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OZET

MANYETIK Fe;04 NANOPARTIKULLERINE Candida rugosa LIPAZ ENZIMININ
IMMOBILIZASYONU ve RASEMIK ORGANIK ASIT ESTERLERININ
ENANTIYOSECIMLI HIDROLIZI

DOKTORA TEZI

RESIT CAKMAK

DICLE UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
KIMYA ANABILIM DALI

2015

Enantiyomerlerin farkli biyolojik aktivite gostermelerinden dolay1, farkl
yontemler kullanilarak enantiyomerik¢e saf bilesiklerin elde edilmesi, basta ilag
endiistrisi olmak iizere zirai kimyasallar, gida ve parfiim endiistrisi i¢cin oldukca
onemlidir. Lipaz enzimleri, rasemik bilesiklerin  rezoliisyonunda yiliksek
enantiyosegicilik saglamalari, kofaktore ihtiyagc duymamalari, genis substrat spesifikligi
ve kiral tanima yetenegine sahip olmalar1 nedeniyle yaygin olarak kullanilmaktadir. Saf
enzim fiyatlarinin pahali olusu, enzim saflastirma islemlerinin uzun zaman almasi ve
maliyet gerektiren bir islem olmasi nedeniyle caligmalarda, serbest enzim yerine
immobilize enzimler kullanilmaktadir. Glinlimiizde, reaksiyon verimi yliksek ve diisiik
maliyetli ¢aligmalar yaparak saf ila¢ etken maddelerinin iiretimine yonelik
arastirmalarin devam ettigi bilinmektedir. Bu yiizden, bu aragtirmalara katki sunmak
amaciyla bu calisma doktora tezi olarak hazirlandi.

Bu calisma ii¢ boliimden olusmaktadir. Birinci boliimde, manyetik Fe;O4
nanopartikiilleri hazirlandi. Hazirlanan nanopartikiillere, enzimi immobilize etmek i¢in
iki farkli organik uzatma kolu takildi. Birinci organik uzatma kolu i¢in (3-aminopropil)
trietoksisilan ve glutaraldehit kullamldi. Ikinci organik uzatma kolu igin rasemik
epiklorhidrin kullanildi. Hazirlanan manyetik nanopartikiil ve organik uzatma kollaria
sahip manyetik nanopartikiillerin yapilarinin aydinlatilmasi icin SEM, XRD, TGA ve
FT-IR kullanildi. Ikinci bdliimde, organik uzatma kollarma sahip partikiillere kovalent
baglanma metoduna gore CRL immobilize edildi. Ardindan; serbest ve immobilize
enzimlerin: enzimatik aktiviteleri, optimum pH’lari, optimum sicakliklari, termal
kararliliklar1 ve depolama kararliliklar: belirlendi. Ayrica, immobilize enzimlerin tekrar
kullanilabilirlikleri de belirlendi. Ugl'incii bolimde, immobilize enzimler kullanilarak,
rasemik biitil Mandelat esteri, rasemik Ibuprofen metil esteri ve rasemik Naproksen
metil esterinin enantiyoselektif hidroliz ¢alismalar1 yapildi. Hidroliz tepkimesi sonucu
verim hesabi yapilarak, calismanin basarist degerlendirildi.

Anahtar Kelimeler: Nanopartikiiller, Candida rugosa lipaz, enantiyoselektif hidroliz
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ABSTRACT

IMMOBILIZATION OF LIPASE FROM Candida rugosa ON MAGNETIC Fe;0,
NANOPARTICLES AND ENANTIOSELECTIVITE HYDROLY SIS OF THE
RACEMIC ORGANIC ACID ESTERS

PhD THESIS

RESIT CAKMAK

DEPARTMENT OF CHEMISTRY
INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
UNIVERSITY OF DICLE

2015

Since enantiomers show different biological activities, obtaining enantiomerically pure
compounds using different methods is extremely important for especially pharmaceutical
industry, agricultural chemicals, food and perfume industry. Lipase enzymes are widely used
due to the fact that they provide high enantiyoselectivity for resolution of the racemic
compounds, and they have wide substrate specificity and ability to recognize chirality, while do
not need co-factor. Because of the fact that pure enzymes are expensive and that enzyme
purification process takes a long time and that it is a process requiring high cost, immobilized
enzymes are used instead of free enzymes. It is known that researches regarding with production
of pure drug active compounds still continue carrying out reaction yielding high and
economically low cost studies. Therefore, this study has been prepared as PhD dissertation so as
to provide contribution to the issue.

This study consists of three parts. In the first part; magnetic Fe;0, nanoparticles were
prepared. These nanoparticles were attached the two different spacer arms to immobilize
enzyme. For the first spacer arm, 3-Aminopropyl triethoxysilane and Glutaraldehyde were used.
For the second spacer arm, racemic Epichlorohydrin was used. In order to characterize the
magnetic nanoparticles structures having prepared nanoparticles and organic spacer arms, SEM,
XRD, TGA and FT-IR were used. In the second part, CRL was immobilized to the particles
possessing organic spacer arms in accordance with covalent connection method. Afterwards,
enzymatic activities, optimum pHs, optimum temperatures, thermal stabilizations and storage
stability of free and immobilized enzymes were determined. Furthermore, reusability of the
immobilized enzymes was determined. In the third part, using immobilized enzymes,
enantioselective hydrolysis studies of racemic butyl Mandelate ester, racemic Ibuprofen methyl
ester and Naproxen methyl ester were carrried out. The success of the study was evaluated by
carrying out the yield calculation in the end of hydrolysis reaction.

Keywords: Nanoparticles, Candida rugosa lipase, enantioselective hydrolysis
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1. GIRIS

Gliniimiizde farkli yontemler kullanilarak, yiliksek enantiyomerik saflikta
bilesiklerin elde edilmesi, basta ila¢ endiistrisi olmak tizere, insektisit, herbisit ve
fungisit gibi zirai kimyasallar ile gida ve parfiim endiistrisi i¢in oldukc¢a Snemlidir.
Yiiksek enantiyomerik saflikta bilesiklere olan ilginin artmasinin en Onemli nedeni,
enantiyomerlerin farkli biyolojik aktivite gostermeleridir. Enantiyomerlerin farkli
biyolojik aktivite gdstermelerinden dolayi, ilaglarda sadece bir enantiyomer istenen
aktiviteyi saglar ve bu nedenle bu enantiyomer farmakolojik a¢idan onemlidir. Diger
enantiyomer ise biyolojik aktivite gostermez ve safsizlik olarak nitelendirilir. Ayni
zamanda bu enantiyomer yan ve toksik etki gosterebilir ya da diger enantiyomerin
etkisini azaltacak yonde etki gosterebilir. Bu gibi nedenlerden dolayi, enantiyomerlerin
saflastirilmasi 6zellikle ilag endiistrisi i¢in biiyiik dneme sahiptir. Ila¢ etken maddesinde
istenmeyen enantiyomerin % 0.1 seviyesine diisliriilmesi istenir. Ciinkii ila¢ olarak
kullanilabilecek aktif enantiyomeri saflagtirmak, diger enantiyomerin hastada

olusturdugu olumsuz etkileri engellemek agisindan biiyiik 6nem tasir (Williams ve ark.

1998, Kordikowski ve ark. 1999, Maier ve ark. 2001, Ong ve ark. 2006).

Son yillarda, kimyasal yontemler yerine biyoteknolojik proseslerle
enantiyomerik saflikta bilesiklerin {retilmesine yonelik ¢aligmalar yapilmaktadir.
Enantiyomerik saflikta bilesiklerin iiretilmesinde immobilize enzimler kullanilmaktadir.
Enantiyomerik saflikta bilesiklerin daha kolay ve ekonomik iiretimi i¢in enzimatik
rezoliisyon yontemlerinin gelistirilmesine yonelik calismalar devam etmektedir. Bu
caligmalar hala arastirma-gelistirme asamasindadir. Bu durum bizi bu calismayi
yapmaya iten en onemli etkendir (Benjamin ve Padney 1998, Faber 2000, Taka¢ ve
Bakkal 2007). Immobilize enzimler kullanilarak yapilan rezoliisyon galismalarmin,
klasik ayirma yontemlerine (kapilar elektroforez yontemi, kromatografik yontemler,
kristalizasyon yontemi ve ekstraksiyon yontemi vb.) gore daha avantajli ve basarili
sonuglar verdigi bilinmektedir (Benjamin ve Padney 1998, Faber 2000, Mutlu 2006,
Yilmaz 2010). Bu bilgiler 1s18inda bu c¢alismada immobilize enzimler (lipaz)
kullanilarak rasemik Ibuprofen metil esterinin, rasemik Naproksen metil esterinin ve
rasemik Biitil Mandelat’in enantiyoselektif hidroliz calismalar1 gergeklestirildi. Bu

bilesikler tipta ve ilag sanayinde uzun yillardan beri yaygin bir kullanim alan1 bulan ve
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(R) ve (S) enantiyomerlerinin farkli farmakolojik 6zellik gostermeleri nedeniyle 6nemli
ilag etken maddeleri olmalar1 sebebiyle bu calismada enzimatik hidroliz c¢aligmalar
yapilmistir. Bu bilesiklerin rasemik karigimlarinin enantiyomerlerine ayrilmas ile ilgili
olarak yapilan literatiir arastirmasinda, Ozellikle immobilize lipazlar kullanilarak
rasemik Biitil Mandelat’in veya rasemik Mandelik asit esterlerinin enantiyomerlerine
ayrilmasina yonelik son yillarda yayinlanmis birkac calismaya rastlanildi (Fernandez-
Lorente ve ark. 2001, Palomo ve ark. 2002). Literatiirde; immobilize enzimler
kullanilarak rasemik Ibuprofen metil esterinin enantiyomerlerine ayrilmasina yonelik ise
son yillarda ¢ok az sayida ¢aligma yayinlanmistir. Bu ¢alismalarda ya serbest enzim ya
da immobilize enzimler kullanilarak rasemik ibuprofen ya hidroliz tepkimesi ya da
esterlesme tepkimesi iizerinden enantiyomerlerine ayrilmistir. Rasemik Ibuprofen’in
enantiyomerlerine ayrilmasma yonelik olarak sadece birka¢ calismada manyetik
nanopartikiiller kullanilmigtir (Goto ve ark. 1996, Yu ve ark. 2004, Marszalt ve
Siodmiak 2012, Habibi ve ark. 2013, Sidédmiak ve ark. 2013, Yousefi ve ark. 2014).
Rasemik Naproksen’in enzimatik hidroliz veya esterlesme tepkimesi {izerinden
enantiyomerlerine ayrilmasina yonelik ise c¢ok sayida calisma bulunmaktadir ve
caligmalarin bazilarinda manyetik nanopartikiiller kullanilmigtir (Lee ve ark. 2001,
Cernia ve ark. 2002, Taka¢ ve Bakkal 2007, Sahin ve ark. 2009, Yilmaz ve ark. 2011,
Uyanik ve ark. 2011).

Bu caligsma, enantiyomerik saflikta (5)-(+)-Ibuprofen, (S)-(+)-Naproksen ve (R)-
(-)-Mandelik asit tiretiminde, tasiyict destek materyali olarak modifiye manyetik Fe;O4
nanopartikiilleri kullanilarak hazirlanan immobilize lipazlarin (CRL) kullanilabilirligini
ortaya koymaya yonelik model bir ¢alismadir. Candida rugosa lipaz (CRL) daha 6nce
ya serbest halde ya da farkli destek materyallerine immobilize edilerek 6zellikle rasemik
Naproksen ve rasemik Ibuprofen’in enantiyomerlerine ayrilmasi galigmalarinda
kullanilmigtir. Bu ¢alismay1 daha onceki ¢alismalardan ayiran en énemli 6zellik ise bu
iic dnemli bilesigin enantiyomerlerine ayrilmasi islemlerinde kullanilan Glutaraldehit ve
Epoksit grubu ile modifiye edilen manyetik nanopartikiiller ilk defa bizim tarafimizdan
hazirlandi ve bu c¢alismada kullanildi. Literatiirde, hazirladigimiz bu immobilize
enzimlerin, bu esterlerin hidroliz islemlerinde kullanildigina ait herhangi yaymlanmis

bir arastirmaya rastlanilmadi.
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Bu c¢alisma kapsaminda, Oncelikle manyetik Ozellik gosteren Fe;O4
nanopartikiilleri hazirlandi. Hazirlanan bu partikiillere enzimi immobilize etmek i¢in iki
farkli organik uzatma kolu takildi. Aktiflestirilen partikiillere, CRL enzimi kovalent
baglanma yontemine gore immobilize edildi. Ardindan; serbest ve immobilize
enzimlerin: enzimatik aktiviteleri, optimum pH’lari, optimum sicakliklari, termal
kararliliklar1 ve depolama kararliliklari belirlendi. Ayrica, immobilize enzimlerin tekrar
kullanilabilirlikleri de belirlendi. Son olarak, immobilize enzimler kullanilarak rasemik
Ibuprofen metil esterinin, rasemik Naproksen metil esterinin ve rasemik Biitil

Mandelat’in enantiyoselektif hidroliz ¢alismalar1 gergeklestirildi.

Enzim immobilizasyonunda tasiyici destek materyali olarak ¢ok farkli maddeler
kullanilmaktadir. Bu caligsmada, sahip olduklar1 kimyasal, fiziksel, termal ve mekanik
ozelliklerinden dolay1 ve ayrica islemlere getirdikleri kolayliklar ve kazandirdiklari
iistlin nitelikler nedeniyle basta yasam bilimleri ve biyomedikal uygulamalarda
kullanim1 hizla yayginlasan manyetik Fe;O4 nanopartikiilleri kullanildi (Tartaj ve ark.

2003, Scherer ve Figueiredo 2005).

Immobilizasyon isleminde CRL enzimi kullanildi. CRL enzimi, stereosegicilige
sahip olmasi nedeniyle, birbiriyle karigsmayan sistemlerde cesitli rasemik organik asit
esterlerinin hidroliz caligmalarinda kullanilmaktadir. CRL’nin (S)-sterospesifikligi
sayesinde, sterospesifik hidrolizlerde ve maksimum optik saflikta saf enantiyomerlerin
sentezinde bu enzim oldukga ilgi gormektedir (Yu ve ark. 2004, Bakkal 2006, Takac ve
Bakkal 2007, Yilmaz 2010, Habibi ve ark. 2013).

Bu doktara tez caligsmasi, Tiibitak 1002-Hizli Destek Programi cergevesinde
11372773 No’lu “‘Siiper paramanyetik Fe;O4 nanopartikiillerine Candida rugosa lipaz
enziminin immobilizasyonu ve rasemik ibuprofen metil esterinin enantiyoselektif
hidrolizi’> ve Dicle Universitesi Rektorliigii Bilimsel Arastirma Projeleri birimi
tarafindan 14-ZEF-16 No’lu ve ‘‘Fe;O4 nanopartikiillerine Candida rugosa lipaz
enziminin immobilizasyonu ve rasemik mandelik asit metil esterinin enantiyoselektif

hidrolizi * konulu projeler ile desteklendi.
Bu ¢aligma, Dicle Universitesi Ziya Gokalp Egitim Fakiiltesi Kimya Egitimi
Anabilim Dali 6gretim lyelerinden Prof. Dr. Giray TOPAL yonetiminde yapilarak

Dicle Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii’ne Doktora Tezi olarak sunulmustur.
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1.1. Kiralite, Kiral Bilesikler ve Kiralitenin Biyolojik A¢idan Onemi

1.1.1. Stereokimyasal Terimler ve Kavramlar

Dogada ozellikle de canli organizmalarda meydana gelen kimyasal olaylar
molekiiller arasi ii¢ boyutlu iliskilerden etkilenir. Atomlarin ve molekiillerin uzaysal (ii¢
boyutlu) diizenlenmeleri ile ilgili ¢aligmalar Stereokimya olarak adlandirilir. Ayni
molekiil formiiline sahip farkli atom dizilislerine sahip bilesiklere izomer
denilmektedir. Izomerler yap1 izomeri ve stereoizomer olmak iizere ikiye ayrilmaktadir

(Sekil 1.1).

Izomerler

Yap1 izomerleri Stereoizomerler

Enantiyomerler Diastereomerler

Sekil 1.1. izomerlerin siniflandiriimasi

Yap1 izomerlerinde, atomlarin baglanma yeri ve sirast farklidir. Dolasiyla,
fiziksel ve kimyasal oOzellikleri de farklidir. Halbuki stereoizomerlerde atomlarin
baglanma yeri ve sirasi aynidir. Stereoizomer terimi, ayni yapiya sahip, ancak atomlarin
uzaydaki diizenlenmeleri farkli molekiilleri ifade eder. Atomlarinin uzaydaki
yonlenmeleri bakimindan stereoizomerler birbirinden farklidir. Stereoizomerler,

enantiyomer ve diastereomerler olmak iizere ikiye ayrilmaktadir (Sekil 1.1).
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Stereoizomerlere 6rnek olarak verilen asagidaki bilesikler birbirinin yap1 izomeri
olmayip birbirinin stereoizomeridir (Sekil 1.2.). Alkenlerin cis ve trans izomerleri de
stereoizomerlerdir. ~ Latince cis "ayn1  tarafta", trans "diger  tarafta"  anlamina

gelir. [UPAC'a gore "geometrik izomer" ifadesi daha dogrudur (Solomons 1997).

HOOC COOH H COOH
N/

VA /o \

HOOC H
a b

Sekil 1.2. Stereoizomer bilesikler (a: cis izomer; b: trans izomer)
1.1.2. Enantiyomerler

Kiral sozciigi Yunanca’da el anlamima gelen ‘‘chiros’ kelimesinden
gelmektedir. Ayna goriintiisii ile iist tliste cakismayan nesne ya da molekiiller kiral
olarak tanimlanir. Ayna goriintlisii ile iist liste cakisan nesne ya da molekiiller kiral
olmayip akiraldir. Akiral bir nesne ya da molekiil ayni ayna goriintiisiine sahiptir.
Kiralite olgusu canli sistemlerde yaygindir. Amino Asitler, Niikleik Asitler, Lipitler,
Karbonhidratlar, metabolik ara bilesikler ve diger bir¢ok Biyomolekiil kiraldir (Nejem
2006).

Kiralite geometrik bir ozelliktir. sp’ hibritlesmesi yapmus olan herhangi bir
karbon atomuna (veya tetrahedral yapida olan Si, N, P, S gibi atomlar) dort farkli atom
ya da grubun bagli oldugu bilesikler kiral bilesik olarak adlandirilir. Kiralligin olmasini
saglayan atomun bulundugu yer, stereojenik merkez olarak adlandirilir. Stereojenik
merkez ayrica kiral merkez, asimetrik merkez ve stereomerkez olarak da

isimlendirilmektedir.

Enantiyomerler, kiral merkeze bagh gruplarin farkli diizenlenmelerinden ileri
gelen Stereoizomerlerdir. Enantiyomer sozciigli Yunanca kokenli bir kelime olup karsi-
zit anlamindaki ‘‘emantios” ve parca anlamina gelen ‘‘meros’” kelimelerinin

birlesiminden meydana gelmektedir (Burke ve Henderson 2002).

Enantiyomerler molekiil i¢i simetri diizlemine sahip degillerdir. Kendileri ve
ayna goriintiileri iist {iste ¢akigsmayabilir. Bu yapilara “Konfigiirasyon” adi verilir.

Enantiyomerler, konfigiirasyon (bir atoma baglanmis gruplarin ii¢c boyutlu


http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Cis&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Trans
http://tr.wikipedia.org/wiki/IUPAC
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diizenlenmesidir.) izomerleridir ve zit konfigiirasyona sahiptirler (Solomons 1997).
Ornek olarak, kiral bir alkol olan 2-Biitanol verilebilir. Bu kiral alkoliin 2 enantiyomeri

vardir (Sekil 1.3.).

CH
CH, 3

ull””IH H\\\\\\\‘ CH CH

CH;CH; OH  HC 2-Hs
a b

Sekil 1.3. 2-Biitanol’iin enantiyomerleri (a: (R)-(-)-2-Biitanol;
b: (S)-(+)-2-Biitanol)

Enantiyomerler birbirine donilisemez. Clinkii kovalent baglarin kirilip atomlarin
yer degistirmesi i¢in ¢ok biiyiik bir enerji gerekir. Enantiyomerlere, disardan herhangi
bir asimetrik etki yoksa ayni kimyasal ve fiziksel 6zelliklere sahiptirler. Yani, yogunluk,
kaynama noktasi, erime noktasi, kiral olmayan c¢doziiciilerdeki c¢oziiniirlikleri ve
spektrumlar1 gibi 6zellikleri bir kiral bilesigin her iki enantiyomeri i¢in aynidir. Buna

ornek olarak, 2-Biitanol’iin enantiyomerlerinin bazi fiziksel o6zellikleri verilebilir

(Cizelge 1.1.)

Cizelge 1.1. (R)-(-)-2-Biitanol ve (S)-(+)-2-Biitanol’lin fiziksel 6zelikleri

Fiziksel ozellik (R)-(-)-2-Biitanol  (S)-(+)-2-Biitanol
Kaynama noktasi(1 atm.) 99.5°C 99.5°C
Yogunluk (gmL™, 20 °C’de  0.808 0.808

Kirma indisi (20 °C) 1.397 1.397

Cizelge 1.1.°den de goriildiigii gibi bu iki enantiyomer ayn1 kaynama noktasina,
aynt yogunluk ve aynmi kirilma indisine sahiptirler. Ayrica, aym ¢Ozlniirliik, ayni
kromatografik alitkonma zamani ve ayni spektroskopik oOzelliklere de sahiptirler

(Solomons ve Fryhle 2000).

Enantiyomerlerin polarize 151k diizlemini ¢evirme yonleri, uzaydaki {ic boyutlu
diizenlenmeleri ve baska kiral molekiiller varligindaki davraniglar: farklidir. Buna bagl

olarak biyolojik aktiviteleri farklilik gostermektedir (Solomons 1997).
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1.1.3. Diizlem Polarize Isik ve Optikce Aktiflik

Normal 151k, degisik dalga boylarinda ve dalgalarin biitiin yonlere dogru
sacilmasiyla olusur. Dalga hareketi 15181n dogrultusuna diktir. Isik kaynagindan ¢ikan
bir 151k demeti polarizator denen bir alet igerisinden gegirildiginde bu alet 151k
dalgalariin yalnizca bir diizlem {izerine titresimini saglar. Bu 151k da diizlem polarize

151k olarak adlandirilir.

Optikce aktiflik, diizlem polarize 151k tek bir enantiyomer igeren bir ¢ozeltiden
gecirildiginde 15181n polarizasyon diizlemini ¢evirme yetenegidir. Optikge aktiflikten
kastedilen iste bu ¢evirmedir. Bir maddenin optik¢e aktifligi 6zgiil ¢cevirme olarak ifade
edilir ve [a] sembolii ile gosterilir. Bir kiral molekiiliin her bir enantiyomeri optikge
aktiflik gosterir (Atkins ve Carey 1999). Eger bir madde diizlem polarize 151k i¢inden
gectiginde, polarlanma diizlemini saga ya da sola dogru ceviriyorsa o maddeye optikce
aktif madde denir. Boyle maddeler organik veya inorganik olabilir. Ornegin; Kuvars,
Kalsit, Aragonit gibi mineraller ile dogal Laktik Asit, Malik Asit gibi birgok organik
bilesik bu dzelligi gosterir. Inorganik bilesiklerin bu 6zellikleri sadece kristal yapilari ile
ilgilidir. Ornegin; inorganik bilesikler eritildiginde veya bir ¢dziiciide ¢oziindiiklerinde
kristal yapilar1 degistiginden dolay1 bu 6zelliklerini yitirirler. Oysa organik bilesiklerin
optikce aktiflik 6zellikleri, kristal yapilarina bagli olmayip molekiil yapilariyla ilgili bir
ozelliktir. Optikge aktif organik bir bilesik eritilse, bir ¢oziiciide ¢ozliniirse veya buhar
haline getirilse bu 6zelligini yitirmez. Enantiyomerleri birbirinden ayiran iki 6zellik
vardir. Bunlardan biri diizlem polarize 15181n diizlemini degistirme yonii, digeri ise kiral

ortamlarda farkl davranmalaridir (Tiiziin 1996).

1.1.4. Mutlak Konfigiirasyon ve Fischer izdiisiim Formiilleri

Bir kiral molekiiliin polarize 151k diizlemini ¢evirme yOniine gore bilesiklerin
isimlerinden once (-) ve (+) gosterimi (d ve [) kullanilmaktadir. Bir bilesigin ¢ozeltisi,
polarize 151k diizlemini saat yoniinde ¢eviriyor ise bu ¢evirme (+) veya d (dekstro), saat

yOniiniin tersi yonde ¢eviriyorsa (-) veya [/ (levo) olarak adlandirilir.

Optik cevirme agisi; enantiyomerlerin d—(+) ve [-(-) formunun tek farkliligini
gosterir. Fakat bu bize asimetrik merkez atomuna baglanan grup veya atomlarin
uzaydaki yonelimi hakkinda bir fikir vermez. Ciinkii konfiglirasyonla ¢evirme agisi

arasinda bir iligki yoktur. Bir enantiyomer, tek bagin etrafindaki gruplarin donmesi ile
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degisik konformasyonlarda olabilir, ancak konfigiirasyondaki bir degisme i¢in asimetrik
karbondaki baglarin kirilmast gerekir. Yani, bir enantiyomerin konfiglirasyonu

degismez.

Laktik asidin iki enantiyomerini ele alarak bunu incelersek; laktik asidin bir
formu diizlem polarize 15181 saga cevirirken, diger formu diizlem polarize 15181 sola
cevirmekte ve sirastyla (+) veya (-) olarak etiketlenmektedir. Laktik Asit’in bu iki

konfigiirasyonunu Sekil 1.4.’de gosterilmistir.

COOH COOH
HO C H H— C|3 —OH
L L
a 3 b 3

Sekil 1.4. Laktik asit enantiyomerleri (a: L-(+)-Laktik Asit;
b: D-(-)-Laktik Asit)

Bu konuda sorun su; hangi yapi, (+) — laktik asidi; hangi yap1, (-)- laktik asidi
belirler. Diger bir deyisle, konfigiirasyonlar nasil ayrilir. Van’t Hoff’dan sonra
neredeyse yiizyila yakin bir siire, enantiyomerlerin mutlak konfigiirasyonlarinin kesin
olarak nasil belirlenecegi tanimlanamadan kaldi. Bu durum 1951°de Bijvoet tarafindan,
enantiyomerlerin  mutlak  konfiglirasyonlarimin ~ X-1ginlar1 ~ spektroskopisi  ile

belirlenebileceginin bildirilmesi ile degisti.

Mutlak konfigiirasyonun X-isinlar ile belirlenebileceginin bilinmesinden c¢ok
once, kiral molekiillerin asimetrik merkezlerinin konfigiirasyonunun belirlenebilmesi
icin, timii ile keyfi olarak, (+)-Gliseraldehit’in standart olarak secilmesi, yerlesik bir
kural halini almisti. Konfigiirasyonun belirlenebilmesi icin ilk olarak Alman kimyager
Emil Fischer tarafindan onerilen Fischer izdiisiim formiilleri temel alinmisti. Fischer
bunu ilk olarak Glukoz molekiiliiniin D-enantiyomerinin stereokimyasal diizenlemesi

i¢in kullanmisti.

Fischer izdiisiimiinde, molekiildeki biitlin baglar yatay ve diisey c¢izgilerle
gosterilir. Yatay cizgilerin gézleyene dogru, dikey cizgilerin gézleyenden uzakta oldugu
varsayilir. Uzun karbon zinciri dikey olarak gosterilir ve yiiksek degerli karbon en {iste
yazilir. Fischer, molekiil konfiglirasyonlarini ayirmada tiimiiyle keyfi olarak, asimetrik

merkeze bagli -OH grubunu saga yonlenen (+)-Gliseraldehit’i, D-(+)-Gliseraldehit
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olarak isimlendirdi (Sekil 1.5.).

COH
H OH

CH,OH

Sekil 1.5. D-(+)-Gliseraldehit

Biitiin kiral molekiillerin konfigiirasyonlarinda, D-(+)-Gliseraldehit ve L-(-)-
Gliseraldehit referans alinarak, konfiglirasyonlar1t D ve L olarak belirlenir. Fischer
izdiistim formiiliine gore 5. Karbon atomuna bagli —OH sagda ise D-, solda ise L- olarak

belirlenir. Sekil 1.6.’da Fischer’e gore ¢izilen D-(+)-Glukoz yapisi verildi.

|
COH
H—34— oH
HO——H
4
H——OH
5
H——OH
CH,OH

Sekil 1.6. Fischer’e gore ¢izilen D-(+)-Glukoz’un yapist
1.1.5. Enantiyomerlerin Adlandirilmasi

X-1ginlart analizi ile mutlak konfiglirasyonun belirlenebileceginin ortaya
konulmasindan 6nce, Fischer’in ortaya koydugu D ve L sistemi bagil konfigiirasyon
hakkinda bilgi vermekteydi. Ayrica D ve L sistemi bazi karigikliklara yol agmaktaydi.
Bu nedenle mutlak konfigiirasyonun belirlenmesi i¢in yeni bir sisteme ihtiya¢ duyuldu.
Bagil konfigiirasyonda, stereojenik merkeze bagli atom veya gruplarin {i¢ boyutlu

diizenlenmesi mutlak bazda degil karsilastirmali olarak belirleniyordu.

