilmistir (Erdik
vd. 1987). 2 g rasemik benzoin, 2 ml asetanhidrit ve 2 ml buzlu asetik asit iginde
karistirillarak ¢oziilmiistiir. Karisima yavasga 2 ml derisik H,SO4 katilmistir. Benzoinin
hizla ¢6ziilmesiyle sicaklik yiikselmistir. Isinan karisim 55°C’deki su banyosunda 20 dk
bekletilmistir. Soguyunca damlatma hunisi yardimiyla hizla karismakta olan 50 ml suya
yavas yavas damlatilmistir. Karigtirma islemine 1 saat kadar devam edilmistir. Karisim
tromptan siiziilmiis ve kurumaya birakilmistir. Kuruyan kristallere 8 ml etanol katilarak
60°C’ye 1sitilmustir. Karigim sicakken tromptan siiziilmiis ve liretilen benzoin asetat
kurumaya birakilmistir. Kuruyan rasemik benzoin asetat, optikge aktif benzoin tiretimi

i¢in yapilan hidroliz tepkimesinde substrat olarak kullanilmistir.

3.2.2 Rasemik benzoin asetatin hidrolizi

Rasemik benzoin asetattan lipaz katalizli hidroliz tepkimesi ile optik¢e aktif benzoin
iiretilen deneylerde referans olarak Demir et al. (1998) calismasi almmustir. 11k olarak
510 mg rasemik benzoin asetat 3 ml DMSO’da ¢oziilmiistiir. Bu karigimin 150 pl’si 5
ml pH=6 olan (pH etkisinin incelendigi deneyler disindaki deneylerde) fosfat tamponu
iceren tepkime kabina (25 ml’lik vida kapakli cam sise) ilave edilmis ve 50 mg enzim
eklenerek tepkimeler baslatilmigtir. Tepkimeler belirli siirelerde kaba siizge¢ kagidindan
stiziilerek sonlandirilmistir. Siiziintii etil asetatla 1:1 (v/v) oraninda iki kez ekstrakte
edilmistir. Ekstraktin i¢inde kalmis olan suyu tutmasi i¢in bir miktar MgSO, eklenmis
ve karisim tekrar siiziilmistiir. Elde edilen siiziintiiniin iizerinden hava gecirilerek
¢coziici faz uzaklastinlmistir. Coziicii fazi uzaklastirilmis tepkime kabma 2 ml
kloroform ekleyip iirlin tamamen ¢oziindiikten sonra filtreden siizerek HPLC analizi igin
viale doldurulmustur. Deneyler, sicaklik etkisinin incelendigi deneyler disinda 30 °C
sicakliktaki ve karistirma hizinin etkisinin incelendigi deneyler disinda 200 rpm

karistirma hizindaki orbital calkalayicida (Heidolph Incubator 1000) gergeklestirilmistir.
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3.2.3 Mikrodalga deneyleri

Rasemik benzoin asetatin hidroliz tepkimesi, 5 ml hacimli, icinde magnetik karistirici
olan agz1 kapakli tepkime kabinda, hava sogutmali Biotage Initiator mikrodalga sentez

sisteminde (400 Watt magnetron) gerceklestirilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1 Deneylerde kullanilan Biotage Initiator mikrodalga sistemi

Mikrodalga cihazinin 6zel tepkime kabina 50 mg enzim koyulmus ve daha sonra 5 ml
hacmindeki ve pH=6 olan (pH etkisinin incelendigi deneyler disindaki deneylerde)
fosfat tamponu dikkatli bir sekilde tepkime kabina eklenmistir. 510 mg rasemik benzoin
asetat 3 ml DMSO’da c¢oziilmiis ve bu karistmin 150 pl’si tepkime kabina ilave
edilmigstir. Tepkime kabinin kapagi kapatilarak mikrodalga cihazina yerlestirilmistir.
Uygulanacak mikrodalga siiresi, sicaklik ve tepkime kabinin hacmi girilerek deney
baslatilmistir. Girilen siirenin sonunda tepkime kabinin kapagi acilmis, iiriin ile enzim
stiziilerek ayrilmis, siiziintii etil asetatla 1:1 (v/v) oraninda iki kez ekstrakte edilmistir.
Ekstraktin i¢inde kalmig olan suyu tutmast i¢in bir miktar MgSO4 eklenmis ve karigim
tekrar stizilmiistiir. Elde edilen siizlintiinlin iizerinden hava gegirilerek ¢oziicii faz
uzaklastirilmistir. Coziiciisii uzaklastirilan tiriin 2 ml kloroform icinde c¢oziildiikten

sonra filtreden siiziilerek viale doldurulup analize hazir hale getirilmistir.

3.2.4 Aktivite deneyleri

Lipazin aktivitesi pH-stat metodu ile Ol¢lilmiistiir. Bu metoda gore 10 ml Tris-HCI

tampon ¢ozeltisine (1 mM, pH=7.2) 50 mg enzim eklenerek karistirtlmistir. Daha sonra
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substrat olarak 200 pl tribiitirin eklenerek tepkime baslatilmistir. Tepkime, 10 dk
boyunca 200 rpm karistrma hizi ve 40 °C sicakliktaki orbital ¢alkalayicida
gerceklestirilmistir. 10 dk sonunda tepkimeyi sonlandirmak i¢in ortama, hacimce 1:1
oranda karistirilmis etanol-aseton karisgimindan 10 ml eklenmistir. Birka¢ damla
fenolftaleyn damlatilip 0.1 N’lik NaOH ile titre edilmistir. Bir iinite (pumol/dk),
dakikada harcanan NaOH miktarinin (umol) iigte biridir.

3.2.5 Kat1 cogalma ortam

Rhizopus oryzae (CBS 111718) i¢in kullanilan malt ekstrakt agar (MEA) ortamini
olusturan maddeler ve bilesimleri Cizelge 3.1°de verilmistir. Mikroorganizmalar kati-
agar ortama steril kosullarda 6ze ile agardan aktarildiktan sonra 30 °C’de 3-4 giin

inkiibatorde (Bellco) ¢ogaltilmistir. Cogalan hiicreler +4 °C’de saklanmigtir.

Cizelge 3.1 Rhizopus oryzae (CBS 111718) i¢in malt ekstrakt agar (MEA) ortami

Bilesen Derisim, g L’
Glukoz 20.00
Maya Oziitii 20.00
Agar 20.00
Pepton 1.00

3.2.6 Spor cozeltisinin hazirlanisi

Kati cogalma ortaminda ¢ogaltilmis sporlar steril ortamda 6ze yardimiyla 15 ml steril su
bulunan erlene aktarilmistir. Erlenin agz1 sikica kapatilarak iyice ¢alkalanmistir. Daha
sonra bu soliisyon kaba siizge¢ kagidindan siiziilmiistiir. Siiziilmiis olan slispansiyon
iyice kanstirildiktan sonra 1 ml’si alinmis ve temiz bir tlipe aktarilmistir. Steril bir
pipetle sayim i¢in hazirlanmig olan kiiltiirden bir damla alinarak Thoma laminin sayiyla
ilgili olan yerine damlatilmistir. Thoma lami1 lamel kapatilarak mikroskoba koyulmus ve
100x objektifle sayim yapilmustir. Baslangic spor sayist 5*107 olacak sekilde iiretim

ortamina eklenmistir.
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3.2.7 Sivi ¢cogalma ortam

Sivi ¢cogalma ortamini olusturan maddeler ve bilesimleri Cizelge 3.2°de verilmistir.
Hazirlanan spor ¢ozeltisi pipet yardimiyla steril kosullarda 50 ml hacimli sivi cogalma
ortamlarina aktarilmistir. Aktarma yapildiktan sonra hiicreler, karistirma hizi 150 rpm
olan karigmali inkiibatérde (Labcon) 30 °C sicaklikta 2 giin boyunca g¢ogaltilmis ve

hidroliz tepkimelerinde kullanilmistir.

Cizelge 3.2 Rhizopus oryzae (CBS 111718) i¢in s1vi ¢ogalma ortami

Bilesen Derisim, g L'
Glukoz 20.00
Maya Oziitii 5.00
Sodyum Klortir 5.00
Tripton 10.00

3.2.8 Mikroorganizmanin kullanildig1 deneyler

Hidroliz ve derasemizasyon tepkimeleri 6ncesi kiifler, 100ml’lik erlenlerde, bilesiminde
Cizelge 3.2’de belirtilen maddeler bulunan 50 ml sivi ortamda 30°C ve 150 rpm’de
iretilmistir. Kiifler bu kosullarda iiretildikten sonra uygun kosullarda homojen hale

getirilerek hidroliz ve derasemizasyon tepkimelerinde kullanilmistir.

3.2.9 Ses otesi dalgamin (SOD) uygulandig deneyler

Rasemik benzoin asetattan lipaz katalizli hidroliz tepkimesi ile optik¢e aktif benzoin
tretilen deneylerde ilk olarak c¢ogaltilan Rhizopus oryzae (CBS 111718)
mikroorganizmast 20 kHz’lik (Cole Parmer Ultrasonic Homogenizer, 750W, 20kHz,
13mm prob ¢api, Sekil 3.2.a), 30 kHz’lik (Hielscher Ultrasound Technology UP100H,
100W, 30kHz, Sekil 3.2.b) ve mekanik (Miccra D-9, 850W, 11.000-39.000 devir/dk,
Sekil 3.2.c) homojenizerler kullanilarak pargalanmistir. 3 ml DMSQO’da ¢oziilen 510 mg
rasemik benzoin asetatin 150 pl’si 5 ml homojen hale getirilmis mikroorganizma iceren

tepkime kabina ilave edilerek tepkimeler baslatilmistir. Siiziintii etil asetatla 1:1 (v/v)
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oraninda iki kez ekstrakte edilmistir. Ekstraktin i¢inde kalmis olan suyu tutmasi i¢in bir
miktar MgSO, eklenmis ve karisim tekrar siiziilmistiir. Elde edilen siiziintiinlin
lizerinden hava gegirilerek ¢oziicii faz uzaklastirilmigtir. Deneyler, 30°C sicakliktaki ve

200 rpm karistirma hizindaki orbital ¢alkalayicida gergeklestirilmistir.