Yeni sistem, (R)—(S) ya da “Chan-Ingold-Prelog” sistemidir. Mutlak
konfigiirasyonu belirlemek i¢in kullanilan bu sistem 1956 yilinda iki Ingiliz kimyact
R.S. Cahn, Sir Christoper Ingold ve Isvigreli meslektaslar1 Vladimir Prelog’un isbirligi
ile gelistirildi. (R) latince Recktus (sag), (S) latince Sinistre (Sol) sdzciiklerinin bag
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harfleridir. (R)-(S) sistemi, konfiglirasyonun kesin diizenlenisi hakkinda bilgi

vermektedir. (R)-(S) sistemi, asimetrik merkeze bagli gruplarin Onceligine gore

belirlenir. Ornekte bagl gruplar, azalan dncelige gore, a>b>c>d seklinde siralanmistir

(Sekil 1.7.). Baglanan gruplarin 6nceligi, cis-trans izomerligini belirlemede kullanilan

E-Z sistemindeki gibi bulunur.

b

d“'“"/(‘?\

a

(R) )
Sekil 1.7. Cahn-Ingold-Prelog sisteminin sekilsel gosterimi

Mutlak konfiglirasyonda gruplarin oncelik siralamasi agagidaki kurallara gore

belirlenir;

1.

Atom numarasi en biiyiik olan ve dogrudan stereojenik merkeze bagli atomlar
yiiksek 6ncelik sirasma sahiptir. Ornegin;

I>Br>CI>S>P>Si>F>0>N>C>H

Ayn1 atom numarasina sahip iki ya da daha fazla grup stereojenik merkeze baglh
ise bu gruplar icinde atom numarasi en biiylik olan atoma gore siralama

yapilmalidir.
—CHzBI'> —CHQCI > —CHQOH > —CHz—CHy, > -CH3

Bazi gruplarin oncelik siras1 su sekildedir; -CHO > -CH(CH3)OH, fenil >olefin,
ticlli bag > ikili bag

Benzer ciftler (S,S) ya da (R,R) benzer olamayan c¢iftlerden (S,R) ya da (R,S)
daha onceliklidir.

En az oncelikli atom ya da grup, sayfa diizleminin arkasinda kalacak sekilde
molekiil yonlendirilir. En Oncelikli olan gruptan azalan oncelik sirasina gore
gidildiginde saat ibresinin yoniinde gidilmigse mutlak konfigiirasyon (R) olarak,
saat ibresinin tersi yoniinde gidilmigse molekiiliin mutlak konfigiirasyonu ()

olarak tanimlanuir.

10
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Sekil 1.7.”ye gore konfiglirasyon belirlemek gerekirse, en diisiik oncelikli grup
(d) gozleyenden uzak bir sekilde ¢izilir ve diger gruplara bakilir. Eger oncelikli gruplar
a>b>c saat yonilinde ilerliyorsa konfigiirasyon (R) olarak, saat yoOniiniin tersine

ilerliyorsa konfigiirasyon (S) olarak adlandirilir.

NH,

OH

O
Sekil 1.8. (R)-(-)-2-Fenilglisin

Sekil 1.8 de gosterilen yap1 Fenilglisin’in ticari kullanim1 olan levorotatori yani
(-) ya da (L) izomeridir. Ficher izdiisiim formiiliine gére D-konfigiirasyonundandir. Bu
da D ve L ayirmalarinda karisikliklara yol acar. Bu karisikliklardan kurtulmak icin (R)-
(S) sistemi kullanildiginda ise, molekiil (R)-konfiglirasyonundadir. Fischer izdiisiim
formiili karigikliklara yol agmasima ragmen amino asit kimyasinda yerlesik bir kural

halini aldigindan, amino asitler hala D, L sistemine gore adlandirilirlar.

(R)-(S) gosterim sekli ¢ogunlukla ilaglarin ve metabolitlerin adlandirilmasinda
kullanilir. Birden ¢ok kiral merkeze sahip molekiillerin isimlendirilmesi bu yontemle

miimkiin olmaktadir (Nejem 2006).

Mutlak konfigilirasyon, bagil konfigiirasyon ve spesifik konfigiirasyon arasinda
bir bagint1 yoktur. Yani konfigiirasyonu D veya L olan ayn1 zamanda (+) veya (-), (R)
veya (S) olabilir (Atkins ve Carey 1999).

1.1.6. Diastereomerler

Bir stereojenik merkeze sahip bir bilesigin iki stereoizomeri vardir ve bunlar
birbirinin enantiyomerleridir. Ancak pek c¢ok kiral bilesikte, iki veya daha fazla
stereojenik merkez bulunmaktadir. ikiden fazla asimetrik atoma sahip kiral bilesiklerin
sahip oldugu stereoizomer sayisi 2" formuliiyle belirlenmektedir. Buna gore eger kiral
bir bilesikte 2 tane asimetrik karbon atomu varsa bilesigin sahip oldugu maksimum
stereoizomer sayist 2> = 4 tiir. Bu dort stereoizomerden ikisi birbirinin ayna goriintiisii

olmayan stereoizomerlerdir. Bunlara diastereomer denilmektedir. Birbirinin ayna

11



1. GIiRIS

goriintlisii olan enantiyomerlerin yalnizca kiral Ozellikleri farklidir. Buna karsin
diastereomerlerin, kiral ve kiral olmayan &zellikleri birbirinden farkli olabilmektedir.
Diastereomerler benzer kimyasal tepkime verebilmelerine ragmen, erime noktalari,
kaynama noktalari, ¢oziiniirliikkleri, diizlem polarize 15181 ¢evirme yonleri ve ¢evirme
acilar1 farklilik gosterebilir. Kisacasi, diastereomerler iki farkli bilesik gibi davranir.
Ormnegin, optikge aktif bilesiklerle tepkime hizlar farklidir. Kristallendirme, destilasyon
veya kromatografik metotlarla birbirinden ayrilabilirler. Biyolojik aktiflikleri farklidir
(Solomons ve Fryhle 2000). Sekil 1.9.’da Treoninin enantiyomerleri ve diastereomerleri

arasindaki iligki (a ve b, ¢ ve d enantiyomer; a ve c, b ve d diastereomer) gosterildi.

OH O 0O OH
H5C OH HO CH,
NH, NH,
a b
L-Treonin (2S,3R) D-Treonin (2R,3S5)

O OH
HO CH,
NH,
c d
L-allo-Treonin (25,35) D-allo-Treonin (2R,3R)

Sekil 1.9. Treonin’in Stereoizomerleri
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1.1.7. Mezo Yapisi

Yapisinda iki asimetrik karbon atomu bulunan Tartarik asidin 2" formiiliine gore

4 stereoizomeri olmasi beklenirken; 3 stereoizomeri vardir (Sekil 1.10.).

COOH COOH COOH COOH
(R) () (S) (R)
H———OH| HO—— 1 H HO————H | H——OH
(R) ) (R) (S)
HO—————H H——T——OH HO————H H———OH
COOH COOH COOH COOH
a b c d

Sekil 1.10. Tartarik Asit (a: (+)-Tartarik Asit; b: (-)-Tartarik Asit; ¢ ve d: Mezo Tartarik Asit )

Sekil 1.10.’da (S,R) ve (R,S) yapisinda olan stereoizomerler incelendiginde (c ve
d yapilar1), bu molekiillerin bir i¢ simetri diizlemine sahip olduklar1 goriilmektedir.
Birbirinin ayna goriintiisii olan bu molekiillerden birini sabit tutup diger molekiilii kagit
diizleminde 180° gevirirsek sabit tutulan molekiil elde edilmektedir. Dolayisiyla, bu
molekiiller iki ayr1 bilesik degil, ayni bilesiklerdir. Bu molekiillerde, molekiiliin iist
kismi, alt kisminin ayna goriintiisiidiir. Bu ylizden, (S,R) ve (R,S) yapilari, birbirinin
cevirme acisin1 yok etmektedir. Asimetrik merkezleri olmasina ragmen ayna goriintiileri
cakisan ve i¢ simetri diizlemine sahip olan stereoizomerlere mezo sekli (yapisi)
denilmektedir. Tartarik asidin ¢ ve d formlari, ayn1 molekiil olup Mezo-Tartarik asittir

(Ttimerdem 2004).

1.1.8. Rasemik Karisimlar

Rasemik karigimlarda, enantiyomerler esit oranda (1:1) bulunmaktadir. Rasemik
karisima rasemat da denilmektedir. Rasemik karisimlar, optikge aktiflik géstermezler.
Ciinkii enantiyomer c¢iftleri, polarize 151k diizlemini esit ve zit yonde cevirdikleri igin,
birbirinin ¢evirme ag¢isin1 yok etmektedirler. Boylece, gozlenen c¢evirme acgist “‘sifir”’
olur. Bu nedenle rasematlar, optik¢e inaktiftir. Akiral yapida molekiiller de optikce
aktiflik gostermez. Bir molekiiliin optikge aktiflik gosterebilmesi i¢in molekiiliin kiral
olmas1 ve enantiyomerlerden birinin miktarinin digerinin miktarindan fazla olmasi

gerekmektedir.

13
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Cevirme yoniinii gostermek i¢in simgeleme (%) veya (d, 1) seklinde olabilir ve bu
simgeler sadece cevirme yoOnii hakkinda bilgi verir. Rasem bilesik basit bir karigim
degildir. Ciinkii enantiyomerlerin polarize 1518a karsi davraniglart disinda diger
ozellikleri aymidir. Bu sebepten dolayi, molekiiller arasinda daha farkli bir etkilesme
vardir; bu nedenle rasem bilesigin enantiyomerlerine ayrilmasi basit karisimlarin

ayrilmasindan daha giigtiir.

S1v1 veya gaz halinde rasem sekli ile optik¢e aktif sekiller arasinda fark yoktur.
Yogunluk, kaynama noktasi, kirma indisi, UV, NMR ve IR gibi spektroskopik 6zellikler
birbirinin aynidir. Bir kimyasal reaksiyonda asimetrik bir karbon atomu olusuyorsa pek

¢ok durumda olusan iiriin rasem seklindedir (Sekil 1.11.).

LiAIH,

0 OH
Sekil 1.11. (£)-3-Metil-2-Biitanol’iin olusumu

1.2. Kiral Secicilik ve Kiral Tanima Mekanizmasi

Kiral tanima ya da diger bir degisle kiral segicilik, canli sistemlerdeki kiral
alicilarin veya bilesiklerin, bir kiral molekiiliin enantiyomerlerinden biri ile segici olarak
etkilesmesi olarak tanimlanabilir (6zellikle biyolojik etkilesimlerde kiral secicilik
baskin sekilde rol oynar). Canli sistemlerde bir kiral molekiiliin enantiyomerlerini ayirt

edebilen yapilar enzim ve reseptdrlerdir (Atkins ve Carey 1999, Karakiiciik 2006).

Canli sistemlerinde i¢ ve dis ortamda meydana gelen kimyasal, fiziksel,
elektriksel vb. gibi tiim degisiklikler serbest sinir uclar1 veya sinirlerin bagl olduklari
duyu almaglar1 yani reseptorler tarafindan algilanir. Fizyolojik fonksiyonlart ne olursa
olsun reseptorlerde ortak olan nokta hepsinin kiral molekiiller olmasidir. Bu nedenle
reseptorlerin uyarict molekiillere baglanmalarinda enantiyosegici davranmalar1 beklenir

(Sheldon 1993).

Biitlin kiral selektorlerde (ligand degistiriciler harig), kiral tanima mekanizmasi
olduk¢a benzerdir. Ayrica, enantiyomerler ic¢in kiral bir ylizey bulunmaktadir.
Enantiyomerler bu kiral yiizeylere farkli bag enerjisi ile baglanarak gecici kompleksler

olustururlar. Enantiyomerlerin farkli stereokonfiigrasyonlari, kiral selektor ylizeyine
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farkli bag enerjileriyle tutunmanin baslica nedenidir. Gegici kompleksler bir seri
etkilesim ile dengededir. Bu etkilesimler; hidrojen bagi, m-m etkilesimleri, dipol-
indiiklenmis dipol etkilesimi, iyonik etkilesimler ve sterik etkilesimlerdir. Ayrica Van
der Waals ve yiikk degisim etkilesimleri gibi zayif kuvvetler de kiral tanima
mekanizmasinda baglica rol oynar. Ligand degisim selektorlerinde, kiral tanima
mekanizmas1 diger selektorlerden farklilik gostermektedir. Bu selektorlerde bulunan
metal iyonlariyla enantiyomerlerin yer degistirmesiyle kiral ayirmanin saglanabildigi

bilinmektedir.

Kiral selektor yilizeyinde yer alan kiral tanima mekanizmasi anahtar-kilit
modeline goredir (Sekil 1.12.). Enantiyomerlerden biri kiral selektor yiizeyine uygun bir
sekilde tutunurken; diger enantiyomer tam olarak tutunmaz ve bdylece enantiyomerik

rezoliisyon gerceklesmektedir (Erdogan 2014).

Sekil 1.12. Anahtar-Kilit Modeli

1.3. Biyolojik Sistemler Uzerinde Kiralitenin Etkisi

Canli sistemlerde bulunan protein ve karbonhidrat gibi  biyolojik
makromolekiillerin yap1 taslar1 kiral bilesiklerden olusmaktadir. Kiral olmayan bir
cevrede, rasemik karigimin enantiyomerleri aynmi fiziksel ve kimyasal Ozelliklere
sahiptir. Ancak, enantiyomerler, kiral ortamda farkli iki bilesik olarak davranirlar ve
dolayisiyla bunlarin kiral cevrelerdeki kimyasal oOzellikleri de tamamen farklidir.
Enantiyomerlerin farkli ¢cevirme acisina sahip olmalar1 ve diger fiziksel 6zelliklerinin
ise ayn1 olmasi (erime noktasi, kaynama noktasi, yogunluk, kirilma indisi v.b.)
birbirleriyle veya diger bilesiklerin enantiyomerleriyle olan etkilesimlerini

etkilemektedir. Bu o6zellik kiral bilesiklere viicutta veya metabolizmada farkli bir
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islevsel ozellik kazandirir. ilaglarin her bir enantiyomerinin etki mekanizmasi farkli

oldugu icin viicuttaki fonksiyonu da farkli olur.

Kiralitenin, biyolojik aktivite i¢cin énemli olmasinin baglica nedeni; molekiiler
seviyede simetrinin biyolojik siireglere hakim olmasidir. Kiralite biyoaktiflik i¢in bir
onkosul degildir. Ancak stereojenik merkeze sahip biyoaktif molekiillerde
enantiyomerlerin aktivitelerinde biiyiik farklilik gozlenir. Bu olgu ilag, insektisit,
herbisit, tat ve koku vericiler ve gida katki maddeleri gibi tiim biyoaktif maddelerde
goriliir. Gergekten de canli organizmalarin molekiiler bilesenleri cogunlukla kiraldir ve
kiralite bu molekiillerin biyoaktif maddelerle etkilesimlerinde baskin bir rol oynar

(Sheldon 1993).

1.4. Farmakolojik Etkinlikleri Yoniinden Enantiyomerler

Dogal olarak bulunan tedavi edici reaktiflerin biiyiik c¢ogunlugunu kiral
molekiiller olusturmaktadir ve iistelik bunlar dogada tek enantiyomer seklinde bulunur.
Buna karsilik, uzun yillar boyunca sentetik kiral ilaglar rasemat seklinde satigsa

sunulmustur. Ancak bu durum zaman gectikce degismistir.

llaglarin ve pestisitlerin biyolojik etkilerinin anlasilmas: icin davranislarini
etkileyen lic ana fazin ayirt edilmesi 6nemlidir. Bu fazlar sirasiyla; baslangi¢c fazi,
farmakokinetik faz ve farmakodinamik fazdir. Farmakokinetik faz, ilacin emilimini,
metabolik donilistimiinii ve atilimini ifade eder. Farmakodinamik faz, hedef dokuda ilag
ile reseptor etkilesimini ve ilacin etkisinin gozlenmesini ifade eder (Sheldon 1993). Bir
ilacin farmakolojik etkisi farmakodinamik ve farmakokinetik fazlardan etkilenir.

Enantiyosegicilik her iki fazda da 6nemli rol oynar.

Farmakolojik etkilerine gore enantiyomerler eutomer ve distomer olarak
adlandirilir. Tedavi edici aktif izomer i¢in “‘eutomer’’, daha az etkili inaktif izomer igin
““distomer’’ terimi kullanilir. Bir rasemik ilacin tedavi edici olmayan inaktif izomeri
(distomer), istenmeyen safsizlik olarak nitelendirilir ve farkli farmakolojik etkiler
gosterir. Kisacas1 rasemik bir ilagta eutomer ve distomerin farmakodinamik ve
farmakokinetik fazlarinin farkli olusu inaktif izomer ile ilgili gesitli etkilerin ortaya

cikmasina yol agabilir.
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Bazi durumlarda distomer ciddi yan etki gostermedigi igin kiral ilaglar rasemat
seklinde uygulanir. B-blokerler buna 6rnek olarak verilebilirler. B-blokerler adrenerjik
reseptorlerin bloke edilmesi yoluyla antihipertensif etki gosterirler. Bu bilesiklerin
neredeyse tiimiinde bilesigin (S)-enantiyomeri tedavi edici etkiye sahiptir. Bunun nedeni
ise (S)-enantiyomerinin adrenerjik hormon olan Noradrenalin’e yapisal olarak ¢ok
benzemesidir. Bir B-bloker olan (S)-(-)-Propanolol Sekil 1.13.’de verilmektedir. Ug
onemli B-bloker olan propanolol, atenolol ve metoprolol rasemat seklinde piyasada
satilmaktadir. Bu ilaglarin rasemat seklinde satilmasinin nedeni klasik yontemler ile
ayrilmalarinin zor olmasi ve distomerlerin ciddi yan etkiler gostermemesidir. Eger f3-
blokerler yeni ilaglar olarak bugiin tanimlanmis olsaydi, hemen hemen hepsi tek bir
enantiyomer seklinde satilirdi. Ciinkii rasemat seklinde satilanlarda distomer gereksiz

bir izomerik yiik olugturmaktadir.

O/Y\N)\ OH
A
HO H HO NH,
H

HO
a b

Sekil 1.13. a: (5)-(-)-Propranolol; b: Noradrenalin

Bazi durumlarda distomer istenmeyen yan etkiler gosterebilir. Distomerin ciddi

yan etkilere sebep oldugu bilinen ilaglara en iyi 6rnek Talidomit’tir (Sekil 1.14.).

(0] (0]
O:<_\—-N N (0]
HN‘< NH
o O O o

b

Sekil 1.14. a: (R)-(+)-Talidomit; b: (5)-(-)-Talidomit

Talidomit, 1960’l1 yillarda rasemat seklinde piyasaya siiriilmiis ve hamile
bayanlar tarafindan yatistirict ve mide bulantilarini  Onleyici bir ilag olarak

kullanilmistir. Ancak daha sonraki yillarda, (R)-(-)-Talidomit’in yatistirici etkisi
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olmasina karsin, (S)-(-)-Talidomit’in yiiksek teratojenik etkisinin oldugu ve dogum

anomalliklerine yol a¢tig1 tespit edildi (Sekil 1.15.).

Sekil.1.15. (S)-(-)-Talidomit’in teratojenik etkisi nedeniyle meydana gelen Dogum Anomalisi

Distomerin istenmeyen yan etkiler gosterdigi diger bir drnek ise Ketamin’dir.
Ketamin anestezik ve analjezik olarak kullanilan bir maddedir. Rasemat seklinde
uygulanmasindan dolayi, anestezi sonrasi hastalarda zihinsel karisikliklara neden olur.
Ketamin’in enantiyomerleri arastirildiginda (S)-(+)-Ketamin’in anestezik oldugu,
istenmeyen yan etkilerin biiylik c¢ogunlukla (R)-(-)-Ketamin ile iliskili oldugu

gorilmistiir (Sekil 1.16). Bu 6rnekler gosteriyor ki distomerler yan etkilerden 6ncelikli

olarak sorumludur ve ilaclar kesinlikle tek bir enantiyomer seklinde iiretilmelidir.

/ \ CI

Sekil 1.16. a: (S)-(+)-Ketamin; b: (R)-(-)-Ketamin

Bazi durumlarda, kiral bir ilacin her iki enantiyomeri de birbirinden farkl iki
ilag olarak tedavilerde kullanilabilir. Yani, her iki enantiyomer bagimsiz tedavi edici
etkiye sahip olabilir. Birgok dogal {iriin ve yine sentetik ila¢ bu sekildedir. Buna 6rnek

olarak Propoksifen verilebilir. (2R,3S)-(+)-Dekstropropoksifen analjezik bir reaktif
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iken, (2S,3R)-(-)-Levopropoksifen etkili bir 6ksiiriik énleyicidir (Sekil 1.17). Ilging olan
birbirinin ayna goriintiisii olan bu iki molekiil iki farkli ilag olarak piyasada

satilmaktadir.

(CH3)2N

a b

Sekil 1.17. a: (2R,3S)-(+)-Dekstropropoksifen; b: (25,3R)-(-)-Levopropoksifen

Bazi durumlarda, her iki enantiyomer tedavi i¢in avantaj saglar. Yani, mevcut
kiral ilaglardan bir kisminin her iki enantiyomerinin de istenen tedavi etkisini saglamada
farkli yollardan katkida bulunabildigi goriilmektedir. Bu olguya en iyi ornek, bir
diiiretik olan Indakrinon’dur. (R) enantiyomeri aktif bir Diiiretik’tir (Sekil 1.18.). Diger
bircok diiiretikte oldugu gibi (R) enantiyomeri Urik asit olusumunu engelleyerek
istenmeyen yan etkiler gosterir. (S) enantiyomeri ise Urik asit salgisin1 artirarak (R)

enantiyomerinin Antagonist’i olarak gorev yapar.

HO
Sekil 1.18. (R)-(-)-Indakrinon

Bu gibi durumlarda ilaclarin rasemat seklinde satis1 iyi bir fikir olarak
gorllebilir. Ancak yapilan c¢aligmalarda, iki enantiyomerinin, 9:1 oranindaki

karigimlariin tedavi i¢in uygun oldugu anlagilmistir (Sheldon 1993).
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1.5. Pestisitler, Herbisitler ve insektisitler

Bitkiler, bocekler ve mantarlar gibi canli organizmalarin tizerinde etkili olan
zirai kimyasallar da enantiyosecicilik sergilerler. Bu olayin molekiiler mekanizmasi
ilaglardaki ile tamamen aymidir ve hedef organizmadaki enzim ya da reseptor ile
biyoaktif maddelerin etkilesimi s6z konusudur. ilaglar ile kiyaslandiginda pestisitlerin
miktar1 milyon tonlar ile ifade edilir. Bu yiizden kiral pestisitlerin tek bir optik izomer
seklinde {iiretimi cevre lizerindeki kimyasal yiikiin % 50 azalmasi anlamina gelir. Tek
bir izomer seklinde tasarlanan pestisitler diisiik dozlarda daha etkili, daha secici ve daha

¢evre dostudur.

Herbisit, tarimda istenmeyen otlarin yok edilmesinde kullanilan kimyasallarin
genel adidir. a-Ariloksipropionik asitler herbisitlerin ticari olarak 6nemli bir sinifim
olusturmaktadir. Bunlarin tiimiinde, herbisidal etki (R) enantiyomerine aittir. Bu

bilesikler herbisidal etkilerini bitki biiyiime hormonu olan Indol-3-Asetik Asit’i inhibe

ederek gosterirler (Sekil 1.19.).
y\ COOH
N

H
Sekil 1.19. indol-3-Asetik Asit (IAA)
Gecmis yillarda Hollanda hiikiimeti, herbisitlerin rasemat seklinde kullanimini
simirlamis ve bu nedenle bir herbisit olan Karbetamit, saf (R) enantiyomeri seklinde

dretilmistir (Sekil 1.20.).

/

-

Sekil 1.20. (R)-(-)-Karbetamit

Bitki zararlist bocekleri 6ldiirmede kullanilan kimyasal maddelere insektisit

denilmektedir. Noroaktif bir insektisit olan Deltametrin ii¢ asimetrik merkeze sahiptir ve
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miimkiin olan sekiz optik izomerinden sadece biri olan (R,R,S) izomeri seklinde

satilmaktadir (Sekil 1.21.).

N
\\\\\\
Brx H H
W ‘.,
—\\" “, o - /
3 0
B 2

Sekil 1.21. (aS, 2R, 3R)-Deltametrin

Deltametrin 1950’1i yillardaki DDT (dikoro difenil trikloroetan) kadar aktif olan
ancak memeli ve kuslara zarar vermeyen giiniimiizdeki en etkili insektisittir (Sekil

1.22.).

CI

CI CI

C CI
Sekil 1.22. DDT

1.6. Enantiyomerlerin Farkh Kokular Vermeleri

Tat ve koku algisi, dil ve burundaki reseptorler ile aroma maddeleri arasindaki
ozel etkilesimlerle belirlenir. Ornegin, Limonen bilesiginin her iki enantiyomerinin
kendi karakteristik kokular1 vardir. (S)-(-)-Limonen limon kokusu, diger enantiyomeri

(R)-(+)-Limonen ise portakal kokusu olarak algilanmaktadir (Sekil 1.23.).

Sekil 1.23. a: (S)-(-)-Limonen ; b: (R)-(+)-Limonen
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(8)-(-)-Limonen ve (R)-(+)-Limonen arasindaki bu koku farkliligi onlarin
burundaki alict sinir hiicrelerine kars1 farkli davranmalarindan kaynaklanir. Alict sinir

uclar kiral yapida olduklarindan enantiyomerlerden sadece biri i¢in uygunluk goésterir.

Diger bir baska 6rnek ise Karvon bilesigidir. (R)-(-)-Karvon nane kokusu
verirken, (S)-(+)-Karvon kimyon kokusu verir (Sekil 1.24.). Zencefil ise rasemik

Karvon igermektedir.

’,///// \\Sh
Z S
/\ H e /\

a b

Sekil 1.24. a: (R)-(-)-Karvon; b: (S)-(+)-Karvon
1.7. Enantiyomerlerin Farkhh Davranmislar Gostermeleri

Enantiyomerlerin biyolojik ortamda farkli davranislar sergilemesinin nedeni;
enantiyomerlerin {i¢ boyutlu yapida biyolojik sistemlerle farkli etkilesmesinden
kaynaklanmaktadir. Bu olay ilk kez 1930’lu yillarin baslarinda Easson ve Stedmann
(1993), tarafindan “Uc¢ Noktadan Etkilesim Modeli” ile aciklanmis ve farmakolojik
aktivitede, stereokimyasal farkliliklarin anlagilmasina bir temel olusturmustur (Sekil
1.25.). Enzim ya da reseptdr vyiizeyindeki biyolojik olarak aktif bolgeye
enantiyomerlerin farkli biyoaffinite gosterdiklerini 6ne siirmiiglerdir. Biyoaffinitedeki
bu farkliligin ortaya ¢ikmasmin baslica nedeni ise enzim ya da reseptoriin esdeger
olmayan ii¢ noktasi ile enantiyomerlerin esdeger olmayan ii¢ noktasinin farkl: sekillerde
etkilesmesidir (Easson ve Stedman 1933). Enzimin ii¢ noktasi ile ayn1 anda etkilesen
enantiyomer “eutomer” ya da “aktif enantiyomer” olarak isimlendirilmistir. Enzimin ti¢
noktasi ile birebir etkilesmeyen enantiyomer ise “distomer” ya da “aktif olmayan

enantiyomer” olarak isimlendirilmistir.
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AYNA
Aktif Olmayan Aktif Olmayan
Aktif Enantiyomer Euant'iynmér Enantivomer
D D A

C

xx X

@ @
CE.) @ @

Sekil 1.25. Ug Nokta Etkilesim Modeli

:

il 6

1.8. Kiral Havuz

Doga, optik olarak saf olmasa da optik olarak aktif materyallerin biiylik bir

kismini iiretir ve buda asimetrik sentez i¢in baslama noktasi olarak kullanilir.

Alkoloidler, Terpenler, Sekerler, a-Amino asitler ve a-Hidroksi asitler kiral havuzu

olusturan maddelerdir. Enantiyomerikce saf bilesikler baslica ii¢ farkli kaynaktan elde

edilir (Sheldon 1993).

“ Birinci kaynak, saf enantiyomer seklinde dogal olarak var olan karbonhidrat,

Terpen ve Alkoloid tlirevi kiral molekiillerin bitki ve hayvanlardan ekstraksiyon
yoluyla elde edilmesidir.

Ikinci kaynak, ucuz ve bolca bulunan karbonhidrat kaynaklarindan De novo
fermentasyonu ile mikroorganizmalarca {iretilmesidir. De Novo fermentasyon,
Laktik asit, Tartarik asit ve L-Amino asit gibi basit yapil1 kiral molekiiller ile
Antibiyotikler, Hormonlar ve Vitaminler gibi daha kompleks molekiillerin
onemli Uiretim kaynagidir.

Ugiincii  kaynak, kiral veya  prokiral  baslangic  maddelerinden

kimyasal/biyokimyasal olarak sentezlenmesidir (Sekil 1.26.).
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Ekstraksiyon De Novo Fermentasyon

N/

Kiral Havuz

Sentez

Sekil 1.26. Saf enantiyomerlerin elde edilme yontemleri

Kiral havuz, ucuz ve dogal olarak bulunan iiriinleri veya onlarin tiirevlerini ifade
eder. Bu molekiiller konfiglirasyon donilisiimii ya da kiralite transferi gibi kimyasal

manipiilasyonlarla sentetik iiriinlere dontistiirtiliir.

1.9. Optikce Saf Bilesikleri Sentezlenme Yontemleri

Enantiyomerik saflikta iiriin elde etmek i¢in bagvurulan yontemlerden ikisi,
rasematlarin rezollisyonu ve asimetrik sentezdir (Sheldon 1993, Xin ve ark. 2001,
Ozcan 2003). Asimetrik sentezdeki 6nemli gelismelere ragmen, saf enantiyomerlerin
endiistriyel sentezi i¢in baslica liretim yOntemi rasematlarin rezoliisyonudur (Ghanem
ve Aboul-Enein 2004). Enantiyomerik saflikta (ee> %99) ya da enantiyomerik acidan
zenginlestirilmis bilesiklerin sentezinde kullanilan metotlar, genel olarak baslangic
maddesinin tiiriine bagli olarak iice ayrilabilir (Sekil 1.27.). Bu kisimda sadece

rasematlarin rezollisyon yontemlerine deginilecektir.