(b)

Sekil 3.2 Deneylerde kullanilan pargalayicilar
(a) Cole Parmer Ultrasonic Homogenizer (b) Hielscher Ultrasound
Technology UP100H (c¢) Miccra D-9 Mekanik Homojenizer

3.2.10 HPLC analizleri

Analizler, Cizelge 3.3’te 6zellikleri ve analiz kosullar1 belirtilen yiiksek performanslh
stvi kromatografi (HPLC) cihazi kullanilarak gergeklestirilmistir. (R) ve (S)-benzoin
pikleri ve toplam asetat piki kullanilarak doniistim, enantiyomerik asirilik ve
enantiyomerik oran degerleri hesaplanmistir. Ornek bir kromatogram Ek 2’de

verilmistir.

Cizelge 3.3 HPLC analiz kosullar1

HPLC Kolon Coziicii Akis Enjeksiyon  Kolon UV Dedektor
Hizx Hacmi Sicakhigy Dalga Boyu

. n-hegzan /
Spectra  Chiralcel ) 0,9 .
SYSTEM OB 2-pg<;p/alslol C ok 10 uL 30°C 254 nm
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Rasemik Benzoin Asetatin Lipaz Katalizli Kinetik Rezoliisyonu

4.1.1 Enzim tiiriiniin etkisi

Optikge saf benzoin iiretimine enzim tiiriinii etkisini incelemek amaciyla, Novozym 435
(13.3 U), Lipozyme RM IM (1 U), PPL (11 U), Amano Lipaz AK (9.3 U), Candida
rugosa (12 U) ve Rhizopus arrhizus (10 U) lipazlar1 varliginda rasemik benzoin asetatin
hidroliz tepkimesi gerceklestirilmistir. Deneyler literatiirde bu tepkime i¢in optimum
baglangic pH’1 olarak verilen pH=6 degerinde ve 30°C sicaklikta (Demir et al. 1998)

gerceklestirilmis ve sonuglar 2 deneyin ortalamasi alinarak verilmistir.

510 mg rasemik benzoin asetat suda ¢6ziinmedigi i¢cin 3 ml DMSO’da ¢oziilmiistiir. Bu
karisimin 150 pl’si (20 mM) 5 ml pH=6 olan fosfat tamponu igeren tepkime kabina
ilave edilmis ve 50 mg enzim eklenerek tepkimeler baslatilmistir. Deneyler 30°C
sicakliktaki ve 200 rpm karistirma hizindaki orbital calkalayicida gergeklestirilmistir.
Tepkimeler belirli siirelerde kaba siizge¢ kagidindan siiziilerek sonlandirilmistir.
Stiziintii etil asetatla 1:1 (v/v) oraninda iki kez ekstrakte edilmistir. Ekstrakta bir miktar
MgSO, eklenmis ve karigim tekrar siiziilmiistiir. Elde edilen siiziintiiniin {izerinden hava
gecirilerek ¢oziicii faz uzaklastirilmistir. Coziicli faz1 uzaklagtirilmig tepkime kabina 2
ml kloroform ekleyip Uriin tamamen ¢ozlindiikten sonra filtreden silizerek viallere
doldurulmus ve Chiralcel OB kolonda analizlenmistir. Kullanilan biitlin enzimlerin (S)-
benzoin asetata karsi secici oldugu goriilmiistiir. Tepkime sonunda (S)-benzoin

olusmustur.

Zamanla alman Ornekler analizlenerek hesaplanan ee(P) ve E degerleri grafige
gecirilmis, Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°’de gosterilmistir. Yapilan analizler sonucu hemen
hemen her enzimle gerceklestirilen tepkimenin 4. saatte yaklasik % 50 donilisim
degerine ulastig1 goriilmiistiir (Ek 3). Dontistimiin % 50 degerinden daha yiiksek olmasi
durumunda enzim diger enantiyomere de etki etmeye baslayacagindan enantiyomerik

asirilik ve enantiyomerik oran azalacaktir.
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= Lipozyme RM IM
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Sekil 4.1 Enantiyose¢imli hidroliz tepkimesi ile optikce saf benzoin iiretiminde enzim
kaynaginin zamanla ee(P) iizerine etkisi (Enzim=50 mg, Substrat=5.1 g/L,
V=5 ml, Sicaklik=30 °C, Karistirma hizi=200 rpm, pH= 6)

6
=—&— Novozym 435
= Lipozyme RM IM
5 PPL
== Amano AK
== C.rugosa
4 1 | =—®—R.arrhizus

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5
zaman, h
Sekil 4.2 Enantiyosec¢imli hidroliz tepkimesi ile optik¢e saf benzoin liretiminde enzim

kaynaginin zamanla E {izerine etkisi (Enzim=50 mg, Substrat=5.1 g/L,
V=5 ml, Sicaklik=30 °C, Karistirma h1z1=200 rpm, pH= 6)
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Enantiyose¢imli hidroliz tepkimesine enzim kaynaginin etkisinin incelendigi deneylerde
yaklasik % 50 doniisiim icin ee(P) degerleri Novozym 435 ile % 5 , Lipozyme RM IM
ile % 5, PPL ile % 8, Amano AK ile % 26, Candida rugosa ile % 27 ve Rhizopus
arrhizus ile % 51 olarak hesaplanmistir. Yaklasik ayni dontisiim degerlerinde farkli
ee(P) degerleri elde edilmistir. Bu, enzim tiirliniin ee i¢in Onemli bir parametre

oldugunun gostergesidir.

Demir et al. (1998) enantiyomerik saflikta benzoin eldesi icin inceledikleri hidroliz
tepkimesinde Rhizopus tirii mikroorganizma kullanarak yiiksek ee degerine (% 70)
ulagmislardir. Rhizopus tiirii mikroorganizma lipaz kaynagi olarak diisiiniildiigiinde, bu
kaynakli lipazin daha iyi enantiyose¢imlilik vermesi beklenen bir durumdur. Yine
Demir et al. (2006) caligmalarinda enantiyomerik saflikta diger a-hidroksi ketonlarin
lipaz katalizli hidroliz tepkimesi ile kinetik rezolisyonunda Rhizopus arrhizus lipazi ile

% 75 ee degeri elde etmislerdir.

Enantiyomerik saflikta benzoin eldesi i¢in gergeklestirilen bu c¢alismada en iyi
enantiyomerik asirilik ve enantiyomerik oran degeri Rhizopus arrhizus ile sirasiyla %51
ve 5 olarak elde edilmistir (Sekil 4.3-4.4). Bundan sonraki deneylerde enzim olarak
Rhizopus arrhizus lipazi kullanilmistir. Sekil 4.4’ten de goriildiigii gibi enantiyomerik

oran degeri oldukea diisiiktiir.
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Sekil 4.3 Enantiyose¢imli hidroliz tepkimesi ile optikce saf benzoin iiretiminde ee(P)
tizerine enzim kaynaginin etkisi (Enzim=50 mg, Substrat=5.1 g/L, V=5 ml,
Sicaklik=30 °C, Karigtirma hizi=200 rpm, pH= 6)

E —
2]
1,54
14
0,5
P P P P
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Novozym  Lipozyme PPL Amano AK  C.rugosa R.arrhizus
435 RM IM

enzim tiri

Sekil 4.4 Enantiyose¢imli hidroliz tepkimesi ile optikce saf benzoin iiretiminde E
izerine enzim kaynaginin etkisi (Enzim=50 mg, Substrat=5.1 g/L, V=5 ml,
Sicaklik=30 °C, Karigtirma hizi=200 rpm, pH= 6)
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4.1.2 Tepkime siiresinin etkisi

Rhizopus arrhizus lipazi ile en 1yi ee(P) degerinin elde edilmesi sonucu tepkime siiresini
belirlemek amaciyla 48 saatlik deneyler yapilmistir. Deneyler, enzim kaynaginin

etkisinin incelendigi kosullarda gergeklestirilmistir.

Sekil 4.5’te goriildiigli gibi ee(P) degeri altinct saate kadar artmis, daha sonra azalmstir.
Dordiincii saatten sonra doniisiim degeri % 50°den daha yiiksek degerlere ¢iktig1 igin
enzim diger enantiyomere de etki etmeye baslamis, dolayisiyla enantiyomerik asirilik ve
enantiyomerik oran (Ek 4) degerleri azalmistir. Bu nedenle bundan sonraki deneylerde

tepkime siiresi 4 saat olarak belirlenmistir.

100 =

90+

0O %doénisim
80 B %ee(P)

70+

60

50

40

%doniigiim, %ee(P)

304

20

10+
Oféil—l—l—f‘f‘f‘f‘f‘f‘f‘f‘f‘f‘f‘f‘f!?

0 05 1 15 2 25 3 4 5 6 9 12 18 24 36 42 48

zaman, h

Sekil 4.5 Enantiyose¢imli hidroliz tepkimesi ile optikce saf benzoin iiretiminde ee(P)
iizerine tepkime siiresinin etkisi (Enzim=50 mg, Substrat=5.1 g/L, V=5 ml,
Sicaklik=30 °C, Karigtirma h1zi=200 rpm, pH= 6)

4.1.3 pH etkisi

Optikce saf benzoin tiretimine pH etkisini incelemek amaciyla pH 4 (sitrat-fosfat
tamponu), 5 (sitrat-fosfat tamponu), 5.7 (fosfat tamponu), 6 (fosfat tamponu), 6.3 (fosfat
tamponu), 6.5 (fosfat tamponu), 6.8 (fosfat tamponu), 7 (fosfat tamponu), 8 (fosfat
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tamponu) ve 9 (karbonat-bikarbonat tamponu) degerinde hazirlanmis ¢esitli tamponlar
ve enzim olarak Rhizopus arrhizus kaynakli lipaz kullanilmistir. Sonuglar, 2 deneyin

ortalamasi alinarak verilmistir.

Incelenen pH’ta hazirlanmis olan 5 ml tampon ¢ozeltisine, 3 ml DMSO’da ¢oziilmiis
510 mg rasemik benzoin asetat karigiminin 150 pl’si ilave edilmis (20 mM) ve 50 mg
(10 U) Rhizopus arrhizus lipazi eklenerek tepkimeler baslatilmistir. Deneyler 30°C
sicakliktaki ve 200 rpm karistirma hizindaki orbital calkalayicida gergeklestirilmistir.
Tepkimeler belirlenen siirelerde siiziilerek sonlandirilmigtir. Siiziintii etil asetatla
ekstrakte edilerek Ornekler HPLC analizine hazirlanmis ve Chiralcel OB kolonda

analizlenmigtir. Tepkime sonunda biitiin pH’larda (S)-benzoin olusmustur.

Sekil 4.6 ve Sekil 4.7°de, zamanla alinan 6rneklerin hesaplanan ee(P) ve E degerleri yer

almaktadir.
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Sekil 4.6 Enantiyose¢imli hidroliz tepkimesi ile optik¢e saf benzoin iiretiminde pH nin
zamanla ee(P) lizerine etkisi (Enzim=50 mg, Substrat=5.1 g/L, V=5ml,
Sicaklik=30 °C, Karistirma h1zi=200 rpm)
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Sekil 4.7 Enantiyosec¢imli hidroliz tepkimesi ile optik¢e saf benzoin liretiminde pH’nin
zamanla E iizerine etkisi (Enzim=50 mg, Substrat=5.1 g/L, V=5ml,
Sicaklik=30 °C, Karistirma h1zi=200 rpm)

Yiiksek pH degerlerinde (6.5-9) tepkime, ortalama 30 dk gibi kisa bir siirede % 50
dontistime ulasmistir (Ek 5). Siirenin daha fazla artmasiyla ee degerinde ¢ok fazla bir
degisim gozlenmemistir. Diisiik pH’larda (4-6.3) ise % 50 doniisiim degerine ortalama

olarak 1 saatte ulagilmistir.

Rhizopus arrhizus kaynakli lipazin kullanildigr hidroliz tepkimesine pH etkisinin
incelendigi deneylerde % 50 doniisiim degerinde pH=6’da % 51, pH=6.3’te % 47 ve
pH=6.5’te % 44 ee(P) degerleri hesaplanmistir (Sekil 4.8, Sekil 4.9). Enzim katalizli
hidroliz tepkimelerinde pH’in 6nemli bir parametre oldugu bu deneyler sonucu da
goriilmiis, diisik ve c¢ok yiiksek pH’larda enantiyomerik asirilik degeri oldukga

diismiistiir.

Demir et al. (2001b) a-asetoksi ketonlardan Rhizopus oryzae mikroorganizmasi
katalizorliigiinde gercgeklestirilen hidroliz tepkimesi ile a-hidroksi ketonlarin eldesini
inceledikleri calismada optimum tepkime ortam pH’1nin 6.0-6.5 oldugunu bulmuslardir.

Mikroorganizmanin kullanildig1 bu ¢alisma ile uyumlu sonuglar elde edilmistir.
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Sekil 4.8 Enantiyose¢imli hidroliz tepkimesi ile optikce saf benzoin iiretiminde ee(P)
tizerine pH nin etkisi (Enzim=50 mg, Substrat=5.1 g/L, V=5ml,
Sicaklik=30 °C, Karigtirma hizi=200 rpm)
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Sekil 4.9 Enantiyosecimli hidroliz tepkimesi ile optikg¢e saf benzoin tliretiminde E
tizerine pH nin etkisi (Enzim=50 mg, Substrat=5.1 g/L, V=5ml,
Sicaklik=30 °C, Karistirma h1zi=200 rpm)
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4.1.4 Sicaklik etkisi

Sicaklik etkisini incelemek amaciyla 4 farkli sicaklik degerinde (30, 37, 45, 50°C)
deneyler gergeklestirilmistir. Enzimler belli bir sicaklikta optimum aktivite gosterirler.
30°C’nin altinda tepkime vermeleri zorlasmaktadir. Deneylerde enzim olarak Rhizopus
arrhizus kaynakli lipaz kullanilmistir. Sonuglar 2 deneyin ortalamasidir. Tepkime

sonunda biitiin sicakliklarda (S)-benzoin olusmustur.

Tepkime sicakligt enzimatik tepkimeler iizerinde etkilidir. Yapilan deneylerde
sicakligin enantiyomerik asirilik degerini ve enantiyomerik orani etkiledigi goriilmiistiir.
Sicakligin artmasiyla beklenildigi gibi tepkime hizi artmis, kisa zamanda ee(P) ve E
degerlerinde artig gozlenmistir. Ancak doniisiim de % 50’nin iizerine ¢ikmistir. 3 saat
boyunca zamanla alinan Orneklerin doniisiim, ee(P) ve E degerleri Ek 6’da yer

almaktadir.

Sekil 4.10 ve Sekil 4.11°de, zamanla alinan 6rneklerin hesaplanan ee(P) ve E degerleri

goriilmektedir.
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Sekil 4.10 Enantiyosecimli hidroliz tepkimesi ile optik¢e saf benzoin iiretiminde

sicakligin zamanla ee(P) tlizerine etkisi (Enzim=50 mg, Substrat=5.1 g/L,

V=5ml, pH=6, Karistirma h1zi=200 rpm)
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Sekil 4.11 Enantiyosecimli hidroliz tepkimesi ile optik¢e saf benzoin iiretiminde
sicakligin zamanla E iizerine etkisi (Enzim=50 mg, Substrat=5.1 g/L,
V=5ml, pH=6, Karistirma h1z1=200 rpm)

37, 45 ve 50°C sicakliklarda, sicaklik artig1 tepkime hizini etkilemis ve 15 dk gibi kisa
bir siirede doniisim %50’nin ¢ok tlizerine ¢ikmustir. 30°C’de ise doniisim zamanla

artmis ve bununla beraber ee(P) degerinde de diizenli bir artis goriilmistiir.

Incelenen kaynaklarda lipaz katalizorliigiinde gerceklestirilen a-hidroksi keton
eldesinde sicaklik etkisine bakilmamig ancak genellikle oda sicakligi (Demir et al.

2006) ve 30°C’de (Demir et al. 1998, 2001b) ¢alisilmistir.

Sonuglardan da goriildiigii gibi enantiyomerik oran degeri hala ¢ok diisiiktiir (E=5). Bu
diisiik E degerlerine gore enantiyomerik saflikta madde iiretimi gerceklestirememistir.

Devam eden ¢aligmalarda bu degeri arttirmak hedeflenmistir.

4.1.5 Kanistirma hizinin etkisi

Rhizopus arrhizus kaynakli lipaz katalizorliigiinde gergeklestirilen hidroliz tepkimesi ile
optikge saf benzoin iiretimine karistirma hizinin etkisini incelemek amaciyla deneyler

150, 200 ve 250 rpm’de gergeklestirilmistir.
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Deneyler pH 6 olan fosfat tamponu iceren ortamda, 30°C sicakliktaki orbital
calkalayicida gergeklestirilmistir. Tepkime sonunda (S)-benzoin olusmustur. Sonuglar 2

deneyin ortalamasi alinarak verilmistir.
Karigtirma hizinin  etkisinin incelendigi deneylerde zamanla alinan &rneklerin

hesaplanan ee(P) ve E degerleri grafige gecirilmistir. Bu sonuclar Sekil 4.12 ve Sekil
4.13’te goriilmektedir.
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Sekil 4.12 Enantiyosecimli hidroliz tepkimesi ile optikce saf benzoin iiretiminde
karistirma hizinin zamanla ee(P) tizerine etkisi (Enzim=50 mg,
Substrat=5.1 g/L, V=5ml, pH=6, Sicaklik=30°C)
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Sekil 4.13 Enantiyosecimli hidroliz tepkimesi ile optik¢e saf benzoin iiretiminde
karigtirma hizinin zamanla E iizerine etkisi (Enzim=50 mg,
Substrat=5.1 g/L, V=5ml, pH=6, Sicaklik=30°C)

Sonuglardan goriildiigli gibi 250 rpm karistirma hizinda en yiiksek ee(P) degeri elde
edilmis ve doniisiim hizla artmistir (Ek 7). Tutuklanmis enzimlerle yapilan deneylerde
kiitle aktarim direnci yiiksek oldugu i¢in tepkimeler daha uzun siirede gergeklesir. Bu
calismada serbest enzim kullanilmasina ragmen, yiiksek karigtirma hizlarinda kiitle
aktarim direnci azaltildig1 i¢in kisa silirede yiiksek doniisiim ve ee(P) degerleri elde
edilmis olabilir. Yiiksek karistirma hizinin enzim konformasyonuna olumsuz etkisi

olabilirdi. Fakat burada bdyle bir etki goriilmemistir.

Sonuglar1 daha iyi gorebilmek i¢in yaklasik % 50 doniisiim degeri i¢in karistirma hizi
ee(P) ve E grafikleri cizilmis en iyi ee(P) (% 60) ve E (7,2) degerine 250 rpm’de
ulagilmistir (Sekil 4.14-4.15). Burada yine olduk¢a diisiik enantiyomerik oran degeri
elde edilmistir. 250 rpm’de caligirken karsilasilan zorluklar (tepkime kabinin firlamasi
gibi) nedeniyle bundan sonraki deneyler 200 rpm’de yapilmistir. Ancak, karistirma hizi
olarak 250 rpm degeri daha biiyiik 6l¢ekli tiretimlerde kullanilabilir.
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Sekil 4.14 Enantiyosecimli hidroliz tepkimesi ile optik¢e saf benzoin iiretiminde ee(P)
tizerine karistirma hizinin etkisi (Enzim=50 mg, Substrat=5.1 g/L, V=5ml,
pH=6, Sicaklik=30°C)
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Sekil 4.15 Enantiyosecimli hidroliz tepkimesi ile optikce saf benzoin iiretiminde E
tizerine karistirma hizinin etkisi (Enzim=50 mg, Substrat=5.1 g/L, V=5ml,
pH=6, Sicaklik=30°C)



4.1.6 Mikrodalganin etkisi

Mikrodalganin optik¢e saf benzoin iiretimine etkisini incelemek amaciyla ve enzim

olarak Rhizopus arrhizus kaynakl lipaz kullanilmistir.