1.9.1. Rasemik Karisimlarin Rezoliisyonu

Rezoliisyon, bir rasem bilesigin enantiyomerlerine ayrilma islemidir. Bunun i¢in
kristallendirme basta olmak iizere bir takim fiziksel ve kimyasal yontem gelistirilmistir.
Rezoliisyonun birgok uygulama alam vardir. Ornek olarak, ilag olarak kullanilacak
bilesik disimetrik bir molekiil ise bunun sadece bir enantiyomeri etkindir, diger

enantiyomerin ilag etkinligi yoktur veya c¢ok azdir. Boyle bir bilesik kimyasal
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yontemlerle sentezlendiginde cogunlukla rasem seklinde elde edilir, sonrasinda ise
rasemik bilesigin rezoliisyonu yapilarak etkin enantiyomer elde edilir. Enantiyomerlerin
rezollisyonu i¢in ¢esitli yontemler gelistirilmistir ve bu yontemler tercihli kristalizasyon,
diasteromerik tuzlarin kristalizasyonu, kromotografi ve kinetik rezoliisyon yontemleri
olmak iizere dorde ayrilabilir. Tercihli kristalizasyon ve diasteromerik tuzlarin
kristalizasyonu klasik rezollisyon yontemleri olarak bilinir (Sekil 1.27.). Bu yontemler

arasinda, en c¢ok kinetik rezoliisyon tercih edilmektedir (Ghanem ve Aboul-Enein 2004).

( )
Kiral Substratlar Rasematlar Prokiral Substratlar
Rezoliisyon
Y
Y Y
Sentez Kineti‘ Kristalizasyon =~ Kromatografi Asimetrik Sentez
Enzimatik  Kimyasal Biyokatalizor
Y Y Y Y \ Y
\ Z
{
Enantiyomerik Saflikta Bilesik

Sekil 1.27. Optikge saf bilesiklerin sentezlenme yontemleri

25



1. GIiRIS

1.9.1.1. Tercihli Kristalizasyon

Tercihli Kristalizasyon; endiistriyel dlcekte yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.
Ormnegin, bakteriyel enfeksiyonlarm tedavi edilmesi igin yararli bir ila¢ olan

Kloramfenikol iiretimi tercihli kristalizasyon yontemiyle miimkiindiir (Sekil 1.28.).

OH H

CI

0z CI

Sekil 1.28. Kloramfenikol

Ayrica, kalp damar hastaliklarinda tedavi edici reaktif olarak kullanilan o-

Metil-L-Dopa’da yine tercihli kristalizasyon yontemiyle elde edilmektedir (Sekil 1.29.).

HO

HO
Sekil 1.29. a-Metil-L-Dopa
Tercihli kristalizasyon yontemi sadece “Konglomerat” seklindeki rasematlara
uygulanabilir. Konglomerat esit miktarda iki enantiyomerin kristallerinin mekanik
karisimindan olusur. Ancak, tiim rasematlarin % 20’den daha azi Konglomerat
seklindedir. Geri kalan1 gercek rasemik bilesiklerdir ve tercihli kristalizasyon
yontemiyle ayrilamazlar. Tercihli kristalizasyonun basaris1 Konglomerat seklindeki

rasemik karigimin enantiyomerlerden herhangi birinden daha ¢oziiniir olmasina baglhdir.

1.9.1.2. Diastereomerik Tuzlarin Kristalizasyonu

Bu yontemin Onciiliiglinii 1854°te Louis Pasteur yapmistir. Bu yontemde rasemat
gercek bir rasemik karisim ise bu durumda Diastereomer kristalizasyon yontemi
kullanilabilir. Su ya da etanol i¢indeki rasemik karigim ¢ozeltisi saf bir enantiyomer ile

reaksiyona girer ve diastereomerik bir tuz karisimi olusur. Boylece diastereomerik
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karisim  kristalizasyon yoluyla ayrilabilir. Bu yontemde rasemik karisimin
enantiyomerleri o6nce farkli fiziksel Ozelliklere sahip diastereomer tiirevlerine
doniistliriiliir.  Diastereomerleri  olusturan ve olusan diastercomerleri  tekrar
enantiyomerlerine doniistiiren tepkimeler basit asit-baz tepkimeleridir. Genellikle
optikge aktif bir baz ile rasemik bir asit tepkimeye girer ve diasteromerik tuzlar olusur.

Bu yontem kiral amin ve karboksilik asitlerin rezoliisyonunda yaygin olarak kullanilir.

1.9.1.3. Rasemik Bilesiklerin Kinetik Rezoliisyonu

Rezoliisyon, rasemik karisimdan tercih edilen enantiyomerin elde edilmesi
islemidir. Kinetik rezoliisyon, bir kiral reaktif varliginda enantiyomerlerin farkli
hizlarda tepkime vermesine dayanir. Bu kiral reaktif, bir biyokatalizér (enzim yada
mikroorganizma) veya bir kemokatalizor (kiral asit, kiral baz veya kiral bir metal
kompleksi) olabilir ve ortamda katalitik miktarda bulunmalidir. (Xin ve ark. 2001, Lin
ve Tsai 2003, Ghanem ve Aboul-Enein 2004). Kinetik rezoliisyon rasemik karigimdaki
enantiyomerlerden birinin digerinden daha hizli {irtine doniismesi olarak tanimlanabilir.
Kinetik rezoliisyon yontemi ile enantiyomerik safligi yiiksek bilesiklerin elde
edilmesinde, c¢evreye zarar vermemeleri, 1limli  kosullarda  tepkimeleri
gerceklestirmeleri, bozunma, izomerizasyon ve rasemizasyon gibi istenmeyen yan
tepkimeleri Onlemeleri, yiiksek tepkime verimi saglamalari ve secici olmalarindan
dolay1 enzimler tercih edilmektedir. Bu nedenlerle biyokatalitik olarak farmasotik
iriinlerin sentezi ve optik olarak saf ilaclarin stereose¢imli sentezi ile elde edilmesi i¢in
katalizor olarak enzim kullanimi biiyiikk Ol¢lide 6nem kazanmis ve biyolojik
katalizorlerin ~ kullanildigi  c¢aligmalar  giderek  artmistir.  Ayrica, enzim
biyokatalizorliigiinde kinetik rezoliisyon ile saf enantiyomerlerin eldesinin ekonomik
olmasi, bu yontemi diger yontemlere gore daha tercih edilir hale getirmistir (Suan ve

Sarmidi 2004).
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Rasemik bilesiklerin kinetik rezollisyonu lipazlarin katalizledigi doniisiim
tepkimelerinden en yaygin olanidir ve lipaz enzimi rasemik karigimdaki iki enantiyomer

arasinda ayirim yapabilir (Sekil 1.30.).

kg
(R)-substrat

Y

(R)-tlirtin

kg
(S)-substrat X

Sekil 1.30. Katalitik kinetik rezoliisyon

> (§)-lrtin

Kinetik rezoliisyon ancak kRyékS oldugu durumda gergeklesir ve tepkimedeki

déniisiim % 0 ve % 100 arasinda bir degere ulastiginda durdurulur. ideal durumda bir
enantiyomer digerinden daha hizli tepkimeye girer, 6rnek verilecek olursa tepkime
girdisi (R) tepkimeye giren tek enantiyomerdir (ks=0). Bu durumda enantiyomerlerin
birbirine orami esit (1:1) oldugu rasemik karisimda % 50 doniisiime ulasildiginda
karisim i¢inde % 50 girdi (S) ve % 50 iiriin (R) kalir. Bu yontem tek bir enzim
kullanilarak iki enantiyomerin kolay sekilde ayrilmasinda avantaj saglar. Yaygin olarak
kullanilan bir rezoliisyon tiiriidiir ve enantiyomerik saflikta ya da bir enantiyomerce
zenginlestirilmis bilesiklerin elde edilmesinde etkin bir yoldur. Ancak, bu prosesde iki
enantiyomerin ayrilmasinda maksimum % 50 verimle enantiyomerik saflikta bilesik
elde edilebilir. Bu kisitlama ile mezo bilesikler ya da prokiral substratlar kullanilarak,
istenmeyen enantiyomerin stereo doniisiimii, rasemizasyonu, istenmeyen enantiyomerin
geri dondiiriilmesi ve dinamik kinetik rezoliisyon gibi farkli yontemler kullanilabilir

(Ghanem ve Aboul-Enein 2004).

Dinamik kinetik rezoliisyonda enzim katalizli kinetik rezoliisyon ile
rasemizasyon birlikte gergeklestirilir. Yaygin olarak kullanilan kinetik rezoliisyon ve
dinamik kinetik rezoliisyonda (R)-enantiyomeri (S)-enantiyomerinden daha hizli (R)-
tirlinline doniistiirtiliir (kg>ks). Dinamik kinetik rezoliisyonun tek farki (S)-enantiyomeri
rezoliisyon prosesi siiresince izomerlesir, boylece baslangic (R) substratinin tamami
irlinline (R) doniisebilir ve ks > kg olmalidir. Maksimum verim % 100 verime

ulagilabilir ve rasemizasyon icin kimyasal katalizor olarak baz veya asit biyolojik
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katalizor olarak rasemazlar kullanilabilir. Sekil 1.31.’de sekilsel gdsterimi verilmistir

(Strauss ve ark. 1999, Xin ve ark. 2001, Lin ve Tsai 2003, Ghanem ve ark. 2010).

kR
(R)-substrat » (R)-lrlin
kras kras
kS
(S)-substrat X > (S)-iiriin

Sekil 1.31. Dinamik kinetik rezoliisyon
1.9.1.4. Kromatografi

Kolon kromotografisinde kolon dolgu maddesi olarak optik¢e aktif kati
maddeler (glikoz, sakkaroz, laktoz gibi sekerler) kullanildiginda kolondan rasem bir
bilesigin ¢ozeltisi gecirildiginde, enantiyomerlerden biri digerinden daha gii¢lii tutulur
ve rezoliisyon gergeklesir. Kolon uzunlugu yeterli ise toplanan ¢ozeltide sadece bir
enantiyomer bulunur. Kolonda tutulmus olan diger enantiyomer ise baska bir ¢oziicii ile

alinabilir.
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2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Enzimler ve Genel Ozellikleri

Enzimler, karbon, oksijen, hidrojen ve azot igeren, canli hiicrede meydana gelen
belirli bir kimyasal reaksiyonu katalizleyen ve diizenleyen, reaksiyondan bozulmadan
ve degisiklige ugramadan ¢ikabilen, protein yapisinda biyolojik katalizorlerdir.
Organizmada bulunan organik molekiillerin yapimi, yikimi, kas hareketleri ve solunum
gibi fizyolojik olaylar enzimlerin yardimiyla yiiriitiilmektedir (Telefoncu ve ark. 1990,

Tutar 2009, Yilmaz 2010).

Gegmis donemlerde enzimlerden; ekmek, peynir, sarap vb. maddelerin
yapiminda ve ayrica ilag olarak yararlanilmistir. Enzimlerin hiicre disinda aktivite
gosterdigini ilk kez 1783 yilinda Spallanzi, atmaca mide suyunun eti ¢ozebildigi
gostererek kanitlanmistir. Enzimler i¢in “ katalizator” sozciigiinii ilk kez 1838 yilinda
Berzelius, “enzim” sozciiginii ise 1878 yilinda Kiihne kullanilmistir. Enzimler
konusundaki arastirmalarda diger onemli bir adim, 1926 yilinda Summer’in Ureaz
enzimini kristalize formda elde etmesiyle atilmistir. Sonraki yillarda ise Northop ve
arkadaglar1 bazi proteolitik enzimlerin izolasyon-saflastirma ve kristalizasyonunu
gerceklestirmislerdir. 1940’ yillarda ¢ok az sayida enzim saflastirilmigken, bu say1
yaklasik 40 yil sonra yaklasik 200 kristallendirilebilen ve 1500 yiiksek diizeyde
saflastirilmis enzime ulasmistir (Telefoncu ve ark. 1990, Tutar 2009, Yilmaz 2010).

Enzimler, biyolojik sistemlerdeki reaksiyonlar1 canliliga zarar vermeyecek
sekilde ve 1liml1 kosullarda gergeklesmesini saglayan biyokatalizatorlerdir. Glintimiizde,
enzimlerden dogal ortamlarinin disindaki pek cok alanda yararlanabilme imkam
bulunmaktadir. Enzimleri inceleyen enzimoloji bilim dali, basta biyokimya ve
molekiiler biyoloji olmak iizere bakteriyoloji ve mikrobiyoloji, genetik, patoloji, tip ve
biyoteknoloji gibi bilim dallar1 ile c¢esitli endiistriyel alanlar icin biiylikk 6nem
tasimaktadir (Tutar 2009, Yilmaz 2010).

Enzimler hiicre i¢inde ve hiicre disinda aktivitelerini korurlar. Ayni1 enzim farkl

hiicre veya doku tiplerinde de katalizor gorevi iistlenebilir. Bu durumda, ayni
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mikroorganizma tarafindan farkli genlerle kodlanan, ancak goérevi ayni ya da benzer
olan “izoenzimler’den s6z edilebilir. Bu farkli enzim formlarinin tiimii ayni reaksiyonu
katalizlerler ve bu nedenle de ayn1 enzim gibi siniflandirilirlar. izoenzimler pH, 1s1 ve
151k gibi degisik sartlarda bile ayni etkiyi gdsterirler. izoenzimlerin protein yapisi
birbirlerinden kiigiik farklar gosterir, dolayisiyla bazi fiziksel ve kimyasal 6zellikleri de
farklidir. Ancak elektroforez ve kromatografik yontemler ile birbirlerinden ayrilabilirler

(Erdem 2008).

Enzimlerde, protein kismindan bagka protein olmayan ve kofaktor denilen bir
kisim bulunur. Kofaktorler bircok enzimin katalitik aktivite gosterebilmesi i¢in gerekli
olan maddelerdir. Kofaktor bir metal iyonu olabildigi gibi, koenzim denilen kompleks
yapida bir organik bilesik de olabilir. Bazen enzimin aktivite gostermesi i¢in ikisi de
gereklidir. Enzimler yiiksek sicaklikta denatiire olurken, kofaktorler yiiksek sicakliga
karst dayaniklidirlar. Katalitik olarak aktif olan enzim-kofaktéor kompleksine
“‘holoenzim’’ adi1 verilir. Kofaktdrsliz proteine ise ‘‘apoenzim’’ denilir. Apoenzim
katalitik olarak inaktifdir. Enzim molekiilii iizerinde kofaktor ve koenzimlerin yer aldigi
ve yapisinda ancak 6zgiin substrat molekiillerinin baglanabildigi, katalizden sorumlu bir
bolge vardir. Bu bolgeye enzimin ‘‘aktif bolgesi’’ denir. Aktif merkezde substrat
baglanma merkezi ve bir veya daha fazla katalitik aktivite bolgeleri mevcuttur. Buralar,
aminoasit kalintilarindan olusmus ve 6zel geometrisi olan yerlerdir. Bu nedenle,
enzimler Ozgiinliigii olduk¢a fazla olan biyokatalizorlerdir. Her enzim, gosterdigi
aktivite ile degerlendirilir. Enzimler, biyokatalizor olarak kimyasal tepkimelerin
dengeye ulasmasini ¢abuklastirirlar. Ornegin; canli bir sistemde, bir asit ve alkolden
ester olusum tepkimesinde dengeye ulasma, ortamda enzim yoklugunda son derece
yavas olur. Asit ve alkol molekiilleri (substratlar), ester olusum tepkimesini verebilmek
icin, Oncelikle kararliligi diisiik olan gecis hali iirlinii (enzim-substrat kompleksi)
olustururlar. Ester olusumu i¢in bu ara iiriinlin, gecis haline karsilik gelen bir enerji
engelini agmas1 gerekir. Eger ara iirlin enerji yliksekligini ya da engelini asacak yeterli
enerjiye sahipse tepkime gergeklesir. Bu enerji enzimatik tepkimenin “aktivasyon
enerjisi” olarak tanimlanir. Aktivasyon enerjisi ne kadar kiiglikse tepkime o kadar kolay
ve hizli olur. Iste enzimler; kolaylastirdiklar1 tepkimenin hizini, onun aktivasyon
enerjisini  diigiirerek artirirlar.  Enzim katalizli bir tepkimenin hizini, enzim

konsantrasyonu, substrat konsantrasyonu, pH, sicaklik, zaman, 151k ve diger fiziksel
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faktorler, iyonlarin dogasi ve konsantrasyonu, hormonlar ve diger biyokimyasal
faktorler ve reaksiyon {riinleri gibi bircok faktor etkilemektedir (Karaca 2006,

Nalbantoglu 2012).

Enzimler biyokatalizorlerdir ve kimyasal katalizorlere gore bircok istiinliikleri

bulunmaktadir. Enzimlerin bu ustiinliikleri asagida maddeler halinde verilmistir.

¢ Enzimler, reaksiyonun tipine ve substrata karst son derece spesifiktir (tepkime
spesifikligi). Dogal substratlarla smirli degildirler ve organik bilesiklere de
uygulanabilirler. Bu nedenle enzimatik reaksiyonlarda yan iiriin olusmaz. Verim
%100°diir. Yani, enzim bir tek biyotransformasyon tepkimesi gergeklestirir.

< Enzimler, kimyasal katalizérlere gore reaksiyonu 10°-10'"" kez daha hizh
gerceklestirirler.

“ Enzimler, fizyolojik pH, sicaklik ve basingta ¢alisabilmeyi saglarlar. Ayrica,
reaksiyonun aktivasyon enerjisini diisiirerek reaksiyonun daha diisiik enerjili ve
daha diisiik sicaklikta gerceklestirilmesini saglarlar.

¢ Enzimlerin ¢ok ¢esitli dogal kontrol mekanizmalar1 vardir. Enzimlerin aktivitesi
icerisinde bulunduklar1 sartlara gdre diizenlenebilir. Ortamdaki kontrol edici
kiiciik molekiillere gore de enzim aktivitesi azalabilir ya da artabilir.

¢ Enzimler immobilize edildiklerinde, reaksiyon ortamindan geri kazanilarak
tekrar kullanilabilme 6zelligine sahiptirler.

¢+ Enzimler, proteolitik enzimlerin, regioselektif, diasteroselektif ve enantioselektif

ozellik gosterme 6zelligine sahiptirler (Tutar 2009, Yilmaz 2010).

2.1.1. Lipaz Enzimleri (Triacilgliserol Ester Hidrolaz, EC 3.1.1.3)

Lipaz enzimleri, triagilgliserolleri yag asitleri ve gliserole hidroliz etme
ozelligine sahip olan enzimler olup bitkilerde, hayvanlarda ve mikroorganizmalarda
bulunurlar. Lipazlarin biiylik ¢ogunlugu suda c¢oziinebilirler ve bu enzimler suda
¢oziinmeyen substratlar {izerinde etkin rol oynarlar. Biyoteknoloji alanindaki
caligmalarda ¢ok amacli kullanilabilirlikleri, spesifikligin olmadigi kimyasal proseslere
spesifiklik kazandirmalari, ¢ok cesitli substratlar1 kullanabilme yetenegine sahip
olmalar1 nedeniyle biyoteknoloji ve diger iliskili alanlarda yeri ve onemleri gittikge
artmaktadir. Ayrica, ¢ok yiiksek sicaklik ve pH’da ve organik ¢oziiciilere kars1 yiiksek

kararlilik gdstermeleri, yan reaksiyonu onlemeleri ve reaksiyon iiriinlerinin ayrilmasiyla
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ilgili problemleri kolaylastirmalar1 gibi bircok 6zellikleri nedeniyle her gegen giin bu
enzimlere kars1 artan bir ilgi ve talep vardir (Aksoy 2003, Hung ve ark. 2003, Zaitsev ve
ark. 2003, Akkus 2006, Karaca 2006).

Giliniimiizde enzimlerin kullanildig1 pek ¢ok farkli alanda lipaz enzimlerinin
onemi giderek artmaktadir. Lipazlarin enzim pazarindaki paymnin biliylimesinde, bu
enzimlerin enantiyosecicilik, bolgesel seciciligi ve genis substrat araligi gibi sahip
olduklar1 6zellikleri etkili olmustur. Ayrica, lipazlarin diger enzimlere gére goze ¢arpan
onemli 6zelliklerinden biri de hem sulu hemde organik fazlarin ara yiizeyinde reaksiyon
vermeleridir ki bu ozellikleriyle de esteraz enzimlerinden ayrilmaktadirlar (Akkus
2006). Lipaz enzimleri, su fazi1 ile organik faz ara ylizeyinde aktif bolgelerini kapatan
kapake¢igin acilmasi ile aktif hale gelirler. Bu nedenle lipaz katalizli tepkimeler, iki fazli
bir sistemde ya da suyla doygun organik bir ¢oziiclide gerceklestirilebilir (Bakkal 2006).
Iki fazli sistemler; yiiksek substrat ¢oziiniirliigii, biyokatalizor ve iiriiniin kolay
uzaklagabilmesi, substrat ve {iriin inhibisyonunun az olmasi gibi sebepler nedeniyle
tercih edilmektedirler. Organik c¢oziici ve suyun karismadigr iki fazli sistemde
gerceklesen hidroliz tepkimelerinde, girdi (substrat) organik bir ¢oziiciide ¢oziinmekte,
tepkime, su-organik c¢Oziicli ara yiizeyinde gergeklesmekte ve olusan iiriin suda

¢oziinmektedir (Mutlu 2006).

Ayrica, ticari olarak kolay bulunabilir olmalar1 gibi istiinliikleri nedeniyle de
diger enzimlerden ayrilmaktadir. Sahip olduklari bu o6zellikleri nedeniyle lipaz
enzimleri, giiniimiizde, organik kimyacilarin, eczacilarin, biyokimya, mikrobiyolog ve
biyokimyacilarin iizerinde yogun calistiklar1 enzimler arasinda yer almaktadir.
Giliniimilizde endiistriyel biyoteknoloji alaninda kullanilan enzimlerin % 25’ini lipaz
enzimleri olusturmaktadir. Rasemik bilesiklerin kinetik rezoliisyonunda en ¢ok
kullanilan enzimler, lipaz enzimleridir (Kim ve ark. 2000, Lee ve ark. 2001, Ghanem ve

Aboul-Enein 2004).

Lipaz enzimleri hayvan, bitki ve mikroorganizma kokenli olabilirler.
Mikroorganizmalardan baslica bakteri ve mantardan elde edilmektedirler. Giiniimiizde,
lipazlar ¢ogunlukla organik kimya ve biyoteknolojik uygulamalarda biyokatalizor

olarak kullanilir (Jaeger ve Reetz 1998, Gao ve ark. 2000).

34



Resit CAKMAK

Lipazlar hidroliz, esterifikasyon, interesterifikasyon, asidoliz ve aminoliz gibi
cok farkli biyodoniisim tepkimelerini gerceklestirebilme yetenegi olan ¢ok amach
biyolojik katalizorlerdir. Lipazlar ilimh tepkime kosullar1 altinda aktivite gosterirler.
Organik c¢oziiciilerde kullanilabilirler ve spesifik reaksiyonlarda secicilik gosterirler.

Etkin oldugu hidroliz reaksiyonu genel olarak asagida Sekil 2.1.”de verildi.

(@)
o
()
P N NN
—O
/T\/\/\/\
—O0
A
+3H,0 Lipaz
——OH
/ﬁ\/'\/\/\
HO t |7 OH
—OH

Sekil 2.1. Triagilgliserol’{in hidrolizi
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Sekil 2.2.°de ise lipaz enzimlerinin katalizledigi tepkimelerin sematik gosterimi

verilmistir (Zaitsev ve ark. 2003, Yilmaz 2010).

Hidroliz

R1COOR2 + Hzo > R1COOH +R20H
Esterlesme

R,COOH + R,OH » R,COOR, + H,0
Ic esterlesme

R,COOR, + R;COOR, > R,;COOR, +R,;COOR,

R,COOR, +R3COOH Asidoliz > R,COOR, +R,COOH
Alkoliz

R,COOR, + R;0H > R,COOR; + R,0H
Aminoliz

R,COOR, + R;NH, > R,CONHR; + R,0OH

Sekil 2.2. Lipaz enzimlerinin katalizledigi tepkimeler

Lipazlar, biyokatalizorler icerisinde 6nemli bir yer almakta ve biyoteknolojik
uygulamalarda yiiksek oranda kullanilmaktadir (Ghosh ve ark. 1996, Benjamin ve
Pandey 1998). Lipazlar, hem sulu hem de organik c¢oziicii sistemlerinde aktivite
gosterdikleri i¢in endiistride ve tip alaninda dnemli bir yere sahiptirler (Gupta ve Gupta
2005). Bu enzimlerin lipit igeren atik sularin enzimatik degradasyonu, organik sentez,
deterjan formiilasyonu, biyosurfektanlarin sentezi, oleokimyasal endiistri, siit endiistrisi,
agrokimyasal endiistri, kdgit yapimi, besin, kozmetik, kimyasal analiz ve ila¢ prosesinde
umut verici uygulama alanlart bulunmaktadir. Lipaz teknolojisindeki gelismelerle
birlikte yeni bilesiklerin sentezi i¢in de bu enzimlerin kullanimlar1 hizla artmaktadir
(Ghosh ve ark. 1996). Mikrobiyal lipazlarin, biyosensor olarak kullanilmalar1 ise yeni

bir alan olarak {imit vaat etmektedir (Jaeger ve Reetz 1998).

2.1.1.1. Ara Yiizeysel Aktivasyon

Lipaz enzimlerinin dogal substratlar1 Ozellikle su igerisinde c¢oziinmez,
dolayisiyla da reaksiyon su fazi-organik faz ara yiizeyinde kataliz edilerek
gerceklestirilir (Derewenda ve Sharp 1993). Cogu lipaz enzimin katalitik etkinlik
mekanizmas1 X-ray kristalografi ¢alismalart 151831nda “ara yiizeysel aktivasyon” olarak

adlandirilan bir adimi icermektedir. Lipaz enziminin aktif bdlgesi, polipeptit zincirinin
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sarmal boliimii ile olugan bir “kapak™ (lid) ile polar ¢oziiciilerden izole edildigi i¢in,
homojen sulu ortamda bu enzimler kapali formda (pasif konformasyonda) bulunurlar
(Secundo ve ark. 2006). Sekil 2.3.’de CRL enziminin aktif bolgesi kirmizi ile

gosterilmistir.

Sekil 2.3. CRL enzimi

Bu kapagin i¢ tarafi aktif tarafin hidrofobik bolgesine karsilik gelen non-polar
amino asitlerden olugsmaktadir (Sekil 2.4.). Fakat ikinci bir lipidik faz varliginda, lipaz
ara yiizeyinde adsorplanir. Kapak, konformasyonel degisiklige ugrar ve bu durum
enzimin hidrofobik kismin1 agiga ¢ikarir ve bdylece enzim substratla, non-polar ¢oziicii
ile veya bir hidrofobik polimer tasiyici ile etkilesebilecek hale gelir (Gonzalez-Navarro
ve ark. 2001). Lipaz enzimleri o/f kivrimlarina sahip monomerik proteinlerdir. Bu
yapida [ yapragi o sarmallart ile ¢evrelenmistir (Tyndall ve ark. 2002). Lipaz
enzimlerinin katalitik merkezi Serin, Aspartik asit (veya Glutamin) ve Histidin
ticliisiinden olugur. Katalitik serin kalintis1 bir klasik pentapeptittir. Diger klasik yapisal
element amit (-NH) gruplarindan olusmus oksianyon oyugudur. Oksianyon oyugu, ara
yiizeysel aktivasyona maruz kalan lipazlarda kapali konformasyondan agik

konformasyona gecerken meydana gelir (Uyanik 2011).
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ﬁ Alktif Biloe

"""""""""""" Organilk Caziiciide

Alztif Degil
I\ Kapah Lid

& Ara Yiizevsel Aktivasyvon

"""""""""""" Orgocanils Coziiciide
Aldctaf

Acilk Lid

Sekil 2.4. Aktif bolgenin ara yiizeyinde enzimin etkin hale doniismesi
2.1.2. CRL ve Kullanim Alanlari

Mikroorganizmalar tarafindan {iretilen hiicre dis1 lipazlarmm (EC 3.1.1.3)
biyoteknolojik proseslerde bir¢ok farkli kullanim alanlar1 bulunmaktadir (Benjamin ve
Pandey 1998). Spor liretmeyen, pseudofilamentous, tek hiicreli ve patojenik olmayan

maya, Candida rugosa’y1 sentezlemektedir (Lotti ve ark. 1993).

CRL ig-esterifikasyon, trans-esterifikasyon sterospesifik ve spesifik olmayan
hidroliz reaksiyonlarinda kullanilir. Simdiye kadar, CRL niteliginde olan genis bir
spesifiklik araligina sahip (substrat, pozisyonal, yag asidi ve sterotercih) higbir lipaz
enzimi arastirmacilar tarafindan bulunmamistir. Primer ve sekonder esterler veya
gliseritlerde ester baglara karsi genel bir ayirim 06zelligi vardir. Enzimlerin artan
fiyatlar1 karsisinda bunlar uzun siireli kullanim ic¢in, dayamiklilik ve ucuz destek

maddelerine immobilize edilerek kullanilmaktadir (Benjamin ve Pandey 1996).