Mikrodalga cihazinin 6zel reaktoriine 50 mg enzim koyulmus ve daha sonra 5 ml
hacmindeki, degisik pH’larda hazirlanmis fosfat tamponu dikkatli bir sekilde
eklenmigtir. 510 mg rasemik benzoin asetat 3 ml DMSQO’da ¢6ziilmiis ve bu karigimin
150 pl’si (20 mM) ilave edilmistir. Reaktoriin kapagi kapatilarak mikrodalga cihazina
yerlestirilmistir. Uygulanacak mikrodalga siiresi, sicaklik ve reaktor hacmi girilerek
deney baslatilmistir. Girilen siirenin sonunda reaktdriin kapagi agilmis, {iriin ile enzim
stiziilerek ayrilmigtir. Siizilintii etil asetatla 1:1 (v/v) oraninda iki kez ekstrakte edilmistir.
Ekstraktin i¢inde kalmig olan suyu tutmasi i¢in bir miktar MgSO4 eklenmis ve karigim
tekrar stizilmiistiir. Elde edilen siizlintiinlin iizerinden hava gegirilerek ¢oziicii faz
uzaklastirilmistir. Coziiciisii uzaklastirilan tiriin 2 ml kloroform icinde c¢oziildiikten
sonra filtreden siizillerek HPLC’de analizlenmistir. Analiz sonunda (S)-benzoin

olustugu gozlenmistir. Sonuglar 2 deneyin ortalamasi alinarak verilmistir.

Rhizopus arrhizus kaynakli lipazin kullanildigi hidroliz tepkimesine mikrodalganin
etkisi pH’1 6, 6.3, 6.5 ve 7 olan fosfat tampon ¢ozeltilerinde incelenmistir. Tepkimeler
60°C sicaklikta gergeklestirilmistir. Yapilan deneylerde 2 dk’lik mikrodalga uygulama
stiresinde tiim pH’larda yaklasik % 50 doniisiim degerine ulasildigi i¢cin daha uzun siire
mikrodalga uygulamasi diisiiniilmemistir (Ek 8). Burada yine pH 6-6.5 arasinda en iyi
ee degeri elde edilmis pH 7°’de ise ee degeri oldukca azalmistir. Elde edilen bu
sonuclarin, konvansiyonel 1sitmayla gerceklestirilen pH deneyleriyle (Bolim 4.1.3)
yaklagik olarak ayni oldugu goriilmiistiir. Mikrodalga etkisinde ozellikle tepkime
hizinin ¢ok fazla arttigi, enantiyosecimliligin ise ¢ok fazla degismedigi goriilmiistiir.
Benzer sekilde Parker et al. (1996) calismalarinda inceledikleri lipaz katalizli
transesterlesme tepkimesinin katalitik hizini, mikrodalga ile 1sitmanin konvansiyonel
1sitmaya gore 2-3 kat arttirdigin1 gérmiislerdir. Yine Lin and Yuan (1998) alkoliin lipaz
katalizli kinetik rezoliisyonunu inceledikleri ¢aligmalarinda mikrodalga etkisinin hizi

arttirdigii fakat ee degerini etkilemedigini bulmuslardir. Ayrica Yadav and Lathi
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(2004) alkoliin lipaz katalizli kinetik rezoliisyonunu inceledikleri ¢alismalarinda
mikrodalga ile 1sitmanin doniisiimii arttirdigin1 dolayisiyla tepkime hizini da arttirarak

tepkime siiresini kisalttigin1 gérmiislerdir.

Mikrodalga etkisinin incelendigi pH deneylerinde pH=6"da en yiiksek ee(P) (% 50) ve
E (4,8) degeri elde edilmistir (Sekil 4.16-4.17).

50 -
45-
40
35
30
%ee(P) 254
20

154

10

pH

Sekil 4.16 Enantiyosecimli hidroliz tepkimesi ile farkli pH’larda optikce saf benzoin
tiretiminde ee(P) iizerine mikrodalganin etkisi (Enzim=50 mg, V=5ml,
Substrat=5.1 g/L, T=60°C)
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Sekil 4.17 Enantiyosecimli hidroliz tepkimesi ile farkli pH’larda optik¢e saf benzoin
tiretiminde E iizerine mikrodalganin etkisi (Enzim=50 mg, V=5ml,
Substrat=5.1 g/L, T=60°C)

Ayrica, mikrodalganin farkli sicakliklarda enantiyosecimli hidroliz tepkimesine etkisini
gormek i¢in pH=6 olan tampon ¢ozeltide 60, 70, 80 ve 90°C sicakliklarda deneyler
yapilmis ve yine 2 dk’lik mikrodalga uygulama siiresinde % 50 doniigiime ulasilmis,
sicaklik arttikca doniisiim daha da artmustir (Ek 8). Mikrodalga ile 1sitma sonucu
tepkime hizinin artmasinin yam sira sicakligin artmasiyla da tepkime hizi artmis ve
dontisiim degeri ¢ok kisa bir siirede yiikselmistir. Bunun yaninda, enzim eklenmemis
tepkime ortamina mikrodalga uygulanmis ve diisiik doniisiimde de olsa (S)-benzoin
olusumu gozlenmistir. Bu da mikrodalganin katalizor gorevi gordiigiiniin  bir

gostergesidir.

Mikrodalga etkisinin incelendigi sicaklik deneylerinde en yiiksek ee(P) (% 50) ve E
(4,8) degeri 60°C’de elde edilmistir (Sekil 4.18-4.19).

&9



50-
45-
40-
354
304
Y%ee(P) 25
20+
154

104

0 ‘
enzimsiz60 60 70 80 90

sicaklik, C

Sekil 4.18 Enantiyosecimli hidroliz tepkimesi ile farkli sicakliklarda optikg¢e saf benzoin
tiretiminde ee(P) lizerine mikrodalganin etkisi (Enzim=50 mg, V=>5ml,
Substrat=5.1 g/L, pH=06)
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Sekil 4.19 Enantiyosecimli hidroliz tepkimesi ile farkli sicakliklarda optikce saf benzoin
iiretiminde E {izerine mikrodalganin etkisi (Enzim=50 mg, V=5ml,
Substrat=5.1 g/L, pH=06)
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4.1.7 Cevap yiizey yontemi ile optimizasyon

Rhizopus arrhizus kaynakli lipaz varliginda gerceklestirilen benzoin asetatin
enantiyose¢imli hidroliz tepkimesi ile optik¢e aktif benzoin iiretim kosullar1 6nceki
boliimlerde incelenmistir. En uygun kosullar1 belirlemek i¢in substrat derigimi, pH ve
enzim miktar1 bagimsiz parametreler olarak belirlenmistir. Bagimsiz parametre degisim
araliklart (substrat derisimi i¢in 25-75 mM, pH i¢in 4.3-8.3, enzim miktar1 i¢in 25-75
mg) ve sistemden alinacak cevap degiskeni (iirlin i¢in enantiyomerik asirilik, % ee(P))
belirlenerek bu degisim araliklarinda Design-Expert 6.0 programi yardimiyla, saptanan
araliklarda gerceklestirilen 20 adet deneyin gergek degerleri ile cevabin gergek degeri
Cizelge 4.1°de gortilmektedir.

Cizelge 4.1 Ug bagimsiz degisken i¢in deneysel matriks ve gdzlenen cevap degerleri

X1 ) ¢) X3 Cevap degiskeni
Deney Substrat derisimi, pH Enzim miktan, %ee(P)
no mM mg
1 25.00 4,3 25.00 41.0
2 75.00 4,3 25.00 63.0
3 25.00 83 25.00 33.0
4 75.00 8,3 25.00 31.0
5 25.00 4,3 75.00 53.0
6 75.00 4,3 75.00 68.0
7 25.00 8,3 75.00 52.0
8 75.00 8,3 75.00 45.0
9 7.96 6,3 50.00 65.0
10 92.04 6,3 50.00 59.0
11 50.00 2,94 50.00 36.0
12 50.00 9,66 50.00 10.0
13 50.00 6,3 7.96 43.0
14 50.00 6,3 92.04 47.0
15 50.00 6,3 50.00 47.0
16 50.00 6,3 50.00 46.0
17 50.00 6,3 50.00 51.0
18 50.00 6,3 50.00 42.0
19 50.00 6,3 50.00 42.0
20 50.00 6,3 50.00 48.0
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Deneyler gerceklestirilmis ve deney sonuclar1 degerlendirilerek, 3 bagimsiz degiskenin
enantiyomerik asiriliga etkisini incelemek amaciyla ikili etkilesim grafiklerinin 3

boyutlu gosterimi elde edilmistir.
4.1.7.1 Substrat derisimi ile pH’1n enantiyomerik asirihga etkisi

Substrat derisimi ile pH’1n enantiyomerik asiriliga etkisi i¢in, 30°C sicaklik, 200 rpm
karistirma hizinda ve 50 mg Rhizopus arrhizus lipaz1 varhiginda gergeklestirilen deney

sonuclarina gore Sekil 4.20 ¢izilmistir.