1994 yilinda, CRL’nin neden (S)-sterospesifikligi sahip oldugunu agiklamaya
yonelik bir calisma yayinlandi. Bu g¢alismada, CRL’nin {i¢ boyutlu yapisi
incelendiginde, lipazin enantiyoseg¢iciliginin aktif bolgelerinde bulunan ve biiytikliikleri
birbirinden farkli 2 cep ile iliskili olabilecegi kanaati olusmus ve 1iyi bir
enantiyosegicilik i¢in asimetrik karbon atomuna baghh gruplarm (L ve M)
biiyiikliiklerinin birbirinden farkli olmasi gerektigini bildirmislerdir. Bu sekilde
gosterildigi gibi enantiyomerin aktif bolgeye uyumlu bir bigimde baglanmasi daha hizli

bir bi¢gimde reaksiyona girmesine neden olmaktadir. Protein yapisindaki enzimlerin
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aktif merkezlerinin ii¢ boyutlu yapisi (Sekil 2.5.) enantiyomerlerden yalnizca biri ile

uyum i¢indedir (Ghanem ve Aboul-enein 2005).

g |
OH OH

Sekil 2.5. Enantiyomerlerin lipazin aktif bolgesine baglanmalari

2.1.3. Enzim immobilizasyonu

2.1.3.1. immobilize Enzim Olgusunun Dogusu

Enzimler sahip olduklar1 fonksiyonel gruplar (-NH,;, -COOH) sayesinde suda
coziinme Ozelligine sahip spesifik biyokatalizorler olarak tanimlanabilir. Endiistriyel
uygulamalarin biiylik cogunlugu sulu ¢ozeltilerde gerceklestirilmektedir (Mutlu 2006).
Bu endiistriyel uygulamalarda katalizor olarak kullanilan serbest enzimin aktivitesini
yitirmeden geri kazanilmasi olanak disidir. Reaksiyonun gergeklestigi anda, ortamdan
serbest enzimin istenilen anda uzaklastirilamamasi nedeniyle reaksiyonun kontrolii
olduk¢a cok giictlir. Enzimatik tepkimenin istenilen zamanda durdurulmasi igin
reaksiyon ortamina inhibitor katilabilir, fakat ortama inhibitor eklenmesi serbest enzim
tarafindan kirletilmis olan reaksiyon iirlinlerine yeni bir kirlilik unsurunun eklenmesi
demektir. Bu eklenmis kirlilik unsurlarindan {iriin veya iirlinlerin aritilmasi1 maliyeti ¢ok
yiikseltmektedir. Reaksiyon ortamindan serbest enzimi aktivitesini yitirmeden
uzaklastirmak olanaksiz oldugundan enzimin yeniden kullanilmasi da s6z konusu
degildir. Bu ise enzimlerin ¢ok spesifik; ama o Ol¢lide de pahali katalizor olmalari
nedeniyle maliyeti yiikselten onemli bir etmen olarak sdylenebilir. Serbest enzimlerin
sahip olduklar1 bu 6zelliklerinden dolay: stirekli sistemlere de uygulanmalari miimkiin
degildir Ayrica, enzim {iretiminde hammadde sorunu ise mikrobiyal kaynaklar
sayesinde biiylik 6l¢iide ¢oziilmiis olmakla birlikte enzimlerin mikrobiyal kaynaklardan
saflastirma islemleri oldukca zahmetli ve masrafli basamaklardan olugmaktadir (Aksoy

2003, Alptekin 2009, Yilmaz 2010).
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Enzimlerle ilgili siralanan biitiin sorunlar pozitif olarak c¢odziimleyebilmek,
biyoteknolojide ¢esitli amaglarla kullanilmaya baglanan enzimleri endiistri i¢in daha
cekici hale getirmek gerekmektedir. Bilim adamlar1 bu katalizorlerin daha ekonomik ve
kullanisli hale getirilme olanaklarinin arastirilmasimma yonelmislerdir. Bdylece
enzimlerin 1sisal mekanik ve kimyasal kararliliklarini artirmak ve bircok kez
kullanabilir kilma diisiincesi, immobilize enzim olgusunun dogmasina sebep olmustur

(Hung ve ark. 2003, Chiou ve Wu 2004, Cao 2005, Guisan 2006).

2.1.3.2. Enzimlerin immobilizasyonu

Tarihte bilinen ilk enzim immobilizasyonu Nelson ve Griftin (1916) tarafindan
adsorpsiyon yontemiyle gergeklestirilmis olup modern anlamda ise ilk olarak;
Grubhofer ve Schleith (1953), tarafindan bazi immobilize enzim tiirleri hazirlanarak
kinetik parametreleri incelenmistir. Daha sonraki yillarda bu alandaki g¢alismalar
diinyanin her tarafindan bilim adamlarinin ilgisini ¢ekmis ve ¢ok sayida degisik enzim
farkl destek maddelerine degisik amaclarla immobilize edilmistir (Manecke ve Singer

1960, Yilmaz 2010).

Immobilizasyonun kelime anlami, hareketsiz hale getirmek, kimildatmamak
anlamma gelmektedir (Gezer 2009). Immobilizasyon, enzimlerin suda ¢dziinmeyen bir
kat1 destek maddesine fiziksel veya kimyasal olarak baglanmasiyla, suda ¢oziinmeyen
iirlin veren bir kopolimerizasyona, enzim molekiiliiniin monomer olarak katilmasi ve
suda ¢oziinmeyen bir matriks veya suda ¢éziinmeyen mikrokapsiillerde tutuklanmasidir

(Klibanov 1989).

Her enzim i¢in bir ideal tasiyici oldugunu ve immobilizasyon yontemi se¢iminde
ise bilimsel standartlarin olustugunu sdylemek su an miimkiin degildir. Destek maddesi
ve immobilizasyon yontemi secilirken; hem immobilize enzimin karakteristikleri ve
kullanilmast planlanan alan hem de segilen yontem ile destek maddesinin
kombinasyonunun sinirlamalarinin ve 6zelliklerinin uyumuna dikkat edilmesi gerekir.
Enzim immobilizasyon teknolojisi basta kimya olmak iizere biyokimya ve hiicre
biyolojisi disiplinleri ile biyokimyasal ve proses miihendisliklerinin ortak bir arastirma

alanidir (Aktas 2004, Tutar 2009).
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2.1.3.3. immobilize Enzimlerin Ustiinliikleri

Immobilizasyon isleminin sonunda; immobilize edilen enzimin optimum
sicakliginda artiglar olabilir ve optimum pH’sida degisebilir. Ayrica, K,, degerleri
immobilizasyondan etkilenebilir. Matriks, enzim i¢in yeni bir ortam olusturarak enzimin
aktivitesini degisik yollarla etkiler. Enzimin aktif bolgesi degisiklige ugrayabilir veya
matriks substratin hareketini engelleyebilir. Immobilizasyon islemi ekonomik yonden
avantajlar saglar. Kullanilan immobilizasyon teknigi hangisi olursa olsun immobilize
edilen enzimlerin serbest enzimlere gore bir¢ok iistiinliikleri vardir. Bu da enzimlerin
kesikli veya siirekli islemlerde kullanimini kolaylastirmaktadir (Cizelge 2.1.).
Immobilize edilen enzimlerin serbest enzimlere gore iistiinliikleri siralanmistir (Aksoy

2003, Karaca 2006, Yilmaz 2010).

Cizelge 2.1. Immobilize enzimler ile serbest enzimlerin karsilastirilmasi

Serbest Enzim

Reaksiyon sonunda ortamdan
uzaklagtirilmasi giictiir.

Uriinlerde az da olsa kirlilik
yaparlar.

Cevre  sartlarindan  kolayca

etkilenirler.

Her o6rnek bir kere ve kisa siire
i¢cin kullanilabilir.

Kararsiz ve dayaniksizdir.

¢ok  adimhi  reaksiyonlarda
kullanilamalar1 miimkiin
degildir.

Aktivitelerini ¢gabuk kaybeder

Kendi kendini parcalama
ozellikleri bulunmaktadir.

immobilize Enzim

Stizme ve santrifijleme gibi  Dbasit

yontemlerle ortamdan kolayca ayrilirlar.

Tamamen ayrildigindan iiriinlerle kirlilik
meydana gelmesi s6zkonusu olamaz.

Cevre kosullarina karsi serbest enzimlerden
daha dayaniklidirlar.

Her 6rnek bir¢ok kez kullanilabilir ve serbest
enzime gore daha uzun siire depolanabilir.

Daha dayanikli ve kararlidir.

Birbirini izleyen cok basamakl1
reaksiyonlarda kullanilmalar1 uygundur.

Aktivitelerini hemen kaybetmezler

Kendi kendini parcalama
6zellikleri minumuma indirgenir.

(otokataliz)
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Immobilize enzimlerin, proses kosullarinda aktif oldugu siire, serbest enzime
gore daha yiiksektir. Boylece islem siiresi kisalir ve daha fazla saf iirlin elde edilir
(Telefoncu ve ark. 1990). Immobilizasyonun bu kadar ¢ok avantaji olmasina ragmen

bazi dezavantajlar1 da vardir. Sirasiyla;

> Immobilizasyon sirasinda sicaklik degisimi, pH degisimi ve serbest radikallerin
olusmas1 gibi faktorler enzimin denatiire olmasina, dolayist ile aktivitesini
kaybetmesine yol acar. Bu nedenle enzim immobilizasyonu sirasinda aktif
gruplarin korunmasi i¢in immobilizasyon isleminin uygun kosullarda (oda

sicakligt, notral pH vb.) gergeklestirilmesi ¢ok 6nemlidir.
» Cok basamakli immobilizasyon iglemlerinde enzimin kararlilig1 sinirhdir.
» Bazi enzim tastyicilarinin maliyeti digerlerine gére ¢ok yiiksektir.

Immobilizasyon islemleri sirasinda enzimin yapis1 konformasyonel degisiklige
ugrayabilir. Farklt sebepler, immobilize enzimin zincir hareketlerini degistirebilir.
Bunlar, immobilizasyonda kullanilan kimyasallarin tipi, destek maddesi ile enzimin
karsilikli etkilesmesi, aktiflestirici veya capraz baglayict kimyasallar ile enzimin
etkilesmesi olarak siralanabilir (Tutar 2009). Aktiflestirilmis tasiyict kati destek
maddelerine enzimlerin immobilizasyonunda, diisiik immobilizasyon etkinligi ve enzim
kararliliginda artis veya azalis meydana gelebilmektedir. Ayrica, enzim
immobilizasyonu enzimin etrafindaki mikro ¢evreyi etkileyebilir ve enzim davranislar
iizerinde asagida belirtildigi gibi bazi degisiklikler meydana gelebilir (Alptekin 2009).
Bu degisiklikler sirayla;

v" Bolme Etkisi: Bolme etkisi ¢ok gozlenen bir durumdur. Poliiyonik destek
maddesi kullanildiginda iyonik yapiya sahip substrat, tepkime ortaminda
homojen olarak dagilmaz yani enzim cevresinde kiitle fazindakinden farkl
derisimde bulunabilir. Olgiilen derisim degerleri genellikle kiitle fazindan
yapilir. Ayrica, ¢oziinen madde ile polimerik destek maddesi arasinda hidrofobik

etkilesmeler de meydana gelebilir.

v" Yapisal Degisiklikler: immobilizasyon isleminde, enzimin yapisinin belli bir
pozisyonda uzun siire kalmasi ile enzim ve destek maddesi arasinda ¢ok sayida

baglanma olusabilir. Enzimin katalitik aktifligi, yapisal degismelere bagh
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oldugundan K, ve V. degerlerinde de farkliliklar; enzim aktifliginde

azalmalar gozlenebilir.

Difiizyon Simirlamasi: Difiizyonel sinirlama, fiziksel biiyiikliik ile ilgilidir. Eger
polimer desteginin gozenek c¢api, substrat molekiiliinden kii¢lik ise substratin
destek icine difiizlenmesi ve enzim ile temasa ge¢mesi engellenir ve bunun

sonunda herhangi bir katalitik etki gdzlenmez.

Inaktivasyon: Yiiksek pH, ortamda serbest radikallerin ve oksitleyici
reaktiflerin varligi gibi zor tepkime sartlarinda gerceklesen immobilizasyon
islemleri, enzimin bir kisminin veya tamaminin aktifligini yitirmesine sebep
olabilir. Boylece immobilize enzimin spesifik aktifligi, serbest enzimin
aktifliginden oldukca diisiik olabilir. Enzim herhangi bir konformasyonel

degisim olmaksizin aktifligini yitirebilir.

Sterik Smmirlamalar: Eger immobilize enzimin aktif uglari, substrat
molekiiliiniin yaklagmasina elverigli pozisyonda degil ise; sterik problemlerin
ortaya ¢ikma ihtimali ¢ok yiiksektir. Ornegin enzimin aktif gruplar1 destek
maddesine doniik ise, substratin aktif merkeze yaklasmasi engellenir. Enzim
polimerik kafeste hapsedildiginde, substrat molekiillerinin enzime yaklasip direk

temasa ge¢mesi matriks tarafindan engellenebilir (Karaca 2006).

2.1.4. Enzim immobilizasyonunda Kullanilan Destek Maddeler

Enzim immobilizasyonunda yaygin olarak kullanilan destek maddeleri,

anorganik ve organik yapida maddelerdir. Organik maddeler, dogal (polisakaritler,

proteinler ve karbon) ve sentetik (Polistiren ve diger polimerler) polimerlerdir.

Anorganik maddeler ise dogal mineraller (Bentonit ve silika) ve islenmis cam

(gozenekli ve gozeneksiz), metaller ve gozenekli metal oksitler gibi maddelerdir

(Guisan 2006).

2.1.5. Enzim immobilizasyon Yéntemleri

Enzimlerin immobilizasyonunda, fiziksel ve kimyasal baglanma yontemleri

kullanilir (Sekil 2.6.). Kimyasal baglanma yonteminde, enzim ve destek maddesi

arasinda, kovalent baglar meydana gelir. Fiziksel baglanma ydnteminde ise, enzimin

destege daha zayif baglanmasi veya hapsedilmesi s6z konusudur (Karaca 2006).
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Enzim immobilize edilirken aktif merkezin bu islemden kesinlikle
etkilenmemesi gerekir. Aktif merkezde farkli fonksiyonlara sahip iki bolge
bulunmaktadir. Bunlardan biri katalitik merkez digeri ise substrata spesifikligi saglayan
merkezdir. Aktif merkezdeki aminoasitler veya merkezin {i¢ boyutlu yapis1 degisirse
katalitik aktivite azalir ve substrat spesifikligi degisir. Immobilizasyon islemi 1liman
kosullarda gergeklestirilmelidir. Yiiksek sicaklik, kuvvetli asidik veya bazik ortam,
organik ¢oziiciiler ve yiiksek tuz konsantrasyonu ile muamele denatlirasyona dolayisi ile

aktivite kaybina neden olur (S6kmen 2005).
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Sekil 2.6. Enzim immobilizasyon yontemleri (Y1lmaz 2010)
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2.1.5.1. Kovalent Baglanma Metodu ile Enzim Immobilizasyonu

1950’lerden beri gelistirilmekte olan ‘‘enzimlerin kovalent immobilizasyonu’’
giinlimiizde 6nemli bir metod haline gelmistir. Enzim destek maddesine kovalent olarak
baglandiktan sonra enzimin destekten ayrilmasi miimkiin degildir. Bundan dolay1
kullanilan matriksten enzimin sizintis1 kovalent baglanmis immobilize enzimler ile ¢cogu

kez minimuma indirilmis olur (Zarbosky 1973).

Kovalent immobilizasyonda, enzimlerin reaktif destek maddelerine kovalent
baglanmasi sulu ortamda ger¢eklesmektedir. Enzimin destek maddesine kovalent
baglanmasinda dikkat edilecek 6nemli nokta, baglanmanin enzimin aktivite gosterdigi
bolge lizerinden olmamasina mutlaka dikkat edilmelidir. Yani, kovalent baglanmada
katalitik hareket icin enzimin yapisinda aktif merkezin disinda kalan bdolgeler
kullanilmalidir (Cao ve ark. 2003). Enzimin katalitik gérevde yer almayacak kisimlar
destek maddesine kovalent bagla baglanmada kullanilmali ki bdylece enzim aktivitesini
kaybetmesin. Enzim iizerindeki aktif bdlgeyi korumak i¢in birka¢ yontem vardir. Bu

yontemler:
v Kovalent baglama siiresince yarismali inhibitor veya substrat varligi,
V' Tersinir kovalent baglanmis enzim-inhibitor kompleksi olusumu,

v Kimyasal olarak modifiye edilerek matris ile kovalent bag yapabilecek yeni

gruplar kazandirilmis enzim ve
v' Zimojen 6n belirtecidir (Kennedy ve Cabral 1995).

Enzimler tasiyici destek maddelerine baglamadan oOnce mutlaka aktive
edilmelidir (Glazer ve ark. 1962). Enzimin ylizeyinde yer alan aminoasit artig1 ile destek
ylizeyinde yer alan fonksiyonel grup arasindaki kimyasal bag Sekil 2.7.°de
gosterilmistir. Enzim ile tasiyict destek maddeleri arasindaki baglanma yiiksek
oldugundan bazen enzimatik aktivitenin arttif1 da gorlilmektedir (Mattiasson ve Kaul

1991).

Sekil 2.7.°de kovalent baglanmis bir immobilize enzim, tasiyict destek
maddelerine, arakol, destegin fonksiyonel bag yapacak grubu ve enzimde bulunan aktif
amino asit grubu bilesenlerininin bir ¢ok par¢adan olusmus sekli gosterilmistir (Cao

2005, Alptekin 2009).
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Sekil 2.7. Enzimin tasiyict destege kovalent immobilizasyonu: (a) aktif amino asit artigi; (b)
tastyict destegin fonksiyonel bag yapacak grubu; (c) tastyict destek maddesi; (d)
oganik uzatma kolu

Kovalent baglanmada, enzim yiizeyinde bulunan amino asitlerin -NHj, -SH, ve -
COOH gibi fonksiyonel gruplar iizerinden bir tasiyic1 kati destek maddesi baglanir.
Etkili baglantiyr elde etmek icin enzim ve kati destek maddesinin islevselligi
immobilizasyondan dnce aktive edilmelidir. Tastyici kat1 destek maddeleri sik sik enzim
baglamak i¢cin kullanilmadan once aktive edilirler. Baglarin sayist veya baglanma

modelinin kontrolii birgok durumda gereklidir (Gemeiner 1992, Alptekin 2009).

Tasiyic1 destege kovalent bagli immobilize enzimin performansini etkileyen
faktorler; tastyict kat1 destek maddesinin fiziksel 6zelligi (gbzenek biiyiikligii, partikiil
buytikligl, gozenekliligi, sekli), tasiyict kati destek maddesinin kimyasal tipi (yapinin
kimyasal kompozisyonu, aktif iglevselligi ve diger aktif olmayan islevsellikler), zincirin
kimyasal yapist veya baglanma 6zelligi, immobilize olduktan sonra veya immobilize
edilirken enzimin konformasyonu, enzim yonlendirmesi, ¢apraz baglama reaktifinin
uzunlugu ve 6zelligi, enzimleri baglamak i¢in kullanilan ortamin 6zellikleri, tasiyici kati
destek maddesi ve enzim arasinda olusan baglarin sayisi, tasiyict kati destek
maddelerinin i¢inde veya lizerindeki enzim dagilimi seklinde verilebilir (Cao 2005,

Alptekin 2009).

Enzimlerin yilizeyinde bulunan fonksiyonel gruplar (iyonik, polar ve hidrofobik
gruplar) baglanmada rol oynarlar. Enzim immobilizasyonunda kullanilacak tasiyici kati
destek maddeleri, suda ¢oziinmemeli ancak biiyilk 6l¢iide hidrofobik karakterli de
olmamali, suda 1slanabilmeli, ayrica mekanik etkilere kars1 dayanikli olmalidir. Bu tiir
desteklerin seciminde enzim ile destek arasindaki bagin aktivite i¢in zorunlu gruplar
tizerinden olmamasi yaninda destegin enzim tarafindan pargalanmamasi,

mikroorganizma iiremesine olanak vermemesi, pH ve ¢oziiciilere kars1 dayanikli olmas1
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gibi Ozellikler icermesine dikkat edilmelidir (Telefoncu ve ark. 1990, Kiling ve ark.
2002, Alptekin 2009). Ciinkii secilen destegin fiziksel ve kimyasal oOzellikleri
immobilize enzimin performansini (6rnegin, aktivitesini, segiciligini, kararliligini)
dogrudan etkilemektedir. Tastyict kati destek maddelerinin yiizeyi, i¢ yiizeyi ve dis
yiizeyi (gozeneksiz desteklerde i¢ yiizey sifirken oldukca gozenekli desteklerde dis
yiizey ihmal edilebilir) kapsamaktadir (Sekil 2.8.). Bir makro-gozenekli destekte
partikiil ¢apina bagli olarak i¢ yiizey genellikle dis yiizeyin 100—1000 kat1 kadardir (Cao

2005, Alptekin 2009).
Q‘al @  Dis yizeydeki enzim
A, e 3 ;

&

e
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Sekil 2.8. Gozenekli destek maddesinin i¢ ve dis yiizeyi

Genellikle baglanan enzim miktar1 (mg protein/g destek) ve immobilize enzimin
aktivitesi destegin ylizey alanindan ¢ok destegin gozenek biiyiikliigi ile iliskilidir. Etkili
bir immobilizasyon i¢in gozenek biylikliglii enzimin boyutunun 3-9 kati olmasi

gerektigi bildirilmistir (Cao 2005, Alptekin 2009).

Gozenek biiylikliigli yalnizca ylizey alani ile iligkili degil, diflizyon sinirlamasi
ve immobilize enzimin hareketliligi ile de iliskilidir. Eger enzimin biyukligi
biliniyorsa teorik olarak gerekli olan gozenek biiyiikliigii tahmin edilebilir. Sekil 2.9°da
gozenek biiyiikliigii azaldik¢a enzimin ylizeyi kullanma etkinligi azalmaktadir (Alptekin

%2 S 2 e
.Enz.m

Sekil 2.9. Enzim ve gbzenek biiyiikliigii arasindaki iligki (Cao 2005)

Gozenek
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Tasiyict kat1 destek maddesinin yiizey yapisina bagl olarak enzimin bir takim
ozelliklerinde degisimler meydana gelebilir. Bu degisimler; enzimin stabilitesi
(kararlilik), enzimin aktivitesi, se¢iciligi, enzim konformasyonu, yonlenmesi, pH ve
sicaklik profilidir (Alptekin 2009). Kovalent immobilizasyonda secilen inorganik
destegin yiizeyine fazla miktarda enzimin baglanabilmesi i¢in destegin miimkiin olan en

kiiclik gozenek biiytikliigline sahip olmasi gerektigi bildirilmistir (Weethall 1976).

Immobilizasyon, oda sicakligi ve notral pH gibi ¢ok 1liman kosullarda
gerceklestirilmelidir  (Alptekin  ve ark. 2009). Enzimin destege dogrudan
immobilizasyonunda enzim hareketi sinirli iken organik ara kol (Sekil 2.10.) tizerinden
immobilizasyonunda enzim daha serbest hareket edebilmektedir. Organik ara kolun
immobilize enzim aktivitesi lizerine etkisi karmagiktir. Bunun nedeni organik ara kol
varliginda mikrocevredeki, enzim yonlenmesindeki ve enzimin esnekligindeki
degisimlerdir. Uygun organik ara kolun (uzunluk, hidrofiliklik, dallanmishik veya
dogrusallik v.b.) kullanimiyla immobilizasyon sonunda immobilize enzim aktivitesi

yiiksek olabilmektedir (Cao 2005).

@

(a) (b)

(c) (d)

Sekil 2.10. Enzimin tasiyict destek maddesine dogrudan (a), organik uzatma kolu ile (b),
Dallanmis organik uzatma kolu ile (¢) ve yiiklii uzatma kolu (d) tizerinden
immobilizasyonu (Cao 2005)

2.1.5.2. Kovalent Baglanmanin Avantajh ve Dezavantajh Yonleri
Avantajl1 yonleri asagida maddeler halinde verilmistir;

¢ Tastyic1 kat1 destek maddesine, enzimin baglanmasi kolaydir ve bagli olmayan
enzim ise yikama islemi ile uzaklastirilabilir.
% Siirekli sistemlere uygundur.

% Degisik fiziksel formlarda (tabaka, partikiil, fiber vb.) imal edilebilirler.
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0

Kovalent baglamadaki baglar ¢ok siki oldugu i¢in, immobilizasyonu yapilmis
enzimin kullanimi esnasinda, ortamda yiiksek iyonik karakterli ¢oziiclii veya
substrat bulunmasi durumunda dahi enzimlerin destekten sizmalari miimkiin
degildir.

Enzim, tasiyict kati destek maddesi yilizeyindeki belirli bolgelere lokalize
oldugundan dolay1 enzim ile substratin karsilagsma ihtimali yiikselir.

Enzim ile tasiyict kati destek maddesi arasindaki gii¢lii etkilesimden dolay1

enzimin sicaklik kararlili§inda artis gozlenir (Rao ve ark. 1998).

Kovalent baglanma yonteminin dezavantajhi yonleri ise asagida

maddeler halinde verilmistir;

Baglanma aktivite i¢in zorunlu amino asit fonksiyonel gruplari iizerinden
gerceklestigi i¢in enzim aktivitesinin diisme ihtimali bulunmaktadir.

Enzimin tastyiciya baglanmasi 6zel ve masrafli hazirliklar: gerekli kilabilir.
Biyokatalizoriin  toksik reaktiflere ve sert reaksiyon kosullarina maruz
kalmasindan dolay1 iiriin veriminde diisiis gozlenir.

Tastyict kat1 destek maddesinin yenilenmesi ve biyokatalizoriin tasiyicidan geri
kazanilmasinin imkéansiz olmasi.

Kismi modifikasyondan dolay1r enzim molekiillerinin aktif yapilar1 bozulmaya
egilim gosterir.

Enzim molekiilleri ile tasiyict kati destek maddesi arasindaki kuvvetli
etkilesimler, enzimin serbest hareket etmesini engelleyerek enzimin aktivitesinin
diismesine sebebiyet verebilir.

Immobilizasyon islemi i¢in uygun optimum kosullar1 bulmak zordur (Rao ve
ark. 1998).

2.2. Nano, Nanoteknoloji ve Nanopartikiil

Nano, Yunanca “ciice” anlamina gelir. Nano 6n eki kullanilarak tanimlanan

ifadeler, herhangi bir 6l¢iiniin milyarda birini ifade eder. Nanometre (nm) ise, metrenin

milyarda birini (1 nm=10"" m) ifade eder. Nano yapilar uzunluk olarak bakildiginda

yaklagtk 10-100 atomluk sistemlere (10~ m) karsilik gelir. 1-500 nm biiyiikliik

araligina Nanodlgek denir. Bir insan sag telinin ¢apimin yaklasik 10° nm oldugu goz
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Oniine alindiginda nano kavraminin ne kadar kiigiik bir 6lgek oldugu daha iyi

anlasilmaktadir.

Nanoteknoloji, ¢esitli araclarin, malzemelerin ve yapilarin molekiiler diizeyde
islenmesi, olusturulmasi ve manipiile edilmesi olarak tanimlanmaktadir. Nanoteknoloji,
atomlarla oynayan bir teknolojidir. Atom ve molekiilleri tektek maniple ederek istenilen
yapinin olusturulmasi ilkesine dayanir. Atomlar ayr1 ayri isleme tabii tutulur. Maddenin
atomik veya molekiiler boyutta miithendisliginin yapilarak yepyeni 6zelliklerinin acgiga
cikarilmasi; nanometre 6lgegindeki fiziksel, kimyasal ve biyolojik olaylarin anlagilmasi,
kontrolii ve iiretimi amaciyla fonksiyonel materyallerin, cihazlarin ve sistemlerin
gelistirilmesi nanoteknolojinin konusudur. Bir malzemenin sahip oldugu o6zellikler,
malzemenin bir ya da daha fazla dogrultudaki biiyiikliigli nanometre diizeyinde
kiigiiltiildiigiinde degismektedir. Ornegin, normalde kirtllgan bir malzeme olan seramik,
tanecik biiyiikliigli nanometre degerine indirildiginde kolaylikla deforme olup
sekillendirilebilmektedir. 1 nm biiylikligiindeki altin tanesi kirmizi renk gostermektedir.
Bundan baska, nano biiytikliikteki tozlarla takviyelendirilen kompozit malzemeler ¢ok

daha yiiksek performans degerlerine ulagmaktadir (Ozdogan ve ark. 2006).

Nanopartikiil; 1 pm’den kiicliik boyuta sahip partikiiller nanopartikiil olarak

isimlendirilmektedir.

Nanopartikiillerin avantajlar1 asagidaki gibi 6zetlenebilir;

1. Kararhhk: Polimerik nanopartikiiller (bir maddeyle ylizeyi kaplanmis
nanopartikiiller) olduk¢a kararli yapilardir. Bu 6zellikleri, lizerlerinde tasidiklari
biyoaktif molekiillerin kararliliklarini da arttirmaktadir.

2. Yiizey alami: Nanopartikiiller mikropartikiillere gore ¢ok daha biiyiik ylizey
alanina sahiptirler.

3. Boyut: Nanopartikiiller boyutlarina gore hiicre tarafindan fagositoz edilebilirler
ya da belli siireler dolagim sisteminde kalabilirler.

4. Modifikasyon: Nanopartikiiller boyutlar1 degistirilerek ve farkli polimerik
kaplamalar kullanilarak kararliliklar: arttirilabilmektedir.

5. Tasmmm: Nanopartikiillerin herhangi bir tasiyiciya ihtiya¢ duyulmadan istenilen
bolgeye enjeksiyon yoluyla ulastirilabilirler (Kahraman 2008).
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2.2.1. Demir Oksit Bilesiklerinin Yapisi ve Ozellikleri

Demir, diinyadaki en yaygin metallerden biridir. Demir elementi -2’den +6’ya
kadar farkli degerlige sahip olabilir ancak en yaygin olarak bulunan Fe** ve Fe*’tir.
Hava ortaminda ¢ogu Fe (II) bilesikleri daha kararli olan ve daha yaygin bulunan Fe
(III)’li tirlere dontistir. Demir’in o, B, ve 6 olarak bilinen {i¢ allotropik formu
mevcuttur. o-Fe oda sicaklifinda en kararli demir formudur. Curie sicakligi olan 770
°C’nin altinda Fe Ferromanyetik olur. Demir, oksijenle ii¢ bilesik yapar. Birincisi, FeO
(viistit (wiistit)) siyah bir tozdur ve oda sicakliginda kararsizdir. ikincisi, Fe,O5’tir, pas
olarak da bilinir. Ugiincii bilesik, Fe;0, (magnetit) siyah renktedir ve hem Fe*? hem de
Fe™ iyonlarmi igerir. Kimyasal formiili bazen FeO.Fe,O; seklinde de verilebilir
(Karaaga¢ 2011). Dogada bulunan demir oksitler farkli manyetik ozelliklere ve
kimyasal bilesenlere sahiptirler. Bulk halde Ferrimanyetizma gdsteren manyetit (Fe;O,),
maghemit (y-FeO3;) ve hematit (o-FepOs) gibi demir oksitler nanoboyutta
sliperparamanyetizma gosterirler. Bu li¢ demir oksit, kimyasal, manyetik ve fiziksel
ozellikleri nedeniyle teknolojik agidan olduk¢a O6nemlidir. Manyetit ve maghemit en

genel ve en ¢ok arastirilan demir oksitlerdir (Karaaga¢ 2011, Karaagag ve Kogkar

2012).

2.2.2. Nanopartikiillerin Hazirlanma Y ontemleri

Nanopartikiillerin hazirlanmasi icin kullanilan yontemler iki ana baslik altinda
toplanabilir. Bunlar gaz fazi ve sivi fazi hazirlama yontemleridir. Kimyasal buhar
depozisyonu, metalo-organik kimyasal buhar depozisyonu ve sprey/lazer piroliz gaz-
faz1 yontemleri arasinda sayilabilir. Sivi faz hazirlama yontemlerinden bazilari ise
mikroemilsiyon, hidrotermal hazirlama, termal parcalama ve ortak ¢oktiirmedir.
Bunlardan termal parcalama yiiksek sicaklik reaksiyonlart bagligi altinda da

incelenebilir (Karaagac 2011, Karaagag¢ ve Kockar 2012).

Pek ¢ok metot ile nanopargacik hazirlanabilir. Kullanilan baz1 yontemler; ikili

¢oktiirme, mikroemilsiiyon, hidrotermal hazirlama ve termal parcalamadir:

% Termal Parcalama: Kiigiik boyutlarda, monodispers, oda sicakliginda
sliperparamanyetik nanoparcaciklar termal pargalama yontemiyle kolaylikla

hazirlanabilmektedir. Ayrica bu teknik kullanilarak diger manyetik
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nanoparcaciklar da, CoFe;O4, Cr;O;, MnO, Co304 ve NiO’de
hazirlanabilinmektedir (Bronstein ve ark. 2007, Lu ve ark. 2007).

% Mikroemiilsiyon: Mikroemiilsiyonla, birbirine karismayan iki stvinin kararlilig
saglanir. Yag fazinda nano boyutta su damlalarn igeren, su-yag (s/y)
mikroemulsiyonu demir oksit nanoparcaciklari elde etmek icin sik¢a kullanilan
bir metottur. Surfaktan kapli su birikintisi, parcaciklarin olusumu i¢in uygun
ortami1 olusturur ve pargaciklarin biiylimelerini siirlandirir.  Manyetik
nanoparcaciklar, su fazindaki Fe**/Fe* ve NaOH’mn ¢oktiirme reaksiyonuyla
kolayca elde edilir (Lee ve ark. 2001, Lu ve ark. 2007).

¢+ Hidrotermal Hazirlama: Sistem, hidrotermal sartlar altinda farkli reaksiyon
sicakliklarinda Metal Linoleat (kat1), sivi fazda etanol-linoleik asit ve su etanol
karisimindan olusur. Bu yontemle monodispers 9 nm Fe;O4 ve 12 nm CoFe,04
nanopargaciklari elde edilmistir. Ayrica monodispers, hidrofilik, tek kristal ferrit
mikrokiireleri elde edilmistir. FeCls, etilen glikol, sodyum asetat ve polietilen
glikol iyice karigtirilarak basingli kaplara konur ve reaksiyon 200 °C’de 8-72
saat arasinda gerceklestirilir. Bu yontem ile 200—-800 nm arasinda monodispers
nanopargcaciklar elde edilir (Lu ve ark. 2007).

% ikili Coktiirme yontemi: Fe*> ve Fe* iyonlarmin bulundugu bir ¢6zeltide inert
gaz ortaminda ve yeterince kuvvetli karistirma altinda bir baz ¢o6zeltisinin
ilavesiyle demir oksit nanopartikiilleri ilk kez Massart tarafindan hazirlandi
(Karaagag 2011, Karaaga¢ ve Kockar 2012). Ikili ¢oktiirme, demir oksit (Fe3Oy,
v-Fe,03) hazirlanmasinda kullanilan bir yontemdir (Martinez-Mera ve ark. 2007,

Sun ve ark. 2010).

Ikili ¢oktiirme yontemi, kolay uygulanabilirligi ve yiiksek verimliliginden dolay1
(diger tekniklere gore reaksiyon siiresi daha kisadir ve daha ¢ok {iriin verir) manyetik
nanopartikiil hazirlanmasinda siklikla kullanilan bir ydntemdir. Ikili ¢dktiirme
yonteminde belirli oranlarda karistirilan Fe*? ve Fe™ tuzlarinm sulu ¢ozeltileri bazik
ortamda (amonyak, amonyum hidroksit ve sodyum hidroksit ¢ozetisi gibi) giiglii bir
karistiricr altinda ¢oktiiriiliir. Fe;O4 nanopargaciklarinin ¢cokmesi i¢in pH degeri 8 ile 14

arasinda olmalidir (Lu ve ark. 2007). Oksidasyon olmayan ortamda [Fe**]/[Fe*’] orani

+25 +3,

1/2 olarak secilirken O;’li ortamda Fe™’nin Fe™’e doniismesi ile bu oran

degiseceginden 2/3 orani tercih edilir (Khalafalla ve Reimers 1980). Ortak c¢oktiirme
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sirasinda son iiriin elde edilene dek bircok ara basamak gergeklesebilir. Bu
reaksiyonlarda demir oksitin olusabilmesi i¢in baz konsantrasyonu tim reaksiyonlarin
olusmasina yetecek kadar olmasi gerekir. [OH] degeri yeterli olmadiginda demir oksit

olusumu sinirlt kalmaktadir (Alibeigi ve Vaezi 2008).

Ortak c¢oktlirmenin ana avantaji, oldukca fazla miktarda {irtin elde
edilebilmesidir. Fakat parcacik boyutunun kontrolii sinirhidir. Ciinkii bu yontemde
kristallerin olusumu iki basamak igerir (Lu ve ark. 2007).

7

*» Birinci basamak, ¢ekirdeklenmedir. Cozelti konsantrasyonu kritik doyuma
ulastiginda nanopargacik ¢ekirdekleri olusmaya baslar.

%+ Ikinci basamak olan biiyiimede ise olusan ¢ekirdekler biiyiir ve kristaller olusur.

Elde edilen nanoparcaciklarin monodispers olmasi bu iki basamagin birbirinden
ayrilmasina baglidir (Tartaj ve ark. 2003). Bu ise partikiillerin hazirlanmasini etkileyen
parametrelerin kontrolii ile saglanabilir. Bu yontemde, parcacik boyutunu, manyetik
ozellikleri ya da yiizey ozelliklerini etkileyen faktorler, Fe**/Fe*® konsantrasyon orani,
cozelti pH’1, demir iyonlarinin konsantrasyonu, karistirma hizi, reaksiyon sicakligi ve
reaksiyon siiresi olarak siralanabilir (Liu ve ark. 2002, Zhao ve ark. 2008, Valenzuela ve

ark. 2009).

Kiiciik boyutlu partikiiller elde edilmesi istendiginde reaksiyon oda sicakliginda
gergeklestirilir. Hazirlanma sartlar belirlendiginde, ayni nitelikte nanoparcaciklar tekrar
elde edilebilir. 3-20 nm arasinda parcacik elde etmek miimkiindiir. Manyetik
nanoparcaciklar i¢in manyetik doyum degerleri bulk degerinden (90 emu/g) diisiik
olarak 30-50 emu/g arasinda degisir. Manyetit (Fe;O,4) kararli degildir. Havayla ya da
asit ortaminda kolayca okside olarak maghemite (y-Fe,O3) doniisiirler (Esitlik 2.1.).

4Fe;04 +2H'/0; ———» y-Fe,05 + Fe? + H,0 (Esitlik 2.1.)

Maghemit i¢in oksidasyon biiyiik bir problem degildir. Bu yiizden, manyetit
nanoparcaciklart  kasitli olarak okside edilerek maghemit nanoparcaciklarina
dontstiiriiliir. Bu doniisiim, parcaciklarin asit ortaminda dispersiyonu ve ardindan
Demir (III) nitrat eklenmesiyle yapilir (Lu ve ark. 2007). Bu sekilde hazirlanan
parcaciklar ¢ozeltinin pH degerine bagli olarak yiizey yiiklerine sahiptirler.
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Bu yontemin en biiyiilk avantaji, biiyiik miktarda pargacik hazirlanabiliyor
olmasidir (Maity ve Agrawal 2007, Kahraman 2008, Kahraman ve ark. 2011). Ortak
coktiirmeyle elde edilen nanopargaciklar polidisperstirler. Bloklama sicakligi, parcacik
boyutuna baglidir. Genis boyut dagilimi, genis oranda bloklama sicaklik dagilimina
neden olur. Bu yiizden, pargaciklar pek ¢ok uygulama alani agisindan ideal olmayan

manyetik davranislar sergilerler (Ozel ve ark. 2013).

2.2.3. Demir Oksit Nanopartikiillerin Kullanim Alanlari

Son yillarda, nano boyuttan mikron boyutuna kadar hazirlanabilen manyetik
nanopartikiiller biyomedikal alanindaki uygulamalarda kullanilmaktadir (Curtis ve
Wilkinson 2001, Moghimi ve ark. 2001, Panyam ve Labhasetwar 2003, Lu ve ark.
2007, Jun ve ark. 2008, Teja ve Koh 2009). Manyetik nanopartikiillerin uygulanan
manyetik alana cevap vererek istenilen sekilde hareket ettirilebilmeleri bir¢ok

uygulamada avantaj saglamaktadir (Kahraman ve ark. 2011).

Nano boyuttaki manyetik partikiillerin kimyasal ve fiziksel 0Ozelliklerinin
belirlenmesine yonelik calismalar yapilmistir. Kuantum etkileri ve biyiik yiizey
alanindan dolay1 manyetik partikiillerin nano boyutta, manyetik 6zellikleri degismekte
ve siliperparamanyetik karakter kazanmaktadir. Bunun nedeni her bir manyetik
partikiiliin kendi basina bir manyetik birim olusturmasidir (Babes ve ark. 1999, Maity
ve Agrawal 2007, Goya ve ark. 2008, Kahraman ve ark. 2011)

Stiperparamanyetik nanopartikiiller sahip olduklar1 kimyasal, fiziksel, termal ve
mekanik 6zelliklerinden ve islemlere getirdikleri kolayliklar ve kazandirdiklar: {istiin
nitelikler nedeniyle yasam bilimlerinde ve biyomedikal alanlarda kullanimi arastirilan
ve hizla yayginlagan manyetik nanopartikiilledir (Tartaj ve ark. 2003, Scherer ve
Figueiredo 2005).

2.3. Steroid Olmayan Antiinflamatuvar Ilaclar (NSAIl)

Benzer terapotik ve yan etki gOsteren ve ¢ogu organik asit yapisinda olan ilag
grubudur. Aspirin bu grup ilaglarin ilk 6rnegidir. Bu nedenle; Aspirin benzeri ilaglar
veya daha siklikla “Steroid Olmayan Antiinflamatuvar Ilaglar” (NSAII) olarak
tanimlanirlar. Steroid olmayan antiinflamatuvar ilaglar (Non-steroidal antiinflamatuvar

ilaclar), analjezik (agr1 kesici), antipiretik (ates diisiiriicii) ve antiinflamatuvar (iltihabi
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reaksiyonu Onleyici) etkili ilaglardir. "Nonsteroidal" terimi bu ilaglar1 benzer etkileri
olan steroidlerden ayrrmak igin kullamlir. NSAIil'ler narkotik (uyusturucu, bagimlilik
yapici) degildirler. Bu grubun en c¢ok bilinen iiyeleri aspirin ve ibuprofendir

(Biiyiikuysal 1999, Giindiiz 2012).

NSAI ilaglar diinyada en fazla recete edilen ilag gruplari igerisinde yer
almaktadir. Tiirkiye’de 18—65 yas arasindaki 1889 kiside yapilmis olan bir prevalans
(yayginlik) calismasinda agr1 kesici kullanma prevalanst yiizde 73.1 olarak
bulunmustur. Bunlarin onda dokuzunun hekimler tarafindan recete edildigi, onda birinin
ise regetesiz olarak alindig1 bildirilmistir. 2001 yilinda, NSAii'ler Birlesik Devletlerde
yillik satisiyla 70 milyon recete ve 30 milyar raf arkasi satis dozuna ulagmistir (Duran
ve ark. 2008). NSAI ilaglarin biiyiikge bir kisminimn, (S)-(+)-enantiyomer ve (R)-(-)-
enantiomerleri mevcuttur. Yalnizca (S)-(+)-enantiyomer iceren NSAII’lerin giivenilirlik

profilinin yiiksek oldugu calismalarla ispatlanmistir (Carabaza ve ark. 1996).

2.3.1. ibuprofen

Ibuprofen, non-steroid antiinflamatuvar bir ilactir. Fenilpropiyonik asit tiirevleri
icinde ilk bulunanidir. Analjezik, antipiretik ve antiinflamatuvar etkinlik
gostermektedir. Trombosit agregasyonunu aspirin ve indometazine gore daha diisiik bir
derecede inhibe ettigi bulunmustur. Ibuprofen siklooksijenaz enzimini reversible olarak
inhibe ederek arasidonik asitten prostaglandin sentezini engellemektedir. Bdylece
prostaglandinlerin rol oynadigi inflamatuvar reaksiyonlar kontrol altina alinmis
olmaktadir. En sik goriilen yan etkisi gastrointestinal sistemde goriilmektedir. Bulanti,
kusma, ishal, kabizlik, bazen karin agris1 yapabilir. Seyrek olarak trombositopeni, cilt
dokiintiisii, bas agrisi, bas donmesi, géorme bulaniklig1 yapabilir. Allerjik dokiintiiler,
kasintt ve bronkospazm yapabilir. Bobrek fonksiyonlarini bozabilir. Serum kreatinin

diizeyinde gecici artma yapabilir (Kayaalp 2009).

Literatiirde, Mandelik asitte oldugu gibi Immobilize enzimler kullanilarak
rasemik Ibuprofen’in enantiyomerlerine ayrilmasma yonelik ¢ok az sayida calisma

bulunmaktadir. Asagida 6zellikle son yillarda yapilan bu ¢aligmalar kisaca anlatilmistir.

Yousefi ve ark. (2014), fiziksel adsorpsiyon yontemi ile CRL ve Rhizopus

oryzae lipaz (ROL) enzimini oktil-sepharose immobilize ettiler ve bu immobilize

56



Resit CAKMAK

enzimleri kullanarak rasemik ibuprofen’in stereoselektif hidroliz ve esterlesme

calismalarini gergeklestirmisler.

Habibi ve ark. (2013), farkli Ibuprofen esterlerinin hidroliz ¢calismalarmni yapmak
icin fiziksel adsorpsiyon ve kovalent baglanma metoduna gére Rhizomucor miehei lipaz
(RML) enzimini 10 farkli destek maddesine immobilize ettiler. Hazirladiklar
immobilize enzimleri hidroliz reaksiyonlarinda kullanarak yiiksek enantiyomerik

saflikta (S)-(+)-Ibuprofen elde ettiler.

Marszalt ve Siodmiak (2012), CRL enzimini Glutaraldehit ve EDC/sulfo-NHS
ile aktiflestirilmis amin uglu manyetik partikiillere immobilize ederek rasemik

Ibuprofen’in kinetik rezoliisyon ¢alismalarini gerceklestirdiler.

Goto ve ark. (1996), immobilize lipaz enzimlerini rasemik Ibuprofen’in
rezoliisyonunda kullandilar. Lipaz enzimi olarak Mucor javanicus veya CRL

kullandilar.

Chen ve Tsai (2000), CRL enzimini siklohekzan ortaminda tasiyici destek
maddesi olarak Accurel MP1000’e immobilize ederek rasemik Ibuprofen’den (S)-(+)-

ibuprofen elde etmek i¢in bir enantiyoselektif esterifikasyon prosesi gelistirdiler.

Yu ve ark. (2004), immobilize CRL enzimini rasemik ibuprofen’in kinetik
resoliisyonun ¢alismalarinda kullanilmislardir. Calisma sonunda, Immobilize lipazlarun

serbest lipazlara gore 2.2 kat daha se¢imli oldugu bulmuslardir.

2.3.2. Naproksen

a-Arilpropiyonik asit tlirevi olan (5)-(+)-6-Metoksi-o-metil-2-naftalinasetik asit,
stereoidal olmayan iltihap giderici ilag (NSAIDs) olup profenler smifinda
bulunmaktadir. Antipiretik (ates disiiriicii), analjezik (agr1 kesici) ve antiinflamatuvar
(iltihap giderici) ozellige sahip, viicuttaki iltihaplanma prosesini kortizonsuz olarak
inhibe eden bir agn kesici ilag etken maddesidir. Bu etkilerinden dolay1 ¢ok yaygin
olarak kullanilmaktadir. Naproksen’in (S)-enantiyomeri, (R)-enantiyomerine gore
yaklagik 28 kat daha aktiftir. Ayrica, (R)-enantiyomerin toksik etkileri nedeni ile (S)-
enantiyomeri farmasotik endiistride profenler smifinda enantiyomerik saflikta

kullanilmasi tercih edilen tek ilag etken maddesidir (Mutlu 2006, Kayaalp 2009).
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Literatiirde, Immobilize enzimler kullanilarak rasemik Naproksen metil esterinin
enantiyomerlerine ayrilmasina yonelik ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bu

caligmalardan bazilar1 agsagida kisaca agiklanmustir.

Uyanik ve ark. (2011), Candida rugosa lipaz1 sol-jel immobilizasyon teknigine
gore kaliks(aza)crowns destek maddelerine immobilize etmisler ve ardindan bu
immobilize enzimleri rasemik Naproksen metil esterinin enantiyose¢imli hidroliz
reaksiyonunda kullanmiglardir. Bu reaksiyon sonucunda immobilize lipazlarin serbest
lipaza gore % 48,4 doniisiim gosterdigi ve 6 kullanimdan sonra kalan doniisiim

yiizdesinin % 18 oldugunu gozlemlemislerdir.

Tutar ve ark. (2009), Candida rugosa lipaz1 dogal bir polimer olan Lycopodium
clavatum’ den elde edilen Sporopollenin’e adsorpsiyon metoduna goére immobilize
ederek immobilize lipazin optimum pH’ nin 6.0 ve optimum sicakliginin ise 40 °C

oldugunu bulmuslardir.

Bakkal (2006), yaptigt c¢alismada (S)-(+)-Naproksen’in immobilize CRL
biyokatalizorliigiinde rasemik Naproksen metil ester karigimindan enantiyoseg¢imli
hidroliz tepkimesi ile ayirilmasinda, immobilizasyon ve tepkime kosullarinin enzim
aktivitesi ve  enantiyosegiciligi  lizerine  etkilerini  incelenmistir. CRL’nin
immobilizasyon kosullari, enzim miktari, sulu faz/organik ¢oziicii hacim orani, sicaklik,
pH, substrat derisimi ve destek tiiri immobilize olmus enzimin aktivite ve
enantiyosegiciligini etkilemistir. CRL; Amberlite XAD-7, Montmorillonit K10 ve islem
gdérmiis kile Immobilize edilmistir. Immobilize edilen enzim biyokatalizérliigiinde
enantiyose¢imli hidroliz tepkimeleri organik faz (izooktan)- tampon iki fazli sistemde
izoterm kosullarda ¢alkalamali hava banyosunda gerceklestirilmistir. immobilizasyon
ve hidroliz tepkimesinin sicaklik ve pH’lart ayni oldugu zaman immobilize edilen

enzim daha iyi katalitik aktivite gostermistir.

Sahin ve ark. (2009), kaliks[n]aren (n= 4, 6, 8) amin ve karboksilik asit
tiirevlerini Candida rugosa lipazina sol-jel teknigine gére immobilize ederek Naproksen
metil esterinin enantiyose¢imli hidrolizinde kullanmiglardir. Caligmalar sonunda,
serbest lipazlarin immobilize lipazlara gére daha yiiksek aktivite ve enantiyosegicilik

gosterdigini bulmuglardir.

58



Resit CAKMAK

Yilmaz (2010), yaptig1 calismada Candida rugosa lipazi immobilize etmek i¢in
B-Siklodekstrin polimeri, Sporopollenin, Cam boncuklar, Fe;O4 nanopartikiilleri gibi
destek maddelerini hazirlamistir. Bu destek maddelerini kullanilarak Candida rugosa
lipaz enzimi kovalent baglama ve sol-jel Immobilizasyon teknigine gére immobilize
etmistir. immobilize enzimlerin aktiviteleri, optimum pH ve sicaklik kosullari, termal ve
depolama kararlihig: ile tekrar kullanilabilirliklerini incelemistir. immobilize enzimleri
kullanilarak rasemik Naproksen metil esterinin enantiyosec¢imli hidrolizi incelemistir.
(8)-(+)-Naproksenin enantiyodoniisiimii lizerine pH, sicaklik ve tekrar kullanilabilirlik
gibi parametreler incelemistir. Sol-jel immobilizasyon metoduna gore immobilize edilen
enzimlerin serbest lipazdan daha yiiksek enantiyosegicilik ve doniisiim gosterdigini

belirlemistir.

Mutlu (2006), yaptig1 calismada CRL biyokatalizorliiglinde rasemik Naproksen
metil esterden iki fazli sistemde (S)-(+)-Naproksen iiretiminde; ¢Oziicli tiird,
tampon/¢oziicii hacim orant (T/C), pH, sicaklik, substrat derisimi, enzim derisimi,
karistirma hizi ve katki maddeleri ilavesinin enantiyosegiciilik ve aktivite {lizerine
etkilerini incelenmistir. Coziicii olarak izooktan, hekzan, siklohekzan ve toluen
kullan1lmis; 120 st sonunda en yiiksek enantiyomerik asirilik (ee; ve eep), enantiyomerik
oran (E) ve doniisiim (x) degerlerine sirasiyla % 91.3, % 95.2 130.3 ve % 48.9 olarak
log P degeri en yiiksek ¢oziicli olan izooktan varliginda ulasilmistir. Ayni ¢oziiciilerin
CRL’nin hidrolitik aktivitesi lizerine etkileri incelendigi zaman da en yliksek aktivite
izooktan varliginda elde edilmistir. Tampon/¢oziicii hacim oraninin (S)-(+)-Naproksen
tretimine etkisi izooktan varliginda T/C= 2, 1/2, 1 ve 1/8 degerlerinde incelenmis ve
120 st sonunda en yiiksek ees, ee,, E and x degerleri sirastyla % 97.1 (T/C=2), % 95.2
(T/C=1/2), 133.5 (T/C=1) ve % 50 (T/C=2) olarak bulunmustur. T/C oraninin CRL
enziminin hidrolitik aktivitesine etkisi ise 2 ve 1/2 degerlerinde incelenmis ve her

¢oziicii icin T/C=2"de elde edilen aktivitenin daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

2.3.3. Mandelik Asit

Mandelik asit, yapisinda aromatik bir benzen halkasi bulunan a-hidroksi asitler
(AHA) arasinda en kii¢lik olanidir. Bir asimetrik karbon atomu igerir. Enantiyomerik
formlar1 olan (R)-(-)-Mandelik asit ve (S)-(+)-Mandelik asit ticari olarak temin

edilebilmektedir. Bu enantiyomerlerin farmakolojik etkinlikleri birbirinden tamamen
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farklhidir. Kiigiik molekiil agirligi ve hacimsel biiyiikliigiinden dolayi cilt yiizeyine niifuz
etme yetenegi yiiksek olan kiral bir bilesiktir. Mandelik asit idrar yollar
enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilmaktadir. Yar1 sentetik Penisilinlerin sentezinde
ve diger farmakolojik sentezlerde mandelik asit tlrevleri yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Yar1 sentetik penisilinler, antitimor reaktifler, Sefalosporinler,
antiyobezite reaktifleri gibi farmakolojik ilaglarin iiretimi i¢in (R)-(-)-Mandelik asit
(MA) olduk¢ca Onemlidir. Ayn1 zamanda, rasemik alkollerin ve aminlerin
rezoliisyonunda kiral reaktif olarak kullanilmaktadir (Terreni ve ark. 2001, Karagoban

2006, Hua ve ark. 2011).

Literatirde, Immobilize enzimler kullanilarak rasemik mandelik asidin
enantiyomerlerine ayrilmasina yonelik ¢ok az sayida calisma bulunmaktadir. Bu
caligmalarin birinde, Palomo ve ark. (2002), CRL enzimini saflastirarak, farkl
immobilizasyon metodlar1 kullanarak farkli destek maddelerine bu enzimini immobilize
ettiler. Calismada, hidrofobik destekler iizerine arayilizey adsorbsiyonu, polietilenimin
(PEI) kaph destekler iizerine iyonik adsorbsiyon ve glutaraldehit u¢lu destekler {izerine
de CRL enzimini kovalent olarak immobilize ettiler. immobilize enzimlerin katalitik
ozelliklerini belirlediler ve immobilize enzimleri kullanarak rasemik metil Mandelat

esterinden (5)-(+)-Mandelik asit elde ettiler.

Yilmaz (2010) 1ise CRL enzimini manyetik sporopollenin’e sol-jel
immobilizasyon metoduna gore immobilize ederek immobilize CRL’nin katalitik
ozelliklerini belirledi. Daha sonra hazirladigi immobilize enzimlerin kullanarak rasemik
Naproksen metil esteri, rasemik Mandelik asit metil esteri ve rasemik 2-
Fenoksipropiyonik asit metil esterinin enantiyoselektif hidroliz reaksiyonlarindaki
kullanilabilirligini belirledi. Caligma sonunda, hazirlanan Iimmobilize CRL yiiksek
enzimatik aktivite gosterdi. Ayrica, immobilize enzimler kullanilarak enzimatik hidroliz

reaksiyonlarinda basarili sonuglar elde edildi.

Etci (2011), destek materyali olarak Fe;O,@APTES-Spo-HMDI ve Fe;O0,@
EPPTMS-Spo-NH, nanopartikiillerine sol-jel metoduna gore Candida rugosa lipazi
immobilize etti. Immobilize lipazlari, rasemik Naproksen metil esterinin, rasemik 2-
Fenoksipropiyonik asit metil esterinin ve rasemik Mandelik asit metil esterinin kinetik

rezoliisyonunda kullanildi.
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Fernandez-Lorente ve ark. (2001), CRL ve Candida antarctica-B lipaz1 degisik
destek materyallerine immobilize ederek standart sartlar (pH 7.0 ve 25 °C) altinda ve
standart olmayan sartlar altinda rasemik Mandelik asit esterlerinin enzimatik
hidrolizinde kullandilar. Calismada standart olmayan sartlarda ¢alisirken immobilize
enzimlerin yiiksek enantiyosegicilige sahip olduklarini buldular. Ornegin, PEI kaplh
destek materyallerine immobilize edilmis CRL enziminin pH 5.0’de (S)-(+)-Mandelik

aside sterosepesifik oldugunu belirlediler.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Bu c¢alisma, Batman Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimii
Arastirma laboratuvarlar1 ile Dicle Universitesi Ziya Gokalp Egitim Fakiiltesi Kimya
Egitimi Anabilim Dali Organik Kimya Arastirma laboratuvarinda yiiriitiildii. Hazirlanan
manyetik nanopartikiil ve tiirevlerinin yapilarinin aydimlatilmasinda Dicle Universitesi
Bilim ve Teknoloji Uygulama ve Arastrma Merkezi (DUBTAM) Arastirma
Laboratuvarlari kullanildi. Substrat olarak kullanilan esterlerin yapilari,  Dicle
Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi NMR laboratuarindaki 400 MHz '"H NMR cihaziyla
aydinlatildi. Caligsmada kullanilan alet ve cihazlarin listesi asagida verilmistir (Cizelge

3.1.).
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Cizelge 3.1. Calismada kullanilan cihazlar

Cihazin Ada

pH metre

Ultra Saf Su Cihaz
Magnetik karistiric

Erime noktasi cihazi

Evaporator

FT-IR spektrofotometresi
Sogutmali inkiibator
Etiiv

UV/VIS spektrofotometresi

HPLC
Polarimetre
SEM

TGA

Derin dondurucu
XRD

Liyofilizator
Sonikaér

NMR

Mekanik Karistirici

Mikropipetler

Chiralcel OD, Chiralcel OD-

H ve Chiralpak AD-H

Lux Cellulose-1

Marka

Hanna Instrument HI 221 Calibration Check

Microprocessor
Sartorius Arium Comfort
Heidolph MR Hei-Standart Magnetic Stirer

Barnstead IA9100 Electrothermal Digital Melting
Point Apparatus

Heidolph Laborato 4001 Efficient

Perkin Elmer Spectrum 100

Zhicheng ZHWY-200 B incubator shaker
Protherm

Perkin Elmer Lambda 25 UV/VIS Spectrometer

Agilent Technologies 1260 Infinity Series
Perkin Elmer 341 model
Quanta 250 FEG

Shimadzu  DTG-60H
Gravimetric Analyser

Differential Thermal

Ugur

Rigaku RINT-2000; CuKa radyasyon
Telstar LyoQuest

Sonics

Buker AV 400

IKA Labortechnik RW 20

Eppendorf

Daicel

Phenomenex
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3.1.2. Kullanmilan Kimyasal ve Biyokimyasal Maddeler

Deneysel calismalarda kullanilan tiim reaktifler analitik saflikta olup Merck,
Fluka ve Sigma-Aldrich firmalarindan temin edildi. Kullanilan maddelerin ve ticari

saglayicilarin katalog numaralar1 asagida verilmistir (Cizelge 3.2.).