Substrat derisiminin artmasi ile ee(P) degerinin 48-55 arasinda ¢ok fazla degismedigi
goriilmektedir. Substrat derisiminin yiiksek oldugu durumlarda pH’in artmasi
enantiyomerik asiriligi azaltmaktadir. Yapilan daha onceki ¢alismalara benzer sekilde
pH’1n yaklasik 6 oldugu degerlerde en yiiksek ee(P) degeri elde edilmistir. Bu degerden

diisiik ve yliksek degerlerde ise enantiyomerik asirilik degeri diismiistiir.
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Sekil 4.20 Enantiyomerik asirilik degerinin substrat derisimi ve pH ile degisimi
(Enzim=50 mg, T=30°C, Karistirma h1zi=200 rpm, V=5 ml)
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4.1.7.2 Substrat derisimi ile enzim miktarinin enantiyomerik asirihga etkisi

Rasemik benzoin asetatin Rhizopus arrhizus kaynakli lipaz katalizorliiglinde
gerceklestirilen enantiyosecimli hidroliz tepkimesi ile optikce saf benzoin iiretimine
substrat derisimi ile enzim miktarinin etkisi i¢in 30°C sicaklik, 200 rpm karistirma

hizinda ve pH=6.3"te gerceklestirilen deneylerin sonuglar1 Sekil 4.21°de goriilmektedir.

Enzim miktarinin sabit oldugu durumda substrat derisiminin artmasi ee(P) degerini once
azaltmis daha sonra arttirmistir. Bunun yaninda, belli substrat derisiminde enzim
miktarinin artmas1 ee(P) degerini arttirmistir. Yiiksek enzim derisimi substratin
baglanmasi i¢in daha c¢ok aktif merkez saglayacagindan tepkime hizin1 ve ee(P) degerini

arttirmistir.

5.1 ]
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&

Sekil 4.21 Enantiyomerik asirilik degerinin substrat derisimi ve enzim miktar1 ile
degisimi (pH=6.3, T=30°C, Karistirma hi1z1i=200 rpm, V=5 ml)
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4.1.7.3 pH ile enzim miktarinin enantiyomerik asirihga etkisi

pH ile enzim miktarinin enantiyomerik asiriliga etkisi i¢in, 30°C sicaklik, 200 rpm
karistirma hizinda ve 50 mM substrat derisiminde gergeklestirilen deney sonuglarina

gore Sekil 4.22 ¢izilmistir.

Sekil 4.22 incelendiginde burada da benzer sekilde enzim miktarinin artmasi ee(P)
degerini arttirmistir. Yine pH ic¢in benzer sonuglar elde edilmis, pH 6 civarinda yiiksek

ee(P) degerleri bulunmustur.

0o 30

Sekil 4.22 Enantiyomerik asirilik degerinin pH ve enzim miktar1 ile degisimi
(Substrat=50 mM, T=30°C, Karistirma h1zi=200 rpm, V=5 ml)
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4.1.8 Bagimsiz degiskenler ile cevap degiskeni arasindaki baginti

Sistemden alinan ee(P) degerleri Design-Expert 6.0 programina cevap olarak girilmis ve
program tarafindan gergeklestirilen istatistiksel analizler sonucunda enantiyomerik

asirilik degerini en iyi tanimlayan modelin quadratik model olduguna karar verilmistir.

Enantiyomerik asirilik degeri (cevap degiskeni, Y) bagimsiz degiskenlere (X, X2, X3)

Esitlik 5.1°de verilen cevap fonksiyonu ile baglanmistir.

Y=45.84+1.31x,-7.89%x,+4.15x3+6.73%,2-7.06x,°+0.72x3-5. 75X 1X2- 15X | X34 2XX5 .... 4.1

Modelin katsayilar1 ve istatistiksel analizleri Cizelge 4.2°de verilmistir. Yine bu model

icin standart sapma degeri 5.68 ve R* degeri 0.9016 olarak hesaplanmistir.

Cizelge 4.2 Enantiyomerik saflikta benzoin iiretiminin optimizasyonunda kullanilan
modelin ANOVA (varyans analizleri) testi ve en kiiciik kareler yontemini
temel alarak Design-Expert programina hesaplatilan model katsayilar1 ve
istatistiksel hesaplamalar1

Model . Hesaplanan Serbest!lk Standart Fdegeri Prob>F
parametresi katsayi derecesi  sapma

Kayma 45.84 1 2.32 10.18 0.0006
X] 1.31 1 1.54 0.73 0.4134
X2 -7.89 1 1.54 26.35 0.0004
X3 4.15 1 1.54 7.31 0.0222
X, 6.73 1 1.50 20.23 0.0011
X -7.06 1 1.50 22.27 0.0008
X3° 0.72 1 1.50 0.23 0.6415
X1X2 -5.75 1 2.01 8.20 0.0168
X1X3 -1.50 1 2.01 0.56 0.4722
X2X3 2.00 1 2.01 0.99 0.3427

Design Expert 6.0 programina gore Prob>F degerinin <0.05 olmasi1 modelin
hassasligini, parametrenin model {izerine etkisinin 6nemli oldugunu gostermektedir.
Cizelge 4.2°de yer alan modeldeki bagimsiz degiskenler i¢in Prob>F degerlerine
bakildiginda pH’nin (x;) (hem birinci mertebeden hem de ikinci mertebeden etki ile) ve

substrat derisiminin karesinin (x,?) modele yani enantiyomerik asiriliga etkisinin gok
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fazla oldugu goriilmektedir. Ayrica, modele en az etkili olan parametrenin enzim

miktarinin karesi oldugu (x3°) goriilmektedir.

Esitlik 4.1 Design Expert 6.0 ile ¢oziilmiis, maksimum ee(P) degerini verecek kosullar
belirlenmis, buna gore substrat derisimi 75 mM, pH 4.65 ve enzim miktar1 75 mg olarak
bulunmustur. Bu kosullarda deneyler gerceklestirilmis ve yaklasik % 53 ee(P) degeri
elde edilmistir. Fakat ee(P) degeri hala istenilen oranda yiikseltilememistir. Bunun i¢in
calismanin bundan sonraki kisminda Rhizopus oryzae mikroorganizmasi ile hidroliz

tepkimesi incelenmistir.

4.2 Mikroorganizma ile Gergeklestirilen Deneyler

Lipaz katalizorliigiinde gerceklestirilen rasemik benzoin asetattan hidroliz tepkimesi ile
enantiyomerik saflikta benzoin iiretiminde, enantiyomerik asirilik degerinin fazla
yiikseltilememesinden dolayr bundan sonraki deneylerde enzim kaynagi olarak

Rhizopus oryzae (CBS 111718) mikroorganizmasi kullanilmistir.

4.2.1 Mikroorganizma ile gerceklestirilen deneylerde parcalama tiiriiniin etkisi

Enantiyomerik saflikta benzoin iiretiminin incelendigi bu ¢alismada, enzim kaynagi
olarak kullanilan kiiflerin tepkime ortaminda homojen bir sekilde bulunmasi ve hiicre
dis1 oldugu bilinen lipaz enziminin hiicre i¢indeki miktarinin da serbest kalabilmesi
diistincesiyle 20 kHz’lik ultrasonik homojenizer (Cole Parmer Ultrasonic Homogenizer,
750W, 20kHz, 13mm prob ¢ap1), 30 kHz’lik ultrasonik homojenizer (Hielscher
Ultrasound Technology UP100H, 100W, 30kHz) ve mekanik (Miccra D-9, 850W,
11.000-39.000 devir/dk) homojenizer kullanilmistir.

Rhizopus oryzae (CBS 111718) mikroorganizmasi, bilesimi Cizelge 4.2’de yer alan 50
ml s1v1 ortamda 30°C ve 150 rpm’de ¢ogaltilmis, ¢ogalan mikroorganizmalar 20 ve 30
kHz’lik ultrasonik homojenizerler ve mekanik homojenizer kullanilarak pargcalanmistir.
Daha sonra homojenize edilmis mikroorganizmali karisimdan ve kontrol deneyi igin

cogaltilmig mikroorganizmanin sivi kismindan 5’er ml alimip 7 ayr tepkime kabina
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koyulmustur. 510 mg rasemik benzoin asetat 3 ml DMSO’da ¢6ziilmiis ve bu karigimin
150 ul’si (20 mM) tepkime ortamina ilave edilerek tepkimeler baslatilmistir. Deneyler,
30°C  sicakliktaki ve 200 rpm karigtirma hizindaki orbital ¢alkalayicida
gerceklestirilmistir. 7 giinliik deney stiresince her giin sonlandirilan 6rnekler HPLC’de
analizlenmistir. Yapilan analizler sonucu her bir durumda deney siiresi boyunca (S)-

enantiyomerin olustugu gorilmiistiir.

Cogaltilan mikroorganizmanmn sivi  kisminin, 20 ve 30 kHz’lik ultrasonik
homojenizerler ve mekanik homojenizer kullanildiktan sonraki mikroorganizmali
karistmin 5 ml’sindeki lipaz aktivitelerine bakilmig ve her bir durumda aktivite
degerlerinin  esit oldugu (36.6 U) gorilmiistir. Sivis1 ile parcalanmis
mikroorganizmanin aktivitelerinin ayni olmasi, yapilan par¢alama islemlerinin enzim

aktivitesini olumsuz etkilemedigini gostermektedir.

7 giinliik tepkimeler sonucunda elde edilen ee(P) ve doniisiim degerleri sirastyla Sekil

4.23 ve Sekil 4.24°te goriilmektedir.