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan kimyasal ve biyokimyasal maddeler

Kimyasal ve Biyokimyasal Maddeler = Firma Katalog No
CRL Sigma L-1754
Demir (IIT) kloriir hekzahidrat Sigma-Aldrich 31232

Demir (II) kloriir tetrahidrat Merck 1.03861.0250
Epiklorohidrin Fluka 45340
Disodyum hidrojen fosfat Sigma-Aldrich S7907
Magnezyum siilfat Merck 1.06067.1000
Sodyum karbonat Merck 1.06392.1000
Bakr siilfat pentahidrat Merck 1.02790.1000
Sodyum hidroksit Merck 1.06462.1000
izooktan Merck 1.15440.2500
Trifloro asetik asit Merck S6451162214
Bovin Serum albiimin Sigma-Aldrich A2153
3-APTES Sigma-Aldrich 440140

Folin reaktifi Sigma-Aldrich F9252
Glutaraldehit Sigma-Aldrich G5882
p-Nitrofenil palmitat Sigma-Aldrich N2752
Benzen Sigma-Aldrich 319953
Metanol Merck 1.06018.2500
Hidroklorik asit Merck 1.00314.2500
Siilfiirik asit Merck 1.00731.2500
2-Propanol Merck 1.00995.2500
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Cizelge 3.2. Caligmalarda kullanilan kimyasal ve biyokimyasal maddeler “(devami)”

Kimyasal ve Biyokimyasal Maddeler  Firma Katalog No
(S)-(+)-ibupr0fen Sigma-Aldrich 375160
(S)-(+)-Naproksen Aldrich 284785
Rasemik Mandelik Asit Fluka 41605
n-Heksan Merck K43222291 207
Etanol Sigma-Aldrich 32221
Amonyum hidroksit Sigma-Aldrich 05003
1-Biitanol Sigma-Aldrich 537993
Aseton Sigma-Aldrich 48358
Sodyum sitrat Sigma-Aldrich W302600
Tris baz Sigma-Aldrich 93440
Sodyum bikarbonat Sigma-Aldrich S6297
Dietil eter Sigma-Aldrich E4658
Toluen Sigma-Aldrich 568821
Asetik asit Sigma-Aldrich A6283
Ninhidrin Sigma-Aldrich 151173
Fenol Sigma-Aldrich P5566
Perklorik asit Sigma-Aldrich 244252
Sodyum tiyosiilfat Sigma-Aldrich 217263
Fenolftalin Sigma-Aldrich 105945
3.2. Metot

Bu ¢alisma ii¢ boliimden olusmaktadir;

Birinci boéliimde, manyetik Fe;O, nanopartikiilleri hazirlandi. Hazirlanan
nanopartikiillere, enzimi immobilize etmek i¢in iki farkli organik uzatma kolu takildi.
Birinci uzatma kolu olarak (3-Aminopropil) trietoksisilan (3-APTES) ve Glutaraldehit
(GA) kullanildi. ikinci uzatma kolu olarak da rasemik Epiklorhidrin (EP) kullanildi.

Hazirlanan, manyetik Fe;O4 nanopartikiil ve tiirevlerinin yapilarinin aydinlatilmasi igin;
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Taramali Elektron Mikroskobu (SEM), X-Isim1 Difraksiyonu (XRD), Termal
Gravimetrik Analiz (TGA) ve FT-IR Spektroskopisi (Fourier Doniistimlii Kizilotesi
Spektroskopisi) kullanildi.

Ikinci boliimde, organik uzatma kollar1 ile aktiflestirilen nanopartikiillere
kovalent baglanma metoduna gore CRL immobilize edildi. Ardindan serbest ve
immobilize enzimlerin sirasiyla; enzimatik aktiviteleri, optimum pH’lar1, optimum
sicakliklari, termal kararliliklari ve depolama kararliliklar1 belirlendi. Ayrica,

immobilize enzimlerin tekrar kullanilabilirlikleri de belirlendi.

Uciincii  bolimde, immobilize enzimler (Fe;0,@3-APTES=GA-CRL ve
Fe;04@EP-CRL) kullanilarak rasemik 1buprofen metil esterinin, rasemik Naproksen
metil esterinin ve rasemik Biitil Mandelat’in enantiyoselektif hidroliz ¢alismalari
yapildi. Tarafimizdan sentezlenen ve enzimatik hidroliz ¢alismalarinda kullanilan

esterlerin yapilari, 'H ve °C NMR spektrumlari alinarak aydinlatildi.

Calismalamanin ilk basamaginda 6nce standart Bovin Serum Albiimin (BSA)
grafigi (Sekil 3.1.) ve standart p-Nitrofenol grafigi (Sekil 3.2.) ¢izildi. Bu cizilen
grafiklerden elde edilen dogru denklemleri kullanilarak serbest ve immobilize
enzimlerin aktiviteleri belirlendi. Ayrica cizilen standart BSA grafigi kullanilarak
serbest enzimin protein igerigi ve immobilizasyon islemlerinden sonra siiziintiilerde
kalan protein miktar1 belirlenerek immobilizasyonun basaris1 belirlendi (Lowry ve ark.

1951).

Standart Bovin Serum Albiimin Grafiginin Cizilmesi: Standart BSA grafiginin
cizilmesinde kullanilan ve asagida A, B ve C harfleri ile isimlendirilen ¢ozeltiler

hazirlandi.

» Standart protein cozeltisi: 0.14 mgmL’1 derisiminde sigir albiimin ¢ozeltisi

hazirlandi.

» Folin-Ciocalteu reaktifi: 1 mL Folin Ciocalteu reaktifi, 2 mL saf su ile

seyreltilerek hazirlandi.

» Cozelti A: 0.2 g NaOH ve 1 g Na,COs saf suda ¢oziildii ve son hacim 50 mL’ye

tamamlandi.
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» Cozelti B: 0.5 g CuSO4.5H;0, % 1’lik Trisodyum sitrat ¢ozeltisinde ¢oziilerek son

hacim ayni1 ¢ozelti ile 100 mL’ye tamamlandi.

» Cozelti C: 1 mL B ¢ozeltisi ve 50 mL A c¢ozeltisi karistirilarak, C ¢ozeltisi

hazirlandi.
Basamak sayis1  Standart protein grafiginin cizimi islem basamaklar:

1. Bsmk 8 adet deney tiipline sirastyla 0, 50, 100, 125, 250, 500, 750 ve
1000 pL standart protein ¢ozeltisi konuldu. Daha sonra her tiipiin

hacmi 1 mL’ye tamamlanda.

2. Bsmk Her tiipe C ¢ozeltisinden 5 mL ilave edildi.

3. Bsmk Tiipler, 10 dakika oda sicakliginda bekletildi.

4. Bsmk Her tiipe Folin-Ciocalteu ¢ozeltisinden 0.5 mL eklendi.

5. Bsmk Tiipler 30 dakika oda sicakliginda ve 151ks1z ortamda bekletildi.

6. Bsmk Tiplerdeki ¢ozeltilerin absorbanslari kore karst 750 nm’de okundu

ve elde edilen bu degerler derisime kars1 grafige gecirildi (Sekil
3.1.).

0,06 -
0,05 - .
0,04 -

0,03 1

0,02 1

Absorbans {750 nm)

y=0,334x
R?=0,984
0,01 |

0 0,05 0,1 0,15

BSA (mg/mL)

Sekil 3.1. Standart BSA grafigi

Standart p-Nitrofenol Grafiginin Cizimi: Oncelikle p-Nitrofenol’iin 300 mM ve 100

mL stok ¢ozeltisi hazirlandi. Ardindan bu ¢ozeltiden, her birinin hacmi 10 mL olacak
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sekilde 50 mM, 100 mM, 150 mM, 200 mM, 250 mM ve 300 mM olmak iizere farkli
derisimlerde alt1 ¢ozelti hazirlandi. Bu ¢ozeltilerin 410 nm’de absorbanslari okunarak

derisime kars1 absorbans grafigi cizildi (Sekil 3.2.).

0,35
03 -
0,25 -
02 -
0,15 -

y=0,001x
01 - R2=0,998

Absorbans (410 nm)

0,05 -

0 50 100 150 200 250 300 350

P-nitrofenol {mM/mL)

Sekil 3.2. Standart p-Nitrofenol grafigi

CRL’nin Yapisindaki Protein Miktar1 Belirlenmesi: Standart BSA-Absorbans
grafiginden elde edilen denklemden faydalanarak CRL’nin yapisindaki protein miktari
tespit edildi. Bunun i¢in; 3 mgmL ' derisiminde 5 mL hacminde enzim ¢ozeltisi
hazirlandi. Bu ¢ozeltiden 1000 pL alinip deney tiiptine kondu. Ardindan, bu ¢ozeltiye C
¢ozeltisinden 5 mL ilave edildi. 10 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra tiipe 1:2
oraninda seyreltilmis Folin-Ciocalteu ¢o6zeltisinden 0.5 mL eklendi. 30 dakika oda

sicakliginda bekletildikten sonra tiipiin absorbansi1 kore karst 750 nm’de okundu.

3.2.1. Manyetik Fe3;O04 Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

Manyetik Fe;O, nanopartikiilleri, Fe'* ve Fe™ iyonlarmm birlikte
coktiiriilmesiyle elde edildi (Maity ve ark. 2007). Manyetik nanopartikiillerin
hazirlanmasi1 sirasinda oksidasyonu Onlemek igin azot gazi atmosferinde calisildi.
Tuzlarin molar konsantrasyonlar1 [Fe**]/ [Fe®*] 1 /1.75 olacak sekilde ayarlanarak bazik

kosullar altinda koyu kahverengi Fe;O, partikiilleri elde edildi.

Nanopartikiillerin Hazirlanmasi: 3.1736 g (0.016 mol) FeCl,.4H,O ve 7.5684 ¢
(0.028 mol) FeCl;.6H,0 320 mL deiyonize suda ¢oziildii. Cozelti geri sogutucu altinda
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yag banyosunda 80 °C’de azot gazi atmosferi altinda 1 saat karistirildi. Daha sonra
reaksiyon balonuna, 40 mL amonyum hidroksit hizli bir sekilde ilave edildi (pH
yaklagik 11 oldu) ve karisim yine ayni sartlar altinda 1 saat karistirildi. Karisim oda
sicakligina kadar sogutuldu ve Neodinyum Demir Bor (Nd—Fe—B) miknatis kullanilarak
nanopartikiiller sulu fazdan uzaklastirildi. Elde edilen partikiiller deiyonize su ile birkag
defa yikandi. Siiziintiinlin pH’1 7 olana kadar isleme devam edildi. Partikiiller,
liyofilizator (Freeze Dryer)’de bir gece kurutuldu. Kurutulan partikiiller havanda iyice

dovildii ve daha sonraki islemlerde kullanilmak tizere +4 °C’de saklandi (Sekil 3.3.).

OH
OH
I- NH;.OH Azot gazi HO
FeCls + FeCl, -t - OH
80 "C'de 1 saat reflux HO (?.,
oH OH
II- NH4OH ve 3-APTES
50 °C'de 150 rpm'de 8 saat inkiibasyon
NN N
HoN i \\0 o /// Si NH,

2

II- 60 mL Glutaraldehit | 25 °C'de 150 rpm'de 12 saat inlﬁlﬁbasyon

H
¢ ¢
0] N S \}o o ///s| N 0
(o) (0]
o) O
H
H
' /O%O\\ 2
0 NN ~ T
O/\/\/C%N/\/\Si// ~y N/ \O
IV-CRL 120 rpm'de +4°C'ta 12 saat inkiibasyon
? | ] o
Cx C
N/\/\/ N Sl\}o o///s' N N N
02 %o
H
¢ % \OOO\\ /(|7
o NP AN
/\/\/ Ny /\/\Si 7 ~\ N \N

Sekil 3.3. Manyetik Fe;0, partikiillerin hazirlanmasi (I), Fe;0,@3-APTES’in hazirlanmasi (I1),
Fe;0,@3- APTES=GA’nin hazirlanmasi (I1I), Fe;0,@3- APTES=GA-CRL’nin hazirlanmasi (IV)
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3.2.2. Fe304@APTES=GA’nin Hazirlanmasi ve CRL’nin immobilizasyonu

Manyetik Fes;O,4 nanopartikiillerine, CRL’yi immobilize etmek i¢in Oncelikle
partikiil yiizeyleri 3-APTES ile kaplandi ve daha sonra olusan yap1 GA ile aktiflestirildi
(Ozcan ve ark. 2009, Ozmen ve ark. 2010).

3.2.2.1. Fe;0,@3-APTES’in Hazirlanmasi

4.2252 g partikiil 150 mL etanole su (1:1) ¢ozeltisine ilave edildi ve yaklasik 1
saat siireyle sonikatorde karistirildi. Ardindan, karisima 16.1600 g 3-APTES ilave
edildi ve daha sonra karisim 40 °C’de azot gazi atmosferinde 2 saat mekanik karistirici
ile karistirildi. Reaksiyon sonunda karisim oda sicakligina kadar sogutuldu. Siizgeg
kagidi iizerinden siizlildii ve sirasiyla etanol ve deiyonize su ile notr pH’ a kadar
yikandi. Bu islemden sonra manyetik partikiiller liyofilizator (Freeze Dryer)’de
kurutuldu ve daha sonraki islemlerde kullanilmak tizere +4 °C’de sakland1 (Sekil 3.3.).

Olusan yap1 Fe;0,@3-APTES seklinde sembolize edildi.

Manyetik Fe;O4 nanopartikiiller silanlandiktan sonra destek yilizeyinde bulunan
amino gruplarmin miktar1 belirlendi (Hermanson ve ark. 1992). Fe;O,@3-APTES
yapisindaki serbest amino gruplarinin miktarinin belirlenmesi i¢in Oncelikle 3-
APTES’in derisime bagli absorbans grafigi ¢izildi. Bu grafikten yararlanarak yapida

bulunan serbest amino gruplariin miktari belirlendi.

Standart 3-APTES Grafiginin Cizim Islemleri: 3-APTES’in 0.01 M ve 100 mL’lik
stok bir ¢ozeltisi hazirlandi. Bu stok ¢ozeltiden herbiri 2 mL hacminde olmak iizere
degisik derisimlerinde (6x107* M, 9x107* M, 12x10* M, 15x10™* M, 18x10™* M ve
21x10* M) alt1 ¢ozelti hazirland1. Ayrica, % 2 (w/v)’lik Ninhidrin ¢6zeltisi hazirlandu.

Yukarida hazirlanan bu ¢ozeltilerin her birinden 100 pL alinip tiiplere aktarildi
ve hemen ardindan tiiplere 200 pL ninhidrin ¢6zeltisi ilave edildi. Kor tiipe de, 100 pL
su ve 200 puL Ninhidrin ¢ozeltisi ilave edildi (Sekil 3.4.). Tiiplerdeki ¢ozeltiler bir su
banyosunda (suyun kaynama sicakliginda) 15 dakika bekletilip ardindan bir buz
banyosunda sogumaya birakildi. Bu basamakta her bir tiipe 50:50 oraninda hazirlanan
etanol: su ¢ozeltisinden 5 mL eklenerek karistirildi ve ¢ozeltilerin absorbanst 570 nm de

okundu. Bu verilerden faydalanarak standart bir grafik ¢izildi (Sekil 3.5.).
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q H
OH ‘ N ‘
2H,0
+ BN——C——R—> ‘ N——C—R
OH ‘ P ‘
H H
0 0
0
H
N——CH—R
0
+H20
0

T

ve R— COH
NH,

+Ninhidrin

Mor renkli Kompleks
Sekil 3.4. Ninhidrinin ile R—NH, grubu arasindaki reaksiyon
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0,7 -
0,6 -
0,5 -
y=316,2x

04 - R?=0,998

03 -

Absorbans
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0 0,0005 0,001 0,0015 0,002 0,0025
3-Aptes{M)
Sekil 3.5. Standart 3-Aptes grafigi

Hazirlanan Fe;04@3-APTES’in yapisindaki serbest amino gruplarinin varliginin
kanitlanmasi ve miktarinin belirlenmesi i¢in 100 uL suya 20 mg partikiil eklendi ve
hemen ardindan tiiplere 200 pL Ninhidrin ¢6zeltisi ilave edildi. Kor iginde tiipe, 100 uL.
su ve 200 puL Ninhidrin ¢ozeltisi ilave edildi. Bu esnada mor renkli kompleks olustu (Bu
durum serbest amino gruplarinin varligimin ve 3-APTES’in yapiya kovalent
baglandiginin gostergesidir.). Tiiplerdeki ¢ozeltiler bir su banyosunda (suyun kaynama
sicakliginda) 15 dakika bekletilip ardindan soguk suya alinarak sogumaya birakildi. Son
olarak cozeltilere 50:50 oraninda hazirlanan etanol: su ¢ozeltisinden 5 mL eklenerek
karistirildi ve ¢ozeltilerin absorbanst 570 nm’ de okundu. Okunan absorbans degerleri
standart grafikten elde edilen denklemde yerine konularak serbest amino gruplarinin

miktar1 belirlendi.

3.2.2.2. Fe;0,@3-APTES=GA’nin Hazirlanmasi

1.5300 g Fe;04@3-APTES, 60 mL ve % 12.5’lik GA ¢ozeltisine ilave edildi.
Ardindan karisim, 25 °C’de 150 rpm’de 12 saat inkiibasyona tabi tutuldu. Siire sonunda
partikiiller siizge¢ kagidi {lizerinden siiziildii ve yikama c¢dozeltisinde glutaraldehit

kalmayincaya kadar yikanda.

Yikama isleminin basarili bir sekilde yapilip yapilmadigini anlamak i¢in yikama
suyunda GA’nin spektrofotometrik olarak belirlenebildigi bir yontem kullanildi. Bu
yontemde oncelikle standart bir grafik ¢izildi. Bunun icin; GA’nm 10x10™* M ve 100
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mL’lik stok bir ¢ozelti hazirlandi. Bu stok ¢ozeltiden herbiri 2 mL’lik hacime sahip
degisik derisimlerde (9,0x10°° M, 12x10° M, 15x10° M,18x10° M, 21x10° M ve
24x107> M) olmak iizere alti ¢ozelti hazirland1. Bu ¢dzeltilerden 500 pL’lik niimuneler
almip deney tiiplerine konuldu. Tiiplere 2.5 mL Fenol ayirac1 (40 pL % 5 (w/v)’lik
Fenol ¢ozeltisi ve 10 mL % 70 (w/w)’lik HC1O4 ¢ozeltisi) eklenerek oda sicakliginda 15
dakika bekletildi ve daha sonra 479 nm’de kore karsi absorbanslar1 okundu. Elde edilen

absorbans degerlerinden standart bir grafik ¢izildi (Sekil 3.6.).

09 - 0
08 -
07 -

06 - ¢
05 - ¥ = 3657x
04 - R2=0,996
03 -
02 -
01 -

0 . . .
0 000005 00001 000015 00002 000025 0,000

Absorbans

Glutaraldehit (M)

Sekil 3.6. Standart GA grafigi

Yikama siiziintiisiinden alinan 500 pL’lik 6rnekler ayn1 islemlerden gecirilerek
479 nm’de U.V.de niimunenin absorbansinin olup olmadigi kontrol edildi. GA’nin
tamamen uzaklastirildigindan emin olunduktan sonra, destek 50 °C’de kurumaya
birakildi (Boratynski ve Zal 1990). Daha sonraki islemlerde kullanilmak tizere +4 °C’de

saklandi.

Fe;0,@3-APTES’in GA muamelesinden sonra GA ile reaksiyon vermeyen
destekte bulunan serbest -NH, gruplarinin miktar1 belirlendi (Hermanson ve ark. 1992).
Bu yontem ile GA baglanmayan Fe;O,@3-APTES yapisindaki serbest amino grubu
tasiyan uglarin miktar1 belirlendi. Bunun i¢in, Bolim 3.2.2.1.’de yapilan islemler

tekrarland1 (Sekil 3.7.).
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Sekil 3.7. Soldan saga dogru Fe;0,@3-APTES, Fe;0,@3-APTES=GA ve
koriin Ninhidrinin ile etkilesmesi sonucu olusan mor renkli kompleks

3.2.2.3. Fe;04@APTES=GA’ya CRL’nin immobilizasyonu

CRL, manyetik nanopartikiillere GA tiizerinden kovalent baglanma metoduna
gbére immobilize edildi (Sahoo ve ark. 2011). 1.5 g Fe;0,@APTES=GA, derisimi 10
mgmL "' olan 45 mL enzim ¢dzeltisine (50 mM pH 7.0 fosfat tamponu kullanildi) ilave
edildi. Karigim, 120 rpm donme hizi ile +4 °C’de 12 saat karistirildi. Siire sonunda
immobilize enzimler yikandi. Yikama sulart immobilizasyon basarisini belirlemek i¢in
ayrildi (Lowry ve ark. 1951). Immobilize enzim oda sicakhiginda kurutuldu ve

buzdolabinda +4 °C’de muhafaza edildi (Sekil 3.3.).

Immobilizasyon isleminin Sonunda Bagl Immobilizasyon Basarisinin
Belirlenmesi: immobilizasyon islemi sonunda siiziintiideki protein miktar1 tayini
yapildi. Ayrica, bagil immobilizasyon basarisi belirlendi. Protein tayini yapildiktan
sonra immobilizasyonun baglangicinda ortama eklenen CRL’nin miktarindan siiziintiide

bulunan enzim miktar1 ¢ikartilarak 1.5 g destege baglanan enzim miktart hesaplandi.

Bu degerden faydalanarak gram destek basina baglanan mg enzim miktari
hesaplandi. Bunun i¢in; deney tiipiine siiziintiden 1 mL alindi. Ardindan, C
cozeltisinden tiipe 5 mL ilave edildi. 10 dakika oda sicakliginda bekletildikten hemen
sonra tiipe 1:2 oraninda seyreltilen Folin-Ciocalteu ¢ozeltisinden 0.5 mL eklendi. 30
dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra tiip igeriginin absorbansi kore karst 750

nm’de okundu.
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3.2.3. Fe;04@EP’nin Hazirlanmasi ve CRL’nin immobilizasyonu

Manyetik Fe;O4 nanopartikiillerine, CRL’nin immobilizasyonu i¢in dncelikle
partikiil yiizeyleri EP ile aktiflestirildi. Ardindan, aktiflestirilen bu partikiillere kovalent
baglanma metoduna gére CRL immobilize edildi (Sahoo ve ark. 2011). Literatiirdeki
benzer ¢aligmalarla kiyaslanarak yapiya giren oksiran gruplarinin varligi kanitlandi ve

miktart belirlendi (Sundberg ve Porath 1974, Axen ve ark. 1975).

3.2.3.1. Fe304@EP’nin Hazirlanmasi

3.0 g manyetik FesO4, 1 M 60 mL’lik NaOH c¢ozeltisine ilave edildi. Bu
karisima oda sicakliginda 6 mL EP yavasca ilave edildi. Ardindan, karisim 60 °C’de
165 rpm’de 2 saat inkiibe edildi. Siire sonunda, partikiiller siiziilerek yikandi. Olusan

destek maddesinin yapis1 Fe;04@EP olarak sembolize edildi (Sekil 3.8.)

0
0
I HO I o ]
FeCl; + FeCl; —» oH + C'/\Q A\\ § o/\Q
0
0
e
5o
0
0
NH 1 0
0
Q CRL
NH r(
OH ‘
/

Sekil 3.8. Manyetik Fe;0, partikiillerin hazirlanmasi (I), Fe;O0,@EP’nin hazirlanmasi (IT),
Fe;0,@EP-CRL nin hazirlanmas1 (II)
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Hazirlanan Fe;04@EP’de Bulunan Oksiran Gruplarimin Varhgimin ve Miktarimin
Belirlenmesi: Bunun icin 0.5 g Fe;04@EP, 2.6 mL ve 1.3 M’lik Sodyum tiyosiilfat
(NayS,03) ¢ozeltisine ilave edildi. Bu karisima indikator olarak bir damla Fenolftalein
eklendi. Karigim doniim noktasina kadar 0.1 M HCI ¢6zeltisi ile titre edildi (Sekil 3.9.).
Stokiyometrik olarak harcanan HCI ¢ozeltisinin hacminden oksiran grubunun miktar1 g

destek basina hesaplandi.

R-CH——CH, + 2Na* + $,0;% + HO ——-CH-CH,-S,05" + 2Na* + OH

@)
OH

Sekil 3.9. Fe;0,@EP’nin Sodyum tiyosiilfat ile reaksiyonu
3.2.3.2. CRL’nin Fe;04,@EP’ye Kovalent immobilizasyonu

1.5 g Fe;0,@EP, derisimi 10 mgmL ™ olan 45 mL enzim ¢ozeltisine (50 mM pH
7.0 fosfat tamponu kullanildi) ilave edildi ve karisim 120 rpm dénme hizi ile +4 °C’de
12 saat karistirildi. Siiresi sonunda, partikiiller siiziildii ve pH 7.0 fosfat tamponu ile
yikanarak destege baglanmayan serbest enzimlerinin uzaklastirilmas:t saglandi.
Immobilize enzim oda sicakliginda kurutuldu ve kullanilincaya kadar buzdolabinda +4
°C’de muhafaza edildi (Sekil 3.8.). Yikama sular1 immobilizasyon basarisinin

belirlenmesi i¢in ayrildi (Lowry ve ark. 1951).

3.2.4. Serbest ve Immobilize Lipazlarin Aktiviteleri

Serbest CRL i¢in deney tiipiine fosfat tamponunda (50 mM, pH 7.0) hazirlanan
lipaz ¢ozeltisinin (1 mg/mL) 1.0 mL’si ilave edildi. Immobilize lipazlar i¢in deney
tiiplerine Oncelikle 1.0 mL fosfat tamponu (50 mM, pH 7.0) eklendi ve ardindan her
tipe 20 mg immobilize lipaz ilave edildi. Daha sonra, etanol icinde hazirlanan p-
nitrofenilpalmitat (p-NFP) c¢ozeltisinden 1.0 mL (144 mM), serbest enzim ve
immobilize enzimlerin oldugu deney tiiplerine ilave edildi. Tiipler 30 dakika karistirildi.

Reaksiyon siiresi sonunda tiiplere 2.0 mL 0.5 N N'<12CO3 cozeltisi ilave edildi (Sekil

3.10.). Deney tiiplerindeki karisimlar, i¢inde 2 cm yiiksekliginde cam pamuk bulunan
10 mL’lik enjektor kullanilarak siiziildii. Siiziintiilerde agiga ¢ikan p-nitrofenoliin
absorbansi 410 nm’de olgiildii. Caligmalar 25 °C’de yapildi (Hung ve ark. 2003, Chiou
ve Wu 2004).
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NOQ \ / 0] C (CH2)14CH3

serbest lipaz/ Immobilize lipaz

NO, OH + CHg(CHa);4,COOH

Sekil 3.10. CRL tarafindan katalizlenmis p-nitrofenilpalmitat’in hidrolizi
3.2.5. Serbest ve Immobilize Lipazlarin Optimum pH'lar1

Protein yapisina sahip enzimlerin li¢ boyutlu yapisina etki eden tiim faktorler,
enzimlerin kararliliklar1 {izerinde etkilidir. Ortamin pH’s1 enzimin ii¢ boyutlu yapisi
iizerinde etki eden faktorlerden biridir. Enzim ¢ogu asir1 asidik ya da bazik kosullarda

tersinmez denatiirasyona ugrar.

Serbest ve immobilize lipazlarin (Fe;04@EP-CRL ve Fe;0,@3-APTES=GA-
CRL) aktiviteleri farkli pH'larda (pH 5.0 Trisodyum sitrat dihidrat; pH 6, 7 ve 8 fosfat
tamponu; pH 8.5 Tris baz) ve 50 mM derisimde hazirlanan tampon c¢ozeltiler
kullanilarak belirlendi. Bunun i¢in Kesim 3.2.4.’de verilen islem basamaklar1 dikkate
almarak her seferinde farkli bir pH’daki tampon c¢ozelti kullanarak aktivite tayinleri

yapildi.
3.2.6. Serbest ve Immobilize Lipazlarin Optimum Sicakliklar

Serbest ve immobilize lipazlarin (Fe;04@EP-CRL ve Fe;04@3-APTES=GA-
CRL) aktivitelerine, sicakligin etkisini incelemek amaci serbest ve immobilize lipazlarin
farkl1 sicakliklarda (25, 30, 35, 40, 50 ve 60 °C) ve 50 mM fosfat tamponundaki (serbest
enzim i¢in pH 7.0°de, immobilize enzimler i¢in pH 8.0’de ¢6zelti hazirland1) hidrolitik
aktiviteleri Olciilerek optimum sicaklik degerleri belirlendi. Bunun i¢in Kesim 3.2.4.’de
verilen islem basamaklar1 dikkate alinarak her seferinde farkli bir sicaklik degerinde

aktivite tayinleri yapildi.
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3.2.7. Serbest ve Immobilize Lipazlarin Termal Kararhliklar:

Enzimler protein yapisindadirlar ve sicaklik artislarina karsi hassastirlar. Bu
nedenle, enzimatik reaksiyonlar ic¢in yiiksek sicakliklar tercih edilmez. Ancak
enzimlerin termal kararliligi artirilabilirse endiistriyel agidan kullanim potansiyeline

sahip biyokatalizorler hazirlanmis olur.

Serbest enzim ve immobilize lipazlarin (Fe;04@EP-CRL ve Fe;0,@3-
APTES=GA-CRL) termal kararliligi incelemek amaci1 ile serbest ve immobilize
lipazlarin ¢ozeltileri 60 °C’de farkli zaman araliklarinda (20, 40, 60, 80, 100 ve 120
dakika) tutularak termal kararliliklari belirlendi. Serbest ve immobilize enzimlerin
termal kararlhiliklarinin belirlenmesi igslemlerinde serbest enzim i¢in pH 7.0’de,

immobilize enzimler i¢in pH 8.0’de 50 mM fosfat tamponu kullanildi.

3.2.8. Serbest ve Iimmobilize Lipazlarin Depolama Kararhhklar

Depolama kararliligi uzun siire saklama durumunda aktivite kaybinin bir
Olciisiidiir. Calismada, hazirlanan immobilize lipazlarin daha sonraki zaman
dilimlerinde aktivitelerinin belirlenmesi i¢in her birinden 20 mg tartilip deney tiiplerine
konuldu ve tiiplerin agizlar1 parafilm ile kapatilarak +4 °C’de buzdolabinda muhafaza
edildiler. 30 giin boyunca periyodik araliklarla aktivitelerindeki degisimler belirlendi.
Aktivitelerinin belirlenmesi islemlerinde pH 8.0’de hazirlanan 50 mM derisimde fosfat
tamponu kullanildi. Ayn1 sekilde, serbest enzimin daha sonraki zaman dilimlerinde
aktivitesinin belirlenmesi i¢in fosfat tamponu (50 mM, pH 7.0) kullanilarak 1 mg/mL
derisime sahip ¢ozeltisi hazirlandi. +4.0’de buzdolabinda muhafaza edildi. 30 giin

boyunca belirli araliklarla aktivitesindeki degisim belirlendi.

3.2.9. immobilize Lipazlarin Tekrar Kullamlabilirlikleri

Immobilize enzimlerin, endiistriyel kullanimlar1 agisindan tekrar kullamlabilirlik
son derece Onemli bir parametredir. Aktivite tayinlerinin belirlenmesinde Kesim
3.2.4.°de verilen islem siras1 takip edildi. Bu boliimde, 50 mM derisimde hazirlanan pH
8.0 fosfat tamponu kullanildi. Ayrica, 25 mg immobilize enzim kullanildi. Calismalar
25 °C’de yapildi. Her islemden sonra immobilize enzimler, kullanilan tampon ¢dzeltinin

5 mL’si ile yikandi. Bu islemler 20 kez tekrarlandi.
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3.3. Immobilize Lipazlarin Hidroliz Cahsmalari

Hidroliz calismalarina baslamadan Once substrat olarak kullanilan esterler
sentezlendi. Bu esterler; rasemik Ibuprofen metil esteri, rasemik Naproksen metil esteri
ve rasemik biitil Mandelat’tir. Ester sentezine gegmeden 6nce, rasemik Ibuprofen ve
rasemik Naproksen ticari olarak temin edilemediginden bu iki bilesigin piyasada satilan
(S)-enantiyomerleri satin almarak bu bilesikler rasemlestirildi. Immobilize lipazlar
(Fe;04,@EP-CRL ve Fe;0,@3-APTES=GA-CRL) kullanilarak sentezlenen rasemik
Ibuprofen metil esterinin, rasemik Naproksen metil esterinin ve rasemik Biitil

Mandelat’in enantiyoselektif hidroliz ¢aligmalar1 gerceklestirildi.
3.3.1. Rasemik Ibuprofen Ester’inin Hidroliz Calismalar:

3.3.1.1. Rasemik Ibuprofen Ester’inin Sentezlenmesi

Rasemik Ibuprofen’in Hazirlanmasi: 1.7888 g (8.68 mmol) (S5)-(+)-Ibuprofen 12 mL
etilen glikolde ¢6zlindii. Bu ¢ozeltiye, 1.2800 g (32 mmol) NaOH eklendi ve ¢ozelti geri
sogutucu altinda 175 °C’de 6 saat reflux edildi. Bu siire sonunda, balonundaki ¢6zelti,
su-buz karigimina dokiildii. Bu ¢ozeltinin pH’1, 1M HCI ¢6zeltisi damla damla ilave
edilerek 4’e diisiiriildii. Boylece rasemik ibuprofen ¢oktiiriildii (Sekil 3.11.). Coktiiriilen
ibuprofen siiziilerek ortamdan ayrildi. Stlizge¢ kagidinda bulunan madde, saf su ile

yikand1 ve laboratuvar sicakliginda kurumaya birakildi (Wu ve Liu 2000).
(S)-(+)-Ibuprofen’in rasemlestigini anlamak icin, bilesigin polarimetrede
cevirme acist Olciildii. Ayrica; rasemlesmenin oldugunu anlamak icin bilesik, Lux

Cellulose—1 kiral HPLC kolon kullanilarak analiz edildi ve rasemlesmenin basarili bir

sekilde gerceklestigi esit ylizdedeki pik alanlarinin gézlenmesiyle ispatlandi.
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Sekil 3.11. (S)-(+)-Ibuprofen’in rasemlestirilmesi (I), rasemik Ibuprofen metil esterinin sentezlenmes(Il),
rasemik Ibuprofen metil esterinin enantiyoselektif hidrolizi (IIT)

Rasemik Ibuprofen Metil Ester’inin Sentezlenmesi: 2.0628 g (10 mmol) rasemik
ibuprofen 50 mL benzende ¢oziindii. Bu ¢ozeltiye yaklasik % 99.8 saflikta 2.1 mL
metanol (50 mmol, 1.602 g, Ma: 32.04 gmolfl, d: 0.791 gmLﬁl) ilave edildi ve ardindan
cozeltiye birka¢c damla % 98’lik H,SO, damlatildi. Karisim bir gece reflux edildi. Daha
sonra ¢oziicli uguruldu. Geriye kalan madde % 10’luk NaHCOs; ¢ozeltisi ile ndtralize

edildi. Olusan ester (Sekil 3.11.) 50 mL kloroform (2 x 25 mL) ile ekstrakte edildi ve

81



3. MATERYAL VE METOT

ardindan susuz Na,SOy ilizerinden kurutuldu. Coziicli ugurularak, % 77 verim ile soluk

sar1 yagimsi rasemik Ibuprofenin metil esteri elde edildi (Ghanem ve ark. 2010).

'"H NMR (400 MHz, CDCl;): 5 0.91 (d, 6H, CH(CH3),),1.45(d, 3H, CHCH3), 1.85 (m,
1H, CH(CH3;),), 2.5 (d, 2H, CH,CH(CH3),), 3.68 (s, 3H, OCH3),3.7 (q, 1H, CHCH3),
7.1-7.3 (dd, 4H, aromatik), (Sekil 3.12.).

3C NMR (100 MHz, CDCLy): § 18.62, 22.40, 30.18, 45.02, 51.96, 127.14, 128.33,
129.36, 139.04, 140.9, 175.24, (Sekil 3.13.).

Sekil 3.12. Rasemik Ibuprofen metil esterinin' H-NMR spektrumu
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Sekil 3.13. Rasemik Ibuprofen metil esterinin*C-NMR spektrumu
3.3.1.2. Immobilize Lipazlar ile Rasemik Iburofen Metil Ester’inin Hidrolizi

Genel Prosediir: 25 mL’lik kapakli bir erlene 2.5 mL (50 mM ve pH=8.0) fosfat
tamponu eklendi. Bu ¢ozeltiye immobilize enzimden 600 mg tartilip ilave edildi. Daha
sonra erlene izooktan i¢inde ¢oziinmiis ve derisimi 10 mgmLﬁl olan rasemik Ibuprofen
metil esteri ¢ozeltisinden 5 mL ilave edildi ve karisim 350 rpm’de 120 saat 35 veya 40
%C’de inkiibasyona tabi tutuldu. Bu siire sonunda, Nd—Fe-B ticari miknatis kullamilarak
partikiiller uzaklastirildi (Sekil 3.14.) ve karisim, i¢inde cam pamuk bulunan bir
enjektor yardimiyla siiziildii. Hidroliz reaksiyonu sonucunda, su fazinda bilesigin asit
kismi ((S)-(+)-ibuprofen daha fazla); organik fazda bilesigin hidroliz olmamis ester
kism1 ((R)-(-)-ibuprofen metil esteri daha fazla) bulunmaktadir (Habibi ve ark. 2013,
Yousefi ve ark. 2014).
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Sekil 3.14. inkiibasyonun hemen ardindan immobilize enzimlerin ortamdan uzaklastirilmasi

HPLC Analizleri: Hidroliz reaksiyonu sonucunda, substratin enantiyomerik fazlalig
(% ee), Urliniin enantiyomerik fazlaligi (% ee,), enantiyose¢imlilik (E) ve doniisiim
oran1 (c veya x) gibi degerler hesaplandi. HPLC ile analizlerinin yapilmasi i¢in
oncelikle numunelerin hazirlanmasi gerekmektedir. Uriiniin enantiyomerik fazlaligmi

(% eep) bulmak icin asagidaki islemler yapildi;

pKa’ s1 491 olan Ibuprofen, su fazinda (tampon ¢ozeltide) tuz halinde
bulunmasi nedeniyle ¢ozeltinin iizerine 1 M HCI ¢ozeltisi ilave edilerek bilesigin tuz
formundan asit formuna doniismesi saglandi. Daha sonra bu c¢ozelti, dietileter ile
ekstrakte (2x3 mL) edilerek bir balona alindi. Su banyosunda eter uzaklastirild1 ve geri
kalan kisim 0.5 mL mobil fazda ¢oziindii (Yilmaz ve ark. 2010). Substratin
enantiyomerik fazlaligini (% ees) bulmak icin, organik faz uguruldu. Geri kalan kisim
0.5 mL mobil fazda ¢6ziildii. Bu islemler sonunda, hem su fazindan (iiriin) hem de
organik fazdan gelen numuneler elekten gegirilip vialllere konuldu ve daha sonra her bir
numunenin enantiyomerik fazlaligi Lux Cellulose—1 kiral kolon kullanilarak HPLC’de
belirlendi. Mobil faz olarak, n-heksan/2-propanol/asetik asit (99.6/0.4/0.15, v/v/v)
¢ozeltisi kullanildi. Calismalar, 1 mL/dk akis hizinda ve 25 °C’de gerceklestirildi. UV
dedektorde A= 254 nm’de okundu (Marszatt ve Siodmiak 2012, Siodmiak ve ark. 2013).
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3.3.2. Rasemik Naproksen Ester’inin Hidroliz Calismalar:

3.3.2.1. Rasemik Naproksen Ester’inin Sentezlenmesi

Rasemik Naproksen’in Hazirlanmasi: 5.0 g (21.7 mmol) (S)-(+)-Naproksen 30 mL
etilen glikolde ¢oziindii. Bu ¢ozeltiye, 3.2 g (80 mmol) NaOH eklendi ve geri sogutucu
altinda 175°C’de 6 saat reflux edildi. Siire sonunda balondaki ¢ozelti, su-buz karisimina
dokiildii. Bu ¢ozeltinin pH’1, 1M HCI ¢ozeltisi, damla damla ilave edilerek 4’e kadar
diisiiriildii. Boylece rasemik Naproksen ¢oktiirildii (Sekil 3.15.). Coktiiriilen Naproksen
stizlilerek ortamdan ayrildi ve saf su ile yitkandi (Wu ve Liu 2000).

(8)-(+)-Naproksen’in rasemlestigini anlamak igin, bilesigin polarimetrede
cevirme agisi Olgiildii. Ayrica; rasemlesmenin oldugunu anlamak icin bilesik, Chiralcel

OD kolon kullanilarak analiz edildi ve rasemlesmenin basarili bir sekilde gerceklestigi

esit yiizdedeki pik alanlarinin gézlenmesiyle ispatlandi (Sakiki ve ark. 2001).
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Sekil 3.15. (S)-(+)-Naproksen’in rasemlestirilmesi (I), rasemik Naproksen metil esterinin sentezlenmesi
(II) ve rasemikNaproksen metil esterin enantiyosec¢imli hidrolizi (I1T)

Rasemik Naproksen Metil Ester’inin Sentezlenmesi: 1.0 g (4.34 mmol) rasemik
Naproksen, 80 mL metanolde ¢oziildii ve bu ¢ozeltiye denge basingli bir damlatma
hunisi yardimiyla 8 mL % 98’lik H,SO, damla damla ilave edildi. Cézelti 65 °C’de bir
geri sogutucu altinda 1 saat siire ile reflux edildi. Hemen ardindan, reaksiyon
balonundaki ¢6zelti, su-buz karistmina dokiildii. Metanol’iin fazlasi rotary evaporator
yardimiyla ucurulduktan sonra rasemik Naproksen metil esteri, buz banyosu i¢inde,

lizerine yavas yavas % 20’lik NaOH ¢ozeltisi eklenerek c¢ozeltinin pH’1 9-10’a
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getirilerek c¢oktiiriildii. Tepkime sonunda reaksiyona girmeyen rasemik Naproksen ile
rasemik Naproksen metil esteri 1 M NaHCOj; ¢ozeltisi ve saf su ile birkag kez yikanarak
ayrildi. Elde edilen rasemik Naproksen metil esteri siizge¢ kagidi iizerinde kurutuldu
(Sekil 3.15.). Daha sonra, izooktan i¢inde yeniden kristallendirildi (Lee ve ark. 2001,
Takac ve Bakkal 2007). Verim % 82, erime noktas1 90-92 °C “dir.

'"H-NMR (400 MHz, CDCL3): & 1.6 (d, CHCH;3,J=7.2 Hz ), 3.63 (s, COOCH3), 3.86
(m, CH), 3.92 (s, OCH3), 7.15 (2H, m), 7.4 (1H, m), 7.71 (3H, m ), (Sekil 3.16.).

BC-NMR (400 MHz, CDCly): 518.59, 52.17, 45.57, 55.16, 105.83, 119.02,
125.95,126.21,127.42, 128.98, 129.82, 133.81, 135.81, 157.70, 175.39), (Sekil 3.17.).

\
[

l l |
D T,-t__. \.._,J,. - NSRS I e S Sy ,.)"»-.»‘l\_ '«—L

85 80 75 7.0 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25 20 1.5 1.0 ppm
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Sekil 3.16. Rasemik Naproksen Metil Ester’inin "H-NMR spektrumu
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Sekil 3.17. Rasemik Naproksen Metil Ester’inin *C-NMR spektrumu
3.3.2.2. immobilize Lipazlar ile Rasemik Naproksen Ester’inin Hidrolizi

Genel Prosediir: 25 mL’lik kapakli bir erlene 2.5 mL (50 mM ve pH=8.0) fosfat
tamponu eklendi. Bu ¢6zeltiye immobilize enzimden 600 mg tartilip ilave edildi. Daha
sonra erlene izooktan i¢inde ¢Ozlinmiis ve derisimi 10 mgmLﬁ1 olan rasemik Naproksen
metil esteri ¢ozeltisinden 5 mL ilave edildi ve karisim 350 rpm’de 120 saat 35 veya 40
°C’de inkiibasyona tabi tutuldu. Bu siire sonunda, Nd-Fe—B ticari miknatis kullanilarak
partikiiller uzaklastirild1 ve karisim, i¢inde cam pamuk bulunan bir enjektor yardimiyla
stiziildi. Hidroliz reaksiyonu sonucunda, su fazinda bilesigin asit kismi ((S)-(+)-
Naproksen daha fazla); organik fazda bilesigin hidroliz olmamis ester kismi ((R)-(-)-
Naproksen metil esteri daha fazla) bulunmaktadir (Taka¢ ve Bakkal 2007, Yilmaz
2010).

HPLC Analizleri: Hidroliz reaksiyonu sonucunda, % ee;, % ee, E ve ¢ (x) gibi degerler
hesaplandi. HPLC ile analizlerinin yapilmasi i¢in Oncelikle numunelerin hazirlanmasi

gerekmektedir. % ee,’yi bulmak i¢in asagidaki islemler yapilds;

pKa’ s1 4.15 olan Naproksen, su fazinda (tampon ¢d6zeltide) tuz halinde
bulunmasi nedeniyle ¢ozeltinin iizerine 1 M HCI ¢ozeltisi ilave edilerek bilesigin tuz
formundan asit formuna doniismesi saglandi. Daha sonra bu c¢ozelti, dietileter ile

ekstrakte (2x3 mL) edilerek bir balona alindi. Su banyosunda eter uzaklastirild1 ve geri
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kalan kistm 0.5 mL mobil fazda (heksan/2-propanol (1:1)) ¢6ziindii (Yilmaz ve ark.
2010). Bu islemler sonucunda ¢ozelti elekten gecirilip viale konuldu ve daha sonra
numunenin enantiyomerik fazlaligi Chiralcel OD kiral kolon kullanilarak HPLC’de
belirlendi. Mobil faz olarak, n-heksan/etanol/TFA (95.0/5.0/0.15) kullanildi.
Calismalar, 1 mL/dk akis hizinda ve 25 °C kolon sicakliginda gerceklestirildi. UV
dedektdrde A= 254 nm’de okundu. Kolondan 6nce, (R)-(-)-Naproxen, ardindan  (§)-
(+)-Naproksen ayrildi (Battistel ve ark. 1991, Sakaki ve ark. 2001).

% ees’yi bulmak i¢in, organik faz uguruldu. Geri kalan kisim 0.5 mL mobil fazda
(n-heksan/2-propanol) ¢oziildii. Bu islemler sonucunda ¢ozelti elekten gegirilip viale
konuldu ve daha sonra numunenin enantiyomerik fazlaligi Chiralcel OD-H kiral kolon
kullanilarak HPLC’de belirlendi. Mobil faz olarak, hekzan/2-propanol (98/2) kullanildi.
Caligmalar, 1 mL/dk akis hizinda ve 25 °C kolon sicakliginda gerceklestirildi. UV
dedektorde A= 254 nm’de okundu. Kolondan dnce, (R)-(-)-Naproxen, ardindan  (S)-
(+)-Naproksen ayrildi (Cernia ve ark. 2002, Takag ve Bakkal 2007, Yilmaz 2010).

3.3.3. Rasemik Biitil Mandelat Ester’inin Hidroliz Calismalari

Bu boliimde, rasemik Biitil Mandelat esterinin enantiyoselektif hidroliz
caligmalar1 gerceklestirildi. Rasemik biitil Mandelat esterinin sentezinde, Oncelikle
piyasada ticari olarak satilan rasemik Mandelik asit temin edildi. Daha sonra esterlesme

tepkimesi ile rasemik biitil Mandelat esteri sentezlendi.

3.3.3.1. Rasemik Biitil Mandelat Ester’inin Sentezi

1.414 g (10 mmol) rasemik Mandelik asit 20 mL n-Biitanol’de ¢dziindii.
Cozeltiye 0.100 g katalizor Fe,(SO4);.xH,0 ilave edildi ve geri sogutucu altinda 3.5 saat
reflux edildi. Alkoliin fazlasi evapore edildi. Cozeltiye 20 mL dietil eter eklendi.
Katalizor siizge¢ kagidi lizerinden uzaklastirildi.  Ardinda ¢ozelti, % 5 NaHCOs;
cozeltisi (2x10 mL) ile ekstrakte edildi. Su fazi atilip organik fazda bulunan bilesigi
elde etmek icin eter ucuruldu ve bilesik petrol eterinde kristallendirildi (Zhang ve Gong
1999). Sentezlenen esterin erime noktasi 33-34 °C’dir. Reaksiyon % 80 verim ile

gerceklestirildi (Sekil 3.18.).
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"H NMR (400 MHz, CDCl;) 3: 0.86 (t, J = 7.48, 3H), 1.26 (m, 2H),1.56 (m, 2H), 3.8
(d, J = 4.48, 1H, OH), 4.19 (m, 2H), 5.18 (d, J = 2.8, 1H), 7.45-7.32 (m, 5H), (Sekil
3.19.).

3C NMR (100 MHz, CDCL3) &: 13.51, 18.84, 30.41, 65.91, 72.94, 126.53, 128.33,
128.49, 138.56, 173.75, (Sekil 3.20.).

9 8 ] 3 5

Sekil 3.19. Rasemik Biitil Mandelat’in "H-NMR spektrumu
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Sekil 3.20. Rasemik Biitil Mandelat ‘in ?C-NMR spektrumu
3.3.3.2. immobilize Lipazlar ile Rasemik Biitil Mandelat’in Hidrolizi

Genel Prosediir: 25 mL’lik kapakli bir erlene 2.5 mL (50 mM ve pH=8.0) fosfat
tamponu eklendi. Bu ¢6zeltiye immobilize enzimden 600 mg tartilip ilave edildi. Daha
sonra erlene izooktan i¢inde ¢Oziinmiis ve derisimi 10 mgran1 olan rasemik Ibuprofen
metil esteri ¢ozeltisinden 5 mL ilave edildi ve karisim 350 rpm’de 120 saat 35 veya 40
%C’de inkiibasyona tabi tutuldu. Bu siire sonunda, Nd—Fe-B ticari miknatis kullanilarak
partikiiller uzaklastirild1 ve karigim, icinde cam pamuk bulunan bir enjektor yardimiyla
siiziildii. Hidroliz reaksiyonu sonucunda, su fazinda bilesigin asit kismi ((R)-(-)-
Mandelik asit daha fazla); organik fazda bilesigin hidroliz olmamis ester kismi ((S)-(+)-
Biitil Mandelat daha fazla) bulunmaktadir.
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OH

OH

O

I- n-Biitanol, Fe,(S0,);.xH,0 ve 3.5 saat reflux

OH
OCH,CH,CH,CH,
\ / II- 350 rpm'de 35 veya 40 °C 120 saat inkiibasyon
O
OH
OH
: : : O(CH,);CH
/\’I/COOH \ / / \n/ 2)3LH;3
[ j O
O
(R)-(-)-Mandelik asit (S )-(+)-Biitil Mandelat

(Su fazi) ¢ (Organik faz)

Sekil 3.18. Rasemik Biitil Mandelat’in sentezi (I) ve enantiyose¢imli hidrolizi (II)

HPLC Analizleri: Hidroliz reaksiyonu sonucunda % ee, hesaplandi. % ee, uygun kiral

kolon temin edilemediginden dolay1 belirlenmedi. HPLC ile analizlerinin yapilmasi i¢in

oncelikle numunenin hazirlanmasi gerekmektedir. % ee,’y1 bulmak icin asagidaki

islemler yapildi;

pKa’ s1 3,41 olan Mandelik asit, tampon c¢ozeltide tuz halinde bulunmasi

nedeniyle ¢ozeltinin tizerine 1 M HCI ¢ozeltisi ilave edilerek bilesigin tuz formundan

asit formuna doniismesi saglandi. Daha sonra bu ¢ozelti, dietileter ile ekstrakte (2x3

mL) edilerek bir balona alindi. Su banyosunda eter uzaklastirildi ve geri kalan kisim 0.5
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mL mobil fazda (heksan/2-propanol (1/1)) ¢6ziindii (Yilmaz ve ark. 2010). Bu islemler
sonucunda ¢ozelti elekten gegirilip viale konuldu ve daha sonra numunenin
enantiyomerik fazlaligi Chiralcel OD kiral kolon kullanilarak HPLC’de belirlendi.
Mobil faz olarak, n-heksan/2-propanol/ TFA (85/15/0.3) kullanildi. Calismalar, 1 mL/dk
akis hizinda ve 25 °C kolon sicakliginda gerceklestirildi. UV dedektorde A= 254 nm’de

okundu. Auto sampler kullanilarak cihaza 3 pL. numune verildi (Mao ve ark. 2012).

3.4. Doniisiim ve Enantiyosecimliligin Hesaplanmasi

HPLC’de elde edilen sonuglara gore yapilan hesaplamalar, literatiirdeki (Chen
ve ark. 1982) formiiller kullanilarak yapildi. % ees (Esitlik 3.1.) % ee, (Esitlik 3.1.), E
(Esitlik 3.1.) ve ¢ (x) (Esitlik 3.1.) gibi degerler asagida verilen formiiller kullanilarak

belirlendi.
Cr-Cs
Toees = Esitlik 3.1.
CR+CS
Cs-Cr -
Toee, = Esitlik 3.2.
CS+CR
%c(x) = b Esitlik 3.3.
ee; + ee,
In[(1-c).(1-eey)] veya E= In[(1-c).(1+ee})] Esitlik 3.4
In[(1-c).(1+eey)] In[(1-c).(1-eep)]
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Manyetik Fe3;04 Nanopartikiillerin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

CRL immobilizasyonunda tasiyici destek maddesi olarak kullanilan manyetik
Fe;0, nanopartikiilleri Fe** ve Fe’* iyonlarimin birlikte kimyasal ¢oktiiriilmesiyle
hazirlandi. Fe** / Fe’*’iin molar konsantrasyon oram1 Fe’*’nin oksidasyona egilimli

olmasi nedeniyle, 1/1.75 olarak secildi (Maity ve ark. 2007).

Hazirlanan partikiillerin X-ray analiz sonuglar1 (Sekil-4.1.) incelendiginde 6
farkli yerde pik goriilmektedir. Magnetit (Fe;O4) icin beklenen X-i1sinlar1 desenleri
sirastyla 20= 30.064, 35.452, 43.038, 53.547, 57.168 ve 62.728 ((220), (311), (400),
(422), (511) ve (440) tekabiil eden) ana pikler olarak gozlendi (Sekil 4.2.). Magnetit’in
atmosferdeki oksijenle oksidasyona ugrayarak maghemit’e (y-Fe,O3) doniisme ihtimali
oldugu bilinmektedir. Magnetit ve maghemit’in X-i1sinlart desenleri birbirine ¢ok
yakindir y-Fe;Os3 olusumunu Onlemek icin azot gazi atmosferinde calisildi (Santra ve

ark. 2001, Gupta ve Gupta 2005).

Bu c¢alismada, hazirlanan manyetik Fe3;O4 nanopartikiillerin X-ray spektrumu
incelendiginde, piklerin tamamimin hazirlanan Magnetit’e ait oldugu gériildii. Ozellikle,
35.452°deki  karakteristik pik (311) Magnetit’in spinal yapisinin  olustugunu
gostermektedir. Yapida goetit (a-FeOOH) ve hematit (a-Fe;Os)’in bulunmadigr Sekil
4.2.°deki 20O degerleri incelenerek anlasildi. Eger yapida bu iki madde birlikte
bulunsaydi 21.22° ve 33.15ye karsilik gelen 110 ve 104 piklerinin X-ray
spektrumunda goriilmesi beklenirdi. Hazirlanan manyetik nanopartikiillerin kiibik spinal
yapida oldugu belirlendi. Ayrica, partikiillerin ortalama kristal boyutu, Scherrer
denkleminden hesaplandi ve kristal boyutunun yaklasik 13,72 nm oldugu belirlendi.
Bulgular literatiirle uyum ic¢indedir (Wan ve Li 1998, Cao ve ark. 2009, Kefu ve ark.
2009, Guo ve ark. 2010).
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Sekil 4.1. Manyetik Fe;O,4 nanopartikiillerin X-ray diffractometer spektrumu

28 | h k ]
30,054 25 2 2 0]
35.452 100 3 1 1
37 2 2 2 2
43.038 12 4 0 0
53.547 a 4 2 2
57.168 25 5 1 1
62728 30 4 4 0]
70.785 2 G 2 0]
73997 2 5 3 3
86.907 2 G 4 2
89.904 a 7 3 1
94,281 2 a8 0 0]

105145 4 7 5 1

Sekil 4.2. X-ray spektrumunda piklerin goriildigii bolgelere ait 20 degerleri

Modifiye nanopartikiiller FT-IR ile karakterize edildi. Fe;O4’in FT-IR
spektrumu incelendiginde manyetik nanopartikiillerin varligi 529 cm™'’de bulunan Fe-O
bagmna ait giilii absorpsiyon bandi ile goriilebilmektedir. Yaklasik 3500-3194 cm’™
araligindaki genis band O-H gerilme titresimine aittir (Sekil 4.3.). Manyetik
nanopartikiillerin yiizeyinin 3-APTES ile modifiye edildigi yani yapiya 3-APTES’in
baglandigi FT-IR spekturumunda 3439 cm™"deki amin bandlar1 (N-H gerilme), 2911
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cm de C-H gerilme titresimine ait bantlar ve 1003 cm "’ de oldukga yayvan silika
bandinin (Si—O), gézlenmesiyle (Sekil 4.4.) ortaya konuldu (Ma ve ark. 2003, Cao ve
ark. 2009, Yilmaz ve ark. 2010, Ghaemi ve ark. 2015). Fe;0,@3-APTES’e GA’nin
baglandig1, 1643 cm™ de C=N gerilme titresimlerinin gdzlenmesiyle ispatlandi (Can ve
ark. 2009, Ozmen ve ark. 2010). (Sekil 4.5.). Fe;04@3-APTES=GA’ya CRL’nin
immobilize oldugu FT-IR spektrumundaki band degisimlerinden gézlendi (Sekil 4.6.).
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Sekil 4.3. Manyetik Fe;0, nanopartikiillerine ait FT-IR spektrumu
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Sekil 4.4. Manyetik Fe;0,@3-APTES e ait FT-IR spektrumu

97



4. BULGULAR VE TARTISMA

%T

T

54

36

34

i3

a0

T8

T

T4

T2

Ta

[

(4]

633

046

92

o0

it

a6

s 163506

& 1008.35

2 330286
7
76
4
72
0
68
it
64
62
&0

573

4000.0 3600 3200 2300 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 200 6501
-1

Sekil 4.5. Manyetik Fe;0,@3-APTES=GA’ya ait FT-IR spektrumu
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Sekil 4.6. Manyetik Fe;0,@3-APTES=GA-CRL’ye ait FT-IR spektrumu

Manyetik nanopartikiillerin yiizeyinin EP ile modifiye edildigi FT-IR

spekturumunda oksiran halkasma ait 3194 cm™ de (C-H) gerilme titresimlerine ait

piklerin varligi ve 1033.70 cm™ deki (C-O-C) gerilme titresimleine ait genis bandin
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gozlenmesiyle ispatland1 (Etci 2011). Spektrumdaki degisimlerden yapiya once EP
(Sekil 4.7.) ve daha sonra CRL enziminin baglandig1 goriilmektedir (Sekil 4.8.).
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Sekil 4.7. Fe;0,@EP’ye ait FT-IR spektrumu
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Sekil 4.8. Fe;0,@EP-CRL nin FT-IR spektrumu

Modifiye nanopartikiillerin yilizeyinde bulunan organik icerikleri degerlendirmek
amaciyla hazirlanan partikiillerin Termal Gravimetrik Analiz’lar1 yapildi. Manyetik
nanopartikiillerin yiizeyinde, kaplanmanin meydana geldigi TGA Ol¢limlerinden

anlagilabilir. Fe;O4 ve modifiye partikiillerin termal kararliligit TGA ile degerlendirildi.
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Sekil 4.9.’da nanopartikiillere ait termogram incelendiginde sicaklik artisi ile
birlikte baslangigta hizli bir kiitle kaybinin gerceklestigi goriilmektedir. Sonug olarak,
orta noktasi 147 °C’de olmak iizere partikiil, kiitlesinin 0.597 mg’im1 yani toplam
kiitlesinin % 4.610’unu kaybetmistir. Bu sonug literatiir ile uyumludur. Kaybedilen
kiitlenin  ¢ogunlukla fiziksel olarak partikiil yilizeyinde absorbanmig sudan
kaynaklandig: diisiiniilmektedir (Can ve ark. 2009, Kurtan ve Baykal 2014, Sundar ve
ark. 2014).