100
90 - == 20kHz
== 30kHz
80 A mekanik
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70
60
50
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Sekil 4.23 Rhizopus oryzae (CBS 111718) mikroorganizmasi varliginda gerceklestirilen
enantiyosecimli hidroliz tepkimesi ile optikce saf benzoin tiretiminde
parcalama tiiriiniin ee(P) tizerine etkisi (Substrat=5.1 g/L, pH:ayarsiz,
V=5ml, T=30°C)
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Sekil 4.24 Rhizopus oryzae (CBS 111718) mikroorganizmasi varliginda gergeklestirilen
enantiyose¢imli hidroliz tepkimesi ile optikce saf benzoin iiretiminde
parcalama tiiriniin donilistim tizerine etkisi (Substrat=5.1 g/L, pH:ayarsiz,
V=5ml, T=30°C)

Sekil 4.24’ten goriildiigii gibi 20 ve 30 kHz’lik ultrasonik homojenizerlerle ve ¢cogalan
mikroorganizmanin sivi kismiyla gerceklestirilen deneylerde (kontrol deneyi) % 100’e
yakin doniisim degeri bulunmustur. Sekil 4.23’te ise doniigiimiin artmasiyla
enantiyomerik asirilik degeri de artmaktadir. Kinetik rezoliisyonda doniisiim degerinin
% 50’nin lizerine ¢ikmasi durumunda enantiyomerik asirilik degerinin azalmasina
ragmen burada doniisiimiin yaklasik % 100’e ulastig1 ve ee(P) degerinin de diizenli
olarak arttig1 goriilmektedir. Dolayisiyla bu hidroliz tepkimesinde sadece kinetik
rezolisyon degil, bunun yaninda mikroorganizmada bulunan rasemaz enzimlerinin
katalizorliigiinde derasemizasyon tepkimesinin de gerceklestigi diisliniilmektedir.
Mekanik homojenizerle gerceklestirilen deneylerde ise ikinci giinden sonra doniisiim
azalmaya baslamistir. Bu tepkimenin analiz sonuglari incelendiginde (Ek 8) 17. dk’da
benzoin asetat, 20. dk’da (S)-benzoin, 24. dk’da (R)-benzoin piklerinin (Ek 2) yaninda
14. dk’da daha once goriilmeyen bir pik daha elde edilmistir. Bu durum mekanik
homojenizerle yapilmis olan tiim deneylerde goriilmektedir. Doniisiimdeki ve
ee(P)’deki azalmanin nedeninin biiyiik bir olasilikla (S)-benzoinden bir bagska maddenin

olusumu oldugu diistiniilmektedir.
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Sekil 4.24°te ses Otesi dalga uygulanmis tepkimelerin doniisiim degerlerindeki artisin
ses Otesi dalga uygulanmamis tepkimelerin doniisiim degerlerindeki artigtan farkli olusu
ses Otesi dalgalarin tepkime hizini arttirmasindan kaynaklanmaktadir. Literatiirde, enzim
veya mikroorganizma katalizorliigiinde enantiyosecimli maddelerin iiretimi lizerine ses
Otesi dalgalarin etkisinin incelendigi herhangi bir ¢alismaya rastlanmamustir. Genellikle
kimyasal katalizorlerin kullanildig1 enantiyosecimli tepkimeler iizerine ses Otesi dalga
etkisinin incelendigi calismalar bulunmaktadir. Torék et al. 1997 etil piruvatin etil
laktata  enantiyose¢cimli ~ hidrojenasyonunu  platin  katalizérler ~ varliginda
gergeklestirilmistir. Calismalarinda katalizore (Pt/K-10) 20 kHz’lik ultrasonik banyoda
Onislem uygulanmig, bunun sonucunda tepkime siiresinin kisaldigini ve enantiyomerik
asirihigin % 25°den % 44’e yiikseldigini gormiislerdir. Buradaki ses Otesi dalgalarin
etkisinin, destek maddesi olarak kilin (K-10) kullanildig1 katalizorde lameller arasi
bosluktan metal taneciklerinin yiizeye aktarilmasi ve metal ylizeyden safsizliklarin
giderilmesiyle daha etkin bir katalizor aktivitesinin saglandigi belirtilmektedir.
Toukoniitty et al. 2006 1-fenil-1,2-propandionun platin  katalizorliigiinde
enantiyose¢imli hidrojenasyon tepkimesinde katalizore 20 kHz’lik prob ile ses Otesi
dalga Onislemi uygulanmistir. Kullanilan ¢6ziicli tiiriine gore baglangic hizinin ve
enantiyomerik asiriligin az da olsa arttifi belirtilmektedir. Katalizorlerdeki metal
tanecik boyutlart TEM analizleriyle ol¢iilmiis ses dtesi dalga onislemi ile ¢ok fazla bir
degisiklik olmadigr goézlenmistir. Katalizor Onisleminin enantiyomerik asirilik ve
bolgesel se¢imliligi etkiledigi belirtilmektedir. Literatiirdeki bu sonuglara benzer sekilde
Sekil 4.24 incelendiginde kontrol deneyine gore ses Otesi dalga uygulamasiin

tepkimeyi hizlandirdig1 goriilmektedir.

Bu yiiksek lisans g¢alismasinda ise literatiirde rasemazlar hakkinda ¢ok fazla bilgi
olmadig1 i¢in rasemazlarin hiicrenin hangi boélgesinde oldugu hakkinda bir bilgi elde
edilememistir. Caligmada, ses Gtesi dalgalarin mikroorganizmadaki rasemazlar1 serbest
hale cikardigi ve homojen bir ortam sagladigi diistiniilmektedir. Bu etkilerden dolay1
enantiyomerik asirilik degeri kontrol deneyinde % 64 iken 20 kHz’lik ultrasonik
homojenizerin kullanildig1 deneylerde % 100 doniisiimle % 89 degerine ulasilmistir
(Sekil 4.25). 20 kHz’lik ultrasonik homojenizerle en yiiksek ee(P) degerine

ulagilmasimin yaninda 30 kHz’lik ultrasonik homojenizerle ee(P) degeri ayni oranda
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arttiritlamamis, buna neden olarak ses Otesi dalgalarin enzime ve hiicreye belli bir

seviyeden sonra zarar verdigi diisiiniilmiistiir.
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Sekil 4.25 Rhizopus oryzae (CBS 111718) mikroorganizmasi varliginda gergeklestirilen
enantiyose¢imli hidroliz tepkimesi ile optikce saf benzoin iiretiminde 7. giin
sonunda parcalama tiiriiniin ee(P) tizerine etkisi (Substrat=5.1 g/L, V=5ml,
pH:ayarsiz, T=30°C)

Demir et al. (2002) calismalarinda, bu yiiksek lisans ¢alismasindan farkli kaynakl
Rhizopus oryzae (ATCC 9363) mikroorganizmas1 varliginda derasemizasyon
tepkimesiyle enantiyomerik saflikta benzoinin eldesini incelemislerdir. pH 4-5te % 71
dontigiimle % 85 ee degerine sahip (S)-enantiyomer (15 giin), pH 7.5-8’te % 73-76
doniigiimle % 95-97 ee degerine sahip (R)-enantiyomer (21 giin) elde edilmistir.

4.2.2 Mikroorganizma ile gerceklestirilen deneylerde pH etkisi

Rasemik benzoin asetattan enantiyosec¢imli hidroliz tepkimesi ile optik¢e saf benzoin
iiretimine pH etkisini incelemek amaciyla pH’1 3, 3.5, 4, 5, 6, 7, 8 ve 9 degerinde
ayarlanmig, bilesimi Cizelge 4.2°de yer alan sivi ¢ogalma ortamlarinda {iretilmis
Rhizopus oryzae (CBS 111718) mikroorganizmasi kullanilarak deneyler yapilmuistir.

pH=8 ve pH=9’da mikroorganizmalar fazla ¢gogalmamistir. Parcalama tiiriiniin etkisinin
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incelendigi deneylerde 20 kHz’lik ultrasonik homojenizer ile en yiiksek ee(P) degerine
ulasilmis olmasina ragmen pH etkisini gormek icin 20 kHz’lik ultrasonik homojenizerin
yaninda 30 kHz’lik ultrasonik homojenizer kullanilarak da parcalama islemi
gerceklestirilmistir. Homojenize edilmis mikroorganizmali karisimdan 5 ml alinip 510
mg rasemik benzoin asetatin 3 ml DMSO’da ¢6ziilmesiyle hazirlanmig karigimin 150
ul’si (20 mM) tepkime ortamina ilave edilerek tepkimeler baslatilmistir. Deneyler 30°C
sicakliktaki ve 200 rpm karistirma hizindaki orbital calkalayicida gerceklestirilmistir. 7
giinlik deney siiresince her giin sonlandirilan o6rnekler Chiralcel OB kolonda
analizlenmistir. Tepkimeler sonunda biitiin pH’larda (S)-benzoin olusmustur. Sonuglar 2

deneyin ortalamasi alinarak verilmistir.

30 kHz’lik homojenizerin kullanildigi deneyler pH 4, 5, 6, 7, 8 ve 9 degerinde {iretilmis
Rhizopus oryzae (CBS 111718) mikroorganizmalarla gergeklestirilmistir. Sekil 4.26 ve
Sekil 4.27°de, 7 giinliik deney siiresince her giin alinan o6rneklerin analizi sonucu

hesaplanan ee(P) ve doniisiim degerleri yer almaktadir.