TGA
mg
r TGA
15.00-
14.00-
13.00-
T
. \ o o
12.00- Mid Poin 147.00C
[ Onset 542.11C
[ Endse 416.97C
11.00- Weight Los -0.597mg
[ -4.610%
10.00f
-0.00 200.00 400.00 600.00 800.00
Temp [C]

Sekil 4.9. Manyetik Fe;0, nanopartikiillerinin termogrami

Sekil 4.10.’deki termogram incelendiginde, sicaklik artisi ile birlikte baslangicta
hizl1 bir kiitle kaybinin gerceklestigi goriilmektedir. Daha sonra ise kiitlede kiiciik bir
artis s6z konusudur. Sonug olarak, orta noktasi yaklagik 87 C’de olmak iizere partikiil,
kiitlesinin 1.148 mg’in1 yani toplam kiitlesinin % 11.805’ini kaybetmistir. Bu kiitle
kayb1 yapida bulunan 3-APTES + GA’nin termal dekompoze olmasina baglanmistir.
iki kademede ise, orta noktasi yaklasik 709 °C’de olmak iizere partikiil kiitlesi 0.025 mg
yani kiitlede % 0.257°1ik bir artis s6z konusudur. Bu kiitle artis1, magnetit’in maghemite

doniisiimii ile ilgili olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Cao ve ark. 2009).
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TGA
mg
—— TGA
12.00-
10.00-
>\\\
Mid Poi 97 T
id Poin 86.97C —_— -
Onsetl 65.94C =
8.00- Endse 108.7€C Mid Poin 708.87C
Weight Los -1.148mg Onsetl 736.1¢C
-11.805% Endse 712.01C
Weight Los 0.025mg
0.257%
6.00-
-0.00 200.0C 400.00 600.0C 800.0C
Temg [C]

Sekil 4.10. Manyetik Fe;0,@3-APTES=GA’nin termogrami

Manyetik Fe;O4 (Sekil 4.11.), Fe;0,@3-APTES (Sekil 4.12.), Fe;0,@3-
APTES=GA (Sekil 4.13.) ve Fe;O4@EP’nin (Sekil 4.14.). ylizey yapisini incelemek
amactyla SEM fotograflari alindi. Asagida verilen sekillerden goriildiigli gibi hazirlanan

yapilarin morfolojik farkliliklari agik¢a goriilmektedir.

1.147 pm

Sekil 4.11. Manyetik Fe;0, nanopartikiillerin SEM fotograflar1 (mag:8 000x)
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Sekil 4.14. Fe;O,@EP nin SEM fotografi (mag:8 000x)

4.2. Modifiye Nanopartikiillere CRL’nin Kovalent immobilizasyonu

Bu ¢alismada; CRL, manyetik nanopartikiillere iki farkli organik uzatma kolu
tizerinden (3-APTES + GA ve EP) kovalent baglanma metoduna gore immobilize
edildi. Calismada birinci organik uzatma kolunu olusturmak i¢in kullanilan GA, tastyici
destek maddelerinin aktiflestirilmesinde siklikla kullanilan bir bilesiktir. GA,
immobilize enzimler icin en iyi, aktive edici reaktif olarak bilinir (Alonso ve ark. 2005,
Betancor ve ark. 2006, Alptekin ve ark. 2009, Yilmaz ve ark. 2010). Calismada
nanopartikiiller oncelikle 3-APTES ile aktiflestirilmis ve partikiil yiizeylerinde primer
amin gruplar1 olusturuldu. Primer amin grubu tasiyan partikiillerin GA ile reaksiyona
sokulmasi1 sonrasinda immobilizasyon iglemleri gerceklestirildi. Enzimler partikiillere
yapida bulunan aldehit grubu iizerinden baglanmaktadir. Bu yiizden, yapida ne kadar

cok aldehit grubu varsa, immobilize olan enzim miktar1 da o kadar fazla olur.

Bu c¢alismada, manyetik nanopartikiillerin 3-APTES 1ile aktiflestirilmesi

sonucunda partikiil ylizeyinde bulunan -NH, grubu miktar1 belirlendi. Yapilan
hesaplamalar sonucunda 1.0 g partikiil yiizeyinde bulunan —NH2 grubunun miktar1 420

umol/g olarak hesaplandi. Fe;0,@3-APTES’in GA ile reaksiyonu sonrasinda yapida
primer amin gruplarmin biiyiikk ¢ogunlugunun GA ile reaksiyon verdigi belirlendi.
Yaklasik % 88’inin GA ile modifiye oldugu bulundu. Bu sonuglar yapiya once 3-
APTES’in ve daha sonra GA’nin girdigini gostermektedir.
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Calismada ikinci organik uzatma kolunu olustirmak i¢in kullanilan EP
literatiirde c¢apraz baglayici reaktif olarak kullanildigi bilinmekte ve oOzellikle de
Siklodekstrin’in modifiye edilmesinde son 50 yildan beri kullanilmaktadir. Yapisinda,
bir epoksit grubu (oksiran) ve bir kloroalkil grubu olmak iizere iki fonksiyonel grup
bulundurur (Crini ve Morcellet 2002, Santos ve ark. 2008). Epoksit grubu tasiyan destek
maddelerine enzimlerin ¢ok kolay immobilize oldugu bilinmektedir. Epoksit grubu
tasiyan destek materyalleri, 1liml1 deney kosullar1 (pH 7.0) altinda farkli protein gruplari
ile (amino, tiyol, fenolik) ¢ok kararli kovalent bag olusturabilmeleri nedeniyle enzim

teknolojisi uygulamalarinda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Arica 2000).

Bu calismada, manyetik Fe;O4 nanopartikiillerin EP ile reaksyonu sonucunda
partikiil yiizeyinde bulunan oksiran gruplarinin miktar1 belirlendi. 1 g partikiil
yiizeyinde bulunan oksiran gruplarinin miktar1 460 pmol/g olarak hesaplandi. Bu

sonuc¢lar manyetik nanopartikiillerin EP ile reaksiyon verdigini gostermektedir.

CRL’nin modifiye manyetik nanopartikiillere kovalent olarak immobilizasyon
isleminde, lipaz aktivitelerinin pH’ya baghlig1 ile ilgili calismalara bakildiginda
lipazlarin genel olarak pH 7.0 civarinda aktivite gosterdikleri goriilmektedir (Sahin ve

ark. 2009, Sun ve ark. 2010, Jiang ve ark. 2014).

Bu c¢alismada, immobilizasyon isleminde kullanilan tamponun derisiminin
belirlenmesine yonelik herhangi bir calisma yapilmadi. Fakat genel olarak lipaz
enzimleri ile ilgili ¢alismalarda kullanilan tamponun derisimi 50 mM’dir (Kuo ve ark.
2012). Bu derisimin iizerinde/altinda yapilan islemlerde enzim aktivitesinde bir diisiis
tespit edilmistir. CRL’nin tampon derisiminden etkilendigi belirlenmistir. Bu durum
reaksiyon ortaminin iyonik siddetinin ve lipazin stabilizasyonunu saglamada énemli bir
rol aldigin1 gdstermektedir (Yildirrm ve ark. 2014). Immobilizasyon sirasinda ortamin
pH’min immobilize olan enzim miktarina etksinin incelendigi bir ¢alismada, CRL’nin
izoelektrik noktasinda (pH=4.0) serbest enzimin % 95’inin immobilize oldugu
belirlenmistir. CRL’nin izoelektrik noktasinin altinda (pH=3.0), serbest enzimin ancak
% 20’sinin maddeye baglandig, izoelektrik noktanin iistiindeki bir pH’da (pH=9.0)
serbest enzimin % 80’ine yakin kisminin baglandigi tespit edilmistir. En yiiksek
miktarda baglanmanin izoelektrik noktada gergeklesmesinin sebebi; CRL’nin

izoelektrik noktada en kii¢iik molekiil boyutuna ulagsmasidir. Yiiksek miktarda enzimin
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baglandig1 pH=4"de enzimin spesifik aktivitesinin oldukc¢a diisiik oldugu anlagilmistir.
pH=4.0’de CRL’nin en kii¢iik molekiil boyutunda olmasit nedeniyle, destegin
gozeneklerinin igine girdigi diistiniilmiistiir. Bu durumda enzimin biiyiik bir kisminin
gozenek i¢inde girdidi i¢in gdzenek i¢i kiitle aktarim kisitlamalar1 nedeni ile substratin

enzime ulagsmasinin engellenmis olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (Taka¢ ve Bakkal 2007).

Enzim immobilizasyonunda kullanilan tasiyici destek maddelerinin, enzimi
baglayabilecekleri bir yiizey alanlar1 vardir. Immobilizasyonda maddenin yiizey alani
doldugunda immobilizasyon islemi bitmis demektir. Bu ¢alismada, CRL’nin manyetik
nanopartikiillere GA ve EP organik ara kollar1 iizerinden kovalent baglanma metodu ile
immobilizasyonunda kullanilan 450 mg enzimin % 100’e yakin kismi partikiillere

baglandi.

CRL’nin modifiye nanopartikiillere immobilizasyonunda, ortamin sicakligi ham
enzimin ylizeye baglanma miktarini etkilemektedir. Sicakligin etkisinin incelendigi bir
calismada, en vyilksek miktarda ham enzimin baglandigi sicaklik 40 °C olarak
belirlenmistir. Sicakligin 40 °C’nin iizerine ¢ikmasi nedeniyle, immobilize enzimin
substrata kars1 aktivitesinde azalma goriilmiistiir. Diisiik sicaklikta, immobilize enzimin
substrata kars1 aktivitesinin daha iyi oldugu belirtilmistir (Taka¢ ve Bakkal 2007,
Yilmaz ve ark. 2010). Battistel ve ark. (1991), 1.0 g Amberlite XAD-7’ye immobilize
etmek icin 200 mg ham CRL kullanmiglar ve immobilizasyon islemlerini oda
sicakliginda gergeklestirmislerdir. Oda sicakliginda immobilize olan enzimin 5, 20, 35
ve 50 °C sicakliklarda Tribiitirin’e kars1 % kalan aktivitesinin, sicaklik artik¢a azaldigini
belirlemislerdir. Bu ¢alismada enzim, modifiye partikiillere +4 °C’de immobilize edildi.
Sicakligin etkisinin incelendigi bu kisimda 4 °C yerine; enzim 25 °C’de immobilize
edildiginde immobilizasyon yiizdesinin sicaklik artik¢a diistiigii tespit edildi. Ayrica,
lipaz enzimleri ile yapilan bir ¢alismada immobilizasyon siiresinin uzamasi enzimin
aktivitesinde ve immobilize olan protein miktarinin azalmasina neden oldugu

belirlenmistir (Yildirim ve Tiikel 2013).

Immobilizasyon sirasinda karistirma hizi ve siirenin etkisinin incelendigi bir
calismada, karigtirma hizinin immobilizasyon basarisina  katkisinin  olmadigi
belirlenmistir. CRL’nin Montmorillonit K10’a immobilizasyon isleminde, optimal

immobilizasyon siiresini belirlemek i¢in yapilan calismalarda, arastirmacilar ilk 6 saat
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icinde immnobilizasyon isleminin tamamladigini tespit etmislerdir (Taka¢ ve Bakkal
2007). Bu g¢aligmada immobilizasyon sirasinda inkiibatiir 150 rpm ve 12 saat siireyle
calistirldi. Immobilizasyon islemlerinden sonra siiziintiilerde kalan protein miktar:

belirlenerek immobilizasyonun basaris1 belirlendi (Lowry ve ark. 1951).

Calismada, serbest ve immobilize enzimlerin enzimatik aktiviteleri belirlendi.
Enzim aktivitesinin belirlenmesi i¢cin CRL’nin yapisindaki protein miktar1 tespit edildi
(Lowry ve ark. 1951). Serbest enzimin yapisindaki protein miktar1 % 11.66 olarak

belirlendi. Bu sonug literatiir ile uyumludur (Takag¢ ve Bakkal 2007).

Fe;0,@APTES=GA-CRL’nin hazirlanmasinda kullanilan enzimin yaklasik %
99.89’unun immobilize oldugu belirlendi. Immobilize enzimdeki protein miktar1 52.42

mg olarak belirlendi.

Fe;04@EP-CRL’nin hazirlanmasinda kullanilan enzimin yaklasik % 99.82’sinin
immobilize oldugu belirlendi. Immobilize enzimdeki protein miktar1 52.38 mg olarak

belirlendi.

Enzimlerin aktivite tayinlerinde genel olarak ya kaybolan substrat miktar1 ya da
meydana gelen tirlin miktar1 dl¢iiliir. Bir dakikada ve optimum kosullarda bir mikromol
substrat1 {liriine ¢eviren enzim miktar1 bir ‘‘linite’’ olarak kabul edilmektedir. Enzim

iiniteleri U veya Ul seklinde gosterilir (Y1lmaz 2010).

Bu c¢alismada serbest ve immobilize lipazlarin enzimatik aktiviteleri belirlendi.
Cizelge 4.1.de serbest ve immobilize lipazlarin (Fes04@EP-CRL ve
Fe;0,@APTES=GA-CRL) aktiviteleri sirasiyla, 60.58, 1405 ve 2107.5 U/g destek
maddesi olarak hesaplandi. Aktivite hesaplamalarinda serbest lipazin aktivitesi mL’de

(1.0 mg/mL) alindi.

Cizelge 4.1. Optimum reaksiyon sartlarinda serbest ve immobilize lipazlarin aktivitesi

immobilize ) Lipaz Aktivitesi

enzimin viizdesi Immobilize (U/g destek

(%) y protein miktari (mg) maddesi)
Serbest Lipaz - - 60.58"
Fe;0,@EP-CRL 99.82 52.38 1405
Fe;0,@APTES=GA-CRL 99.896 52.42 2107.5

*Serbest lipazin aktivitesi mL’de (1.0 mg/mL) alind.
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4.3. Serbest ve immobilize Lipazlarin Yiiksek Aktivite Gosterdigi Sartlar

4.3.1. Serbest ve Immobilize Lipazlarin Aktivitelerine pH’1n Etkisi

Enzimler elektrolit karakterli olduklar1 i¢in enzim aktifligi, pH ile degisim
gosterebilir. pH sulu ¢ozeltide enzimatik aktiviteyi degistiren en 6nemli faktorlerden
biridir. pH degisikligi ile enzim yapisindaki amino asit zincirinin iyonik 6zelligi degisir
ve denatiire olan enzimin katalitik aktifligi kaybolur. Sekil 4.15.’de goriildiigli gibi
lipazlarin aktifligi asidik ve bazik bolgelere kaydik¢a azalmistir. Enzimlerin ii¢ boyutlu
yapist immobilizasyon siirecinden etkilenmeyebilir. Bu nedenle immobilize enzimin
optimum parametreleri serbest enzimin parametreleri ile ayni1 gozlenebilir.
Immobilizasyon yonteminde enzim ile destek materyali arasinda bir etkilesim soz
konusu degildir. Bu nedenle pH’in az degismesi beklenen bir durumdur. Aktiviteye
pH’1n etkisi, farkli pH'larda (pH:5 Trisodyum sitrat; pH: 6, 7 ve 8 fosfat tamponu;
pH:8.5: Tris baz) ve 50 mM derisimde tampon c¢ozeltiler kullanilarak belirlendi.
Sonuglar % bagil aktivite olarak pH'a kars1 grafige geg¢irildi.

120
100 - . &
80 -
60 -

40 -

% Bagil AKtivite

0 2 4 6 8 10
pH
Sekil 4.15. Serbest lipaz (A ), Fe;0,@3-APTES=GA-CRL (¢) ve Fe;0,@EP-CRL (m)
Sekil 4.15.”de goriildiigii gibi serbest lipazin optimum pH’1 7.0 iken, immobilize
lipazlarin optimum pH’lar1 8.0’dir. Serbest lipazin pH profili immobilize enzimden
daha genis araliktadir. Bu durum immobilizasyonun, enzim aktivitesini daha dar pH

araligina hapsettigi anlamina gelmektedir. Bununla birlikte, immobilize enzimlerin
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optimum pH degerleri bir miktar alkali bolge civarma kaydigi goézlendi. Bu kaydirma
destek maddesinin yapisina bagl olabilir. Santos ve ark. (2008), aktive edilmis GA ile
polivinil alkolde immobilize lipazin optimum pH’mnin 8.8 olarak bulmuslardir. CRL’nin
GA ile kitosan kiireciklerine immobilize edildigi bir bagka ¢alismada optimum pH 9.0
ile pH 5-8.0 araliginda dayanikli oldugunu bulmuslardir (Hung ve ark. 2003).

4.3.2. Serbest ve immobilize Lipazlarin Aktivitelerine Sicakhigin Etkisi

Reaksiyonlarda sicakligin artmasi ile molekiiller arasi ¢arpigma artmakta ve
buna bagli olarak da genellikle tepkimenin hizi artmaktadir. Enzimler protein yapisinda
olduklar1 i¢in optimum sicakliin iizerinde denatiirasyona ugrarlar. Sicakligin artmasi
ile serbest enzimin aktifligi azalir (Tiimtiirk ve ark. 2006). Immobilize enzimler serbest
enzimlere gére daha yiiksek sicakliklarda katalitik aktive gostermektedirler. Yiiksek
sicakliklarda serbest lipaz kolaylikla denatiirasyona ugrar fakat immobilize lipaz
muhtemelen rijit konformasyona dayanarak korunur ve bundan dolay1 katalitik

aktivitesini devam ettirir (Ye ve ark. 2005).

Buna ilaveten, immobilize lipazlarin sicaklik profilleri serbest enzime gére daha
genis araliktadir. Bu durum, immobilizasyonun daha genis bir sicaklik araliginin
iizerinde enzim aktivitesini korudugu anlamima gelmektedir (Arica ve Bayramoglu
2004, Phadtare ve ark. 2004). Bu durum ya destek maddesi ve enzim arasindaki
hidrojen bag olusumu ve elektrostatik etkilesimin sonucu olarak enzim hareketinde
konformasyonal sinirlamanin olusmasindan ya da yiiksek sicakliklarda substratin
diflizyonunda diisiik bir sinirlamadan kaynaklanir. Bdylece immobilize enzimler daha
yiiksek sicakliklarda katalitik aktivite gosterirler (Ye ve ark. 2005). Literatiirde optimum
sicakliktaki benzer degisikler gozlenmistir (Ye ve ark. 2007).

Aktiviteye sicakligin etkisinin incelenmesinde, serbest lipaz i¢in pH 7.0’de 50
mM’lik fosfat tamponu ve immobilize lipazlar i¢in pH 8.0’de 50 mM’lik fosfat tamponu
kullanildi. Farkli sicakliklarda, sirasiyla 25, 30, 35, 40, 50 ve 60 °C’de calisilarak
aktiviteye sicakligin etkisi belirlendi. Aktivitenin sicakliga bagli olarak degisimi %

bagil aktivite olarak Sekil 4.16.’de gosterildi.
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Sekil 4.16. Serbest lipaz ( A ), Fe;0,@3-APTES-GA-CRL(m) ve Fe;0, @EP-CRL ()

Grafikten goriildiigii gibi serbest enzimin optimum sicakligmin 30 °C, sirasiyla
immobilize lipazlardan Fe;04@EP-CRL’nin optimum sicakliginin 35 °C ve Fe;0,@3-
APTES=GA-CRL’nin optimum sicakligmin ise 40 °C oldugu belirlendi. immobilize
lipazlarin, serbest lipaza gore, optimum sicaklik degerlerini daha yiliksege tasidiklari

belirlendi.

4.3.3. Serbest ve Immobilize Lipazlarin Termal Kararhliklar

Serbest ve immobilize lipazlar 60 °C’de ve 20, 40, 60, 80, 100 ve 120 dakika
gibi farkli zaman araliklarinda inkiibe edildi ve her siirenin sonunda kalan aktiviteleri
belirlendi. Sekil 4.17.’de goriildiigi gibi elde edilen aktiviteler kullanilarak zamana

kars1 % bagil aktivite olarak grafigi ¢izildi.
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Sekil 4.17. Serbest lipaz (A ), Fe;0,@3-APTES=GA-CRL (¢) ve Fe;0,@EP-CRL (m)

Sekil 4.17.’de serbest ve immobilize lipaz’in termal kararliligi goriilmektedir.
Serbest ve immobilize lipaz 60 °C’de 2 saat siireyle inkiibe edildi ve enzim aktivitesi
cesitli zaman araliklarinda 6l¢iildii. Sekil 4.17. incelendiginde siirenin sonuna dogru
hem serbest hem de immobilize CRL’nin aktivitesinin tiikenmeye basladigi goriildii. Bu
sonuglar gostermistir ki immobilize lipazlarin termal stabilitesi serbest lipazdan ¢ok
daha 1yidir, ¢iinkli enzim ve destek maddesi arasindaki etkilesim yiiksek sicakliklarda
enzimin konformasyonal gecisini onleyebilmektedir. Lipaz enzimi, destek materyaline

coklu noktadan tutunabildiginden termal stabilitesi korunabilmistir.

Enzimlerin kullanim proseslerinde sik sik enzimin termal bozunmasi
problemiyle karsilagilir. Immobilize lipazlarin sicakliga karsi direng gostermeleri pratik
uygulamalar1 i¢in onemli bir potansiyel avantajdir. Eger enzimlerin 1s1l kararliliklari
immobilizasyon ile artiyorsa, bu enzimlerin potansiyel uygulama alanlar1 genisletilebilir
(Oztiirk ve ark. 2007). Lipazin termal kararlilig1 agikca yapisi ile ilgilidir (Zhu ve ark.
2001). Bu calismada, yiiksek sicakliklarda enzimin konformasyonal ge¢isini
onleyebilen enzim ve destek maddesi arasindaki etkilesimden dolay1 immobilize lipazin
termal kararliligi serbest enzimden daha yiiksek c¢ikmistir. Sonug¢ olarak, termal

kararlilik enzimler igin istenilen bir 6zelliktir (Janssen ve ark. 1994).
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4.3.4. immobilize Lipazlarin Tekrar Kullamlabilirlikleri

Serbest enzime gore immobilize enzimler bir¢ok kez ve uzun siire kullanilabilir.
Immobilize enzimlerin bu 6zelligi endiistriyel uygulamalarda ¢ok &nemlidir. Ciinkii
{iretim maliyeti siirekli kullanima bagli olarak diiser. Immobilize enzimin tekrar
kullanilabilirligi, ekonomik acidan Onemlidir. Immobilize enzimlerin siirekli
kullanimlar1 sonucunda enzimatik aktifliklerinde bir azalma gdzlenmistir. immobilize
lipazlarin tekrar kullanim sayisim1 6lgmek amaciyla aktiflikleri tayin edildi. Sonuglar,
hidrolitik aktivite yoniinden Immobilize enzimin tekrar kullanim kararliligmin daha

yiiksek oldugunu gostermektedir.

Tekrar kullanilabilirligi arastirmak i¢in immobilize enzimler her kullanimdan
sonra fosfat tamponu ile (50 mM, pH 8.0) yikandi1 ve diger hidroliz islemlerinde
kullanildilar. 7. kullanim sonunda immobilize enzimlerin hala O6nemli oranda
aktivitelerini koruduklar1 gozlendi (Sekil 4.18.). Iimmobilize enzimlerin aktivitesi tekrar
kullanim sayisindaki artis ile azalmaktadir. Bu sonuglar, kullanimdaki destek
maddesinden proteinin sizintis1 ve proteinin denatiirasyonu ile enzimin aktivitesinin

kaybolmasi ile aciklanabilir.
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Sekil 4.18. Fe;0,@3-APTES=GA-CRL (¢) ve Fe;0,@EP-CRL (m)
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4.3.5. Iimmobilize Lipazlarin Depolama Kararhliklar

Immobilize enzimlerin, serbest enzimlere gére depolama kararliliklarinin daha
yiiksek oldugu ve daha uzun raf 6mriine sahip olduklar1 bilinmektedir. Enzimler diistik
sicakliklarda tutuldugu zaman aktivitelerini daha ¢ok korurlar (Yilmaz ve ark. 2010).
Aktivitelerindeki bu diislis immobilize lipazlar i¢in daha yavas olmaktadir ve genellikle
ayn1 zaman sonunda baslangic aktivitelerini 6énemli oranda korumaktadirlar. Geride
kalan kararlilik, destek maddesi i¢in enzimin ¢oklu baglanmasi ile ilgilidir (Abrol ve
ark. 2007). Immobilize enzimlerin +4 °C’de izooktan iginde saklandig1 bir ¢alismada 48
saat sonunda aktivitelerinde bir degisim gozlenmemis ve 96 saat sonunda ise % 2
civarinda aktivite kaybinin gergeklestigi anlasilmistir. Buna karsin, immobilize enzimler
+4 °C’de tampon faz iginde saklandiginda 48 saat sonunda % 15 aktivite kaybi
gozlemlenmistir. Sonu¢ olarak, immobilize enzimlerin aktivitelerini uzun zaman
korumalar1 i¢in +4 °C’de izooktan i¢inde saklamanin daha iyi oldugu sonucuna
varmiglardir. Depolama kararlilig1 ile ilgili yapilan calismada CRL, Amberlite XAD-
7’ye immobilize edilmis ve daha sonra 5, 20, 35 ve 50 °C’de bekletilerek aktivite
kayiplarini incelemisler. 200 saat sonunda 5 °C’de aktivite kayb1 gézlenmezken, 50
°C’de saklanan immobilize enzimlerde 10 saat sonrasinda aktivitenin tamamen
kayboldugunu belirlemislerdir (Battistel ve ark. 1991, Bakkal 2006, Taka¢ ve Bakkal
2007).

Immobilize lipazlarin aktifligine, depolanma siiresinin etkisini incelemek amaci
ile immobilize lipazlar hazirlandiktan sonra, ilk giin aktiviteleri belirlenip +4 °C’de
buzdolabinda muhafaza edildiler. Immobilize lipazlarin, kalan aktivitelerinin
belirlenmesi i¢in 5., 10., 15., 20., 25. ve 30. giin numunelerin aktivite tayinleri yapildi.
Sonuglar immobilize lipazlarin, 30. giin sonunda aktivitelerinin hala yiiksek oldugunu
gostermistir (Sekil 4.19.). Bu elde edilen sonuglara gore GA ile aktiflestirilmis
immobilize enzimlerin daha uzun raf 6mriine sahip olduklar1 belirlendi. Ayrica, serbest
enzimin zamana bagli aktivitesi 6l¢iildii. Serbest enzimin yaklasik 15. giin sonunda
aktivitesini tamamen kaybettigi belirlendi. Sonu¢ olarak, immobilizasyon islemi ile

enzim aktifliginin iyilestirilebilir oldugu sdylenebilir.
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Sekil 4.19. Fe;0,@3-APTES=GA-CRL (¢), Fe;0,@EP-CRL (m) ve serbest lipaz (A )
4.4. (S)-(+)-Ibuprofen, (S)-(+)-Naproksen ve (R)-(-)-Mandelik Asit Uretimi

Immobilize lipazlar (Fe;04,@EP-CRL ve Fe;04@3-APTES=GA-CRL)
kullanilarak hazirlanan substratlarin ¢alkalamali inkiibatorde enzimatik hidroliz

reaksiyonlari; sabit sicaklik ve karistirma hizlarinda kapakli erlenlerde gerceklestirildi.

Hidroliz reaksiyonlarinda, tampon faz olarak fosfat tamponu ve organik faz
olarak izooktan kullanildi. Tampon fazin organik faza orani (2.5 mL fosfat tamponu ve
5 mL izooktan) 1/2 oldu. Bu tiir calismalarda bu oran ¢ok 6nemlidir. Tampon faz
miktarinin yiiksek olmast durumunda immobilize enzimlerin aktivitelerinin azaldig1
belirlenmistir. Neden olarak ta immobilize enzimin biiyiik 6l¢iide tampon faz icinde
kalmas1 nedeniyle organik fazda bulunan substrat ile reaksiyon verme sansinin azalmis
olabilecegi ileri slirlilmiistiir. Ayn1 immobilize enzim miktarina kars1 kullanilan tampon
faz miktariin (hacimce) azalmasi ile tepkime hizinin arttigr tespit edilmistir. Bunun
nedeni olarak, immobilize enzimin substratla temas yilizeyinin artmasi seklinde
aciklanmistir. Hidroliz tepkimelerinde zaman ilerledik¢ce ortamda alkoliin miktari
artmaktadir. Bu ¢aligmada; (S)-(+)-Ibuprofen ve (S5)-(+)-Naproksen iiretiminde ortamda
Metanol miktar1, (R)-(-)-Mandelik asit iliretiminde ise ortamda n-Biitanol miktari

artmaktadir. Eger ortamda yeterli miktarda tampon faz bulunmazsa, artan alkol
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miktarinin immobilize enzim iizerinde inhibisyon etkisi yaratabilecegi vurgulanmistir

(Bakkal 2006, Takag¢ ve Bakkal 2007).

Rasemik esterlerin hidrolizinde iki farkli sicaklikta c¢alisildi (Cizelge 4.2.).
Sicakligin enzimatik hidroliz reaksiyonlar1 tizerinde etkili oldugu ve en uygun sicaklikta
tepkime hizinin ve