100

90

80

70

60 1

50
%ee(P)

40 |

30 |

20 |

10

zaman, giin

Sekil 4.26 Rhizopus oryzae (CBS 111718) mikroorganizmasi varliginda gerceklestirilen
enantiyose¢imli hidroliz tepkimesi ile optikce saf benzoin iiretiminde lireme
ortami pH’inin ee(P) lizerine etkisi (Substrat=5.1 g/L, V=5ml, T=30°C,
parcalama tlirii=30 kHz’lik ultrasonik homojenizer)
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Sekil 4.27 Rhizopus oryzae (CBS 111718) mikroorganizmasi varliginda gergeklestirilen
enantiyosecimli hidroliz tepkimesi ile optik¢e saf benzoin iiretiminde iireme
ortami pH’1nin doniisiim {izerine etkisi (Substrat=5.1 g/L, V=5ml, T=30°C,
parcalama tiirii=30 kHz’lik ultrasonik homojenizer)

Sekil 4.26°da goriildiigii gibi diisiik pH’larda (4, 5, 6) ee(P) degeri yiiksek ¢ikmistir. pH
4’te 5.glinde % 89 ee(P) degeri elde edilmistir.

pH deneyleri 20 kHz’lik homojenizer kullanilarak da yapilmistir. 30 kHz’lik
homojenizerin kullanildigi deneylerde diisiik pH’larda daha yiiksek enantiyomerik
asirilik elde edildigi i¢in 20 kHz’lik homojenizerin kullanildigi deneyler pH 3, 3.5, 4, 5
ve 6 degerinde iiretilmis Rhizopus oryzae (CBS 111718) mikroorganizmalarla
gerceklestirilmistir. 7 giinliik deney siiresince her giin alinan 6rneklerin analizi sonucu
hesaplanan ee(P) ve doniisiim degerleri sirasiyla Sekil 4.28 ve Sekil 4.29’da yer

almaktadir.
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Sekil 4.28 Rhizopus oryzae (CBS 111718) mikroorganizmasi varliginda gergeklestirilen
enantiyosecimli hidroliz tepkimesi ile optik¢e saf benzoin iiretiminde iireme
ortami pH’inin ee(P) ilizerine etkisi (Substrat=5.1 g/L, V=5ml, T=30°C,
parcalama tiirii=20 kHz’lik ultrasonik homojenizer)
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Sekil 4.29 Rhizopus oryzae (CBS 111718) mikroorganizmasi varliginda gergeklestirilen
enantiyosecimli hidroliz tepkimesi ile optik¢e saf benzoin iiretiminde {ireme
ortami pH’inin ee(P) ilizerine etkisi (Substrat=5.1 g/L, V=5ml, T=30°C,
pargalama tiirii=20 kHz’lik ultrasonik homojenizer)
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Sekil 4.28’de de gorildiigii gibi 20 kHz’lik ultrasonik homojenizerin kullanildigi
tepkimelerde de pH 4, 5 ve 6’da ee(P) degeri yiiksek ¢cikmistir. pH 6’da 6.glinde % 96
ee(P) degeri elde edilmistir.

Demir et al. (2002) calismalarinda bu c¢alismadan farkli kaynaklt Rhizopus oryzae
(ATCC 9363) mikroorganizmast  varliginda  derasemizasyon tepkimesiyle
enantiyomerik saflikta benzoinin eldesini incelemislerdir. Calismalarinda tepkime i¢in
optimum pH araligi 7.5-8.5 olarak bulmuslar ve tepkime siiresince (21 giin) (R)-
enantiyomerin arttig1 gormiislerdir. Ancak tepkime farkli pH degerlerinde (4-5)
gerceklestirildiginde (S)-enantiyomerin olustugunu gérmiislerdir. Bu ¢alismada denenen
tim pH’larda hep (S)-benzoin elde edilmistir. Bu farkliligin mikroorganizma tiiriiniin
farkli olmasindan ve en Onemlisi ses Otesi dalgalarin tepkime {iizerine etkisinden

kaynaklandig1 diistiniilmektedir.
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5. SONUCLAR

Optikce saf benzoin iiretimine enzim tiirlinlin etkisini incelemek amaciyla, Novozym
435, Lipozyme RM IM, PPL, Amano Lipaz AK, Candida rugosa ve Rhizopus arrhizus
lipazlar1 varliginda rasemik benzoin asetatin hidroliz tepkimesi gergeklestirilmistir.
Enantiyose¢imli hidroliz tepkimesine enzim kaynaginin etkisinin incelendigi deneylerde
yaklasik % 50 doniisiimde en iyi enantiyomerik asirilik ve enantiyomerik oran degeri

Rhizopus arrhizus ile % 51 ve 5 olarak elde edilmistir.

Rhizopus arrhizus lipazi ile en iyi ee(P) degerinin elde edilmesi sonucu tepkime siiresini
belirlemek amaciyla 48 saatlik deneyler yapilmistir. Dordiincii saatten sonra doniisiim
degeri % 50’den daha yiiksek degerlere ¢iktig1 icin enzim diger enantiyomere de etki
etmeye baslamis, dolayisiyla enantiyomerik asirilik azalmistir. Bu nedenle bundan

sonraki deneylerde tepkime siiresi 4 saat olarak belirlenmistir.

Optikge saf benzoin iiretimine pH etkisini incelemek amaciyla pH 4, 5, 5.7, 6, 6.3, 6.5,
6.8, 7, 8 ve 9 degerinde hazirlanmis ¢esitli tamponlar ve enzim olarak Rhizopus arrhizus
kaynakli lipaz kullanilmistir. Yiiksek pH degerlerinde (6.5-9) tepkime, ortalama 30 dk
gibi kisa bir siirede % 50 doniisiime ulasmistir. Siirenin daha fazla artmasiyla ee
degerinde ¢ok fazla bir degisim gozlenmemistir. Diisiikk pH’larda (4-6.3) ise % 50
doniisiim degerine ortalama olarak 1 saatte ulagilmistir. Rhizopus arrhizus kaynakl
lipazin kullanildig: hidroliz tepkimesine pH etkisinin incelendigi deneylerde yaklasik %
50 doniisiim degerinde pH=6’da % 51, pH=6.3’te % 47 ve pH=6.5’te % 44 ee(P)

degerleri hesaplanmistir.

Sicaklik etkisini incelemek amaciyla 4 farkli sicaklik degerinde (30, 37, 45, 50°C)
deneyler gergeklestirilmistir. 37, 45 ve 50°C sicakliklarda, sicaklik artigi tepkime hizini
etkilemis ve 15 dk gibi kisa bir slirede donilisim % 50°nin ¢ok {izerine g¢ikmustir.
30°C’de ise doniisiim zamanla artmis ve bununla beraber ee(P) degerinde de diizenli bir

art1s gorilmiistiir.
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Rhizopus arrhizus kaynakl lipaz katalizorliigiinde gerceklestirilen hidroliz tepkimesi ile
optikge saf benzoin iiretimine karistirma hizinin etkisini incelemek amaciyla deneyler
150, 200 ve 250 rpm’de gerceklestirilmistir. 250 rpm karistirma hizinda doniisiim daha
hizli artmis ve en yiiksek ee(P) (% 60) ve E (7,2) degeri elde edilistir. 250 rpm’de
calisirken karsilasilan zorluklar (tepkime kabinin firlamasi gibi) nedeniyle bundan

sonraki deneyler 200 rpm’de yapilmistir (ee(P)=% 51).

Rhizopus arrhizus kaynakli lipazin kullanildig1 hidroliz tepkimesine mikrodalganin
etkisi pH’1 6, 6.3, 6.5 ve 7 olan fosfat tampon ¢ozeltilerinde incelenmistir. Tepkimeler
60°C sicaklikta gerceklestirilmistir. Yapilan deneylerde 2 dk’lik mikrodalga uygulama
stiresinde tiim pH’larda yaklasik % 50 dontisiim degerine ulasildig: i¢in daha uzun siire
mikrodalga uygulamasi diigiiniilmemistir. Burada yine pH=6-6.5 arasinda en iyi ee
degeri elde edilmis pH 7°de ise ee degeri oldukc¢a azalmistir. Mikrodalga etkisinin
incelendigi pH deneylerinde pH 6’da en yiiksek ee(P) (% 50) ve E (4,8) degeri elde
edilmistir. Ayrica, mikrodalganin farkli sicakliklarda enantiyose¢imli hidroliz
tepkimesine etkisini gérmek i¢in pH=6 olan tampon ¢6zeltide 60, 70, 80 ve 90°C
sicakliklarda deneyler yapilmis ve yine 2 dk’lik mikrodalga uygulama siiresinde % 50
dontisiime ulasilmis, sicaklik arttikca doniisiim daha da artmistir. Mikrodalga etkisinin
incelendigi sicaklik deneylerinde en yiiksek ee(P) (% 50) ve E (4,8) degeri 60°C’de elde

edilmistir.

Rasemik benzoin asetattin lipaz katalizorliiglinde gerceklestirilen hidroliz tepkimesini
en cok etkileyen ii¢ parametre (substrat derisimi, pH ve enzim miktar1) icin RSM ile
belirlenen 20 adet deney yapilmis ve {i¢ bagimsiz degiskenin enantiyomerik asiriliga
etkisini gosteren denklem ¢oziilerek optimum kosullar belirlenmistir. Optimum kosul
olarak belirlenen 75 mM substrat derisimi, pH=4.65 ve 75 mg enzim ile deney yapilmis,

% 53 enantiyomerik asiriliga ulagilmigtir.

Lipaz katalizorliigiinde gerceklestirilen rasemik benzoin asetattan hidroliz tepkimesi ile
enantiyomerik saflikta benzoin iiretiminde, enantiyomerik asirilik degerinin fazla
yiikseltilememesinden dolayr bundan sonraki deneylerde enzim kaynagi olarak

Rhizopus oryzae (CBS 111718) mikroorganizmas: kullamlmistir. Ik olarak, enzim
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kaynag1 olan kiiflerin tepkime ortaminda homojen bir sekilde bulunmasi i¢in 20 ve 30
kHz’lik ultrasonik homojenizerler ve mekanik homojenizer kullanilmistir. 20 ve 30
kHz’lik ultrasonik homojenizerlerle ve c¢ogalan mikroorganizmanin sivi kismiyla
gerceklestirilen deneylerde % 100°e yakin doniisiim degeri bulunmustur. Mekanik
homojenizerle gergeklestirilen deneylerde ise ikinci giinden sonra doniisiim azalmaya
baslamistir. Bu tepkimeler sonucunda 20 kHz’lik ultrasonik homojenizerin kullanildig:
deneylerde ortalama % 100 doniisiimde % 89 ee(P) degerine ulasilmis ve kontrol

deneyine gore tepkime daha hizlanmistir.

Rasemik benzoin asetattan enantiyose¢imli hidroliz tepkimesi ile optik¢e saf benzoin
tiretimine pH etkisini incelemek amaciyla pH’1 3, 3.5, 4, 5, 6, 7, 8 ve 9 degerinde
ayarlanmig, sivi ¢ogalma ortaminda {iretilmis Rhizopus oryzae (CBS 111718)
mikroorganizmas1 kullanilarak deneyler yapilmistir. 30 kHz’lik homojenizerin
kullanildig1 deneyler pH 4, 5, 6, 7, 8 ve 9 degerinde {iretilmis Rhizopus oryzae (CBS
111718) mikroorganizmalarla gerceklestirilmis ve diisik pH’larda (4, 5, 6) ee(P)
degerinin yiiksek c¢iktig1 goriilmiistir. pH=4’te 5.giinde % 89 ee(P) degeri elde
edilmistir. 30 kHz’lik homojenizerin kullanildig1 deneylerde diisiik pH’larda daha
yuksek enantiyomerik asirilik elde edildigi i¢in 20 kHz’lik homojenizerin kullanildigi
deneyler pH 3, 3.5, 4, 5 ve 6 degerinde iretilmis Rhizopus oryzae (CBS 111718)
mikroorganizmalarla gergeklestirilmistir. 20 kHz’lik ultrasonik homojenizerin
kullanildig: tepkimelerde de pH 4, 5 ve 6’da ee(P) degeri yiiksek ¢ikmistir. pH=6’da
6.glinde % 96 ee(P) degeri elde edilmistir.
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Ek 1
Ek 2
Ek 3
Ek 4
Ek 5
Ek 6
Ek 7
Ek 8

Ek 9

EKLER

Kullanilan kimyasallarin baz1 6zellikleri

Substrat (ras-benzoin asetat) ve {iriinlerin ((S) ve (R) benzoin) kromatogramlari
Enzim tiirii etkisinin incelendigi deneylerde zamanla % doniisiim, %ee(P) ve
E’nin degisimi

Tepkime siiresinin incelendigi deneylerde zamanla % doniisiim, % ee(P) ve
E’nin degisimi

pH etkisinin incelendigi deneylerde zamanla % doniisiim, % ee(P) ve E’nin
degisimi

Sicaklik etkisinin incelendigi deneylerde zamanla % déniisiim, % ee(P) ve E’nin
degisimi

Karistirma hiz1 etkisinin incelendigi deneylerde zamanla % doniisiim, % ee(P)
ve E’nin degisimi

Mikrodalga etkisinin incelendigi deneylerde zamanla % doniisiim, % ee(P) ve
E’nin degisimi

Mekanik homojenizerle gergeklestirilen deneylerden 6rnek bir kromatogram
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Ek 1 Kullanilan kimyasallarin baz1 6zellikleri

s Kapali Erime  Kaynama Molekiil  Yogunluk,
Formiil Sic., °C Sic., °C Agirhgi,g/mol g/ml

Asetik anhidrit C4HeO3 -73.1 139.9 102.09 1.08
Asetik asit C,H40, 16.6 117.9 60.05 1.0492
Stilfurk asit H,SO4 3 280 98.07 1.84
Hidroklorik asit HCl -114.24 -85.06 36.46 0.909
Etanol C,HeO -114.1 78.3 46.07 0.789
Dimetil siilfoksit C,HcOS 18.45 189 78.13 1.096
Etilasetat C4H;50, -83.6 77.1 88.106 0.8945
Hegzan CgHi4 -95 69 86.18 0.6548
2-propanol C;HgO -88.5 82.4 60.10 0.785
Aseton Cs;HeO -94.3 56.2 58.08 0.7857
Kloroform CHCl -63.7 61.7 119.38 1.49845
Sodyum fosfat Na,HPO,.7H,O 48.1 - 268.07 1.68
heptahidrat

Sodyum dihidrojen ~ NaH,P0,.2H,0 60 - 156.01 1.915
fosfat dihidrat

Magnezyum siilfat MgS04.7H,O - - 246.48 1.68
heptahidrat

Tris NH,C(CH30);  167-172 219-220 121.14 -
Tribiitirin Ci5H2606 =75 305-310 302.37 1.032
Fenolftaleyn Ca0H 1404 263-265 258 318.33 1.299
Sodyum hidroksit NaOH 318 1390 39.99 2.13
Glukoz CsH 1206 150-152 - 180.16 1.54
Sodyum kloriir NaCl 801 1413 58.44 2.165

(http://www.sigmaaldrich.com, 2007, http://chemfinder.cambridgesoft.com, 2007)
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Ek 2 Substrat (ras-benzoin asetat) ve tliriinlerin ((S) ve (R) benzoin) kromatogramlari

1. Rasemik Benzoin
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Ek 3 Enzim tiirii etkisinin incelendigi deneylerde zamanla % doniisiim, % ee(P) ve
E’nin degisimi

zaman,h Novozym 435 Lipozyme PPL Amano AK C.rugosa R.arrhizus
RM IM
%ee(P)
0 0 0 0 0 0 0
1 0,5 5 5 4 22 14
2 2 6 8 6 21 35
3 5 11 8 26 22 41
4 5 7 9 20 27 51
%doniisiim
0 0 0 0 0 0 0
1 15 60 38 49 32 33
2 44 68 89 52 34 38
3 51 68 92 49 38 47
4 64 69 92 52 40 59
E
0 0 0 0 0 0 0
1 1,01 1,16 1,16 1,12 1,90 1,50
2 1,06 1,19 1,26 1,19 1,85 2,86
3 1,16 1,38 1,26 2,15 1,90 3,49
4 1,16 1,22 1,30 1,79 2,22 5,00
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Ek 4 Tepkime siiresinin incelendigi deneylerde zamanla % doniisiim, % ee(P) ve E’nin
degisimi

| th %doniisim %ee(P) E |

0 20 19 1,74
0,5 22 26 2,15
1 33 28 2,29
1,5 32 33 2,68
2 38 35 2,86
2,5 58 41 3,49
3 57 51 5,00
4 59 51 5,00

5 65 57 6,35
6 77 62 7,88
9 91 61 7,54
12 91 61 7,54
18 92 58 6,62
24 93 59 6,91
36 94 48 4,47
42 93 41 3,49
48 98 8 1,26
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Ek 5 pH etkisinin incelendigi deneylerde zamanla % doniisiim, % ee(P) ve E’nin

degisimi

zaman,h pH=4

pH=5 pH=5,7 pH=6 pH=6,3 pH=6,5 pH=6,8

pH=7 pH=8 pH=9

| % ee(P) |
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0,5 8 14 16 18 47 26 41 26 18 1
1 12 19 23 28 47 25 47 29 22 3
1,5 11 20 26 30 49 31 47 33 20 3
2 12 27 28 32 49 34 47 35 17 2
3 10 28 36 39 46 40 44 34 12 3
4 4 35 38 51 49 44 47 32 12 3
| % doniisiim |
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0,5 31 40 48 30 42 44 60 50 75 76
1 36 58 51 33 56 47 65 65 78 84
1,5 45 59 55 37 62 50 68 64 80 85
2 48 59 60 38 73 52 62 65 82 91
3 56 64 64 47 85 50 61 75 86 90
4 66 67 66 59 86 53 68 78 87 92
E
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0,5 1,26 1,50 1,59 1,69 431 2,15 349 2,15 1,69 1,03
1 142 1,74 1,96 2,29 4,31 2,09 431 2,36 1,90 1,09
1,5 1,38 1,79 2,15 2,44 4,64 2,52 431 268 1,79 1,09
2 142 2,22 2,29 2,60 4,64 2,77 431 2,86 1,64 1,06
3 1,34 2,29 295 3,26 4,16 3,38 388 2,77 142 1,09
4 1,12 2,86 3,16 5,00 4,64 3,88 431 260 1,42 1,09
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Ek 6 Sicaklik etkisinin incelendigi deneylerde zamanla % doniisiim, % ee(P) ve E’nin
degisimi

zaman,h  30°C_ 37°C  45°C  50°C
| Yoee(P) |
0 0 0 0 0
0,25 - - 42 42
0,5 26 39 47 51
1 28 43 49 68
1,5 33 46 47 66
2 35 46 46 61
2,5 41 45 47 63
3 51 45 48 64
| %doniigiim
0 0 0 0 0
0,25 - - 68 55
0,5 29 72 75 61
1 33 80 81 70
1,5 37 82 82 80
2 38 85 84 78
2,5 47 85 85 78
3 59 86 85 79
| E
0 0 0 0 0
0,25 - - 361 36l
05 215 326 431 500
1 229 3,74 464 1051
1,5 268 416 431 9,51
2 286 4,16 416 7,54
2,5 349 401 431 825
3500 401 447 8,64
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Ek 7 Karistirma hizi etkisinin incelendigi deneylerde zamanla % doniisiim, % ee(P) ve
E’nin degisimi

zaman,h 150 rpm 200 rpm 250 rpm

| Yoee(P) |
0 0 0 0
0,5 43 47 63
1 47 48 66
1,5 47 49 69
2 48 50 59
3 49 51 55

%doniisiim |
0 0 0 0
0,5 54 29 67
1 74 33 69
1,5 75 37 74
2 76 38 77
3 83 47 82

E |
0 0 0 0
0,5 3,74 4,31 8,25
1 4,31 4,47 9,51
1,5 4,31 4,64 11,07
2 4,47 4,82 6,91
3 4,64 5,00 5,85
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Ek 8 Mikrodalga etkisinin incelendigi deneylerde zamanla % doniisiim, % ee(P) ve

E’nin degisimi

1.
Sicaklik, °C % doniisiim % ee(P) E
enzimsiz,60 43 19 1,7
60 45 50 4,8
70 63 48 4,5
80 65 50 4,8
90 72 49 4,6
2.
pH % doniisiim % ee(P) E
6 45 50 4,8
6,3 48 45 4,0
6,5 47 49 4,6
7 54 15 1,5
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Ek 9 Mekanik homojenizerle gerceklestirilen deneylerden 6rnek bir kromatogram

m.
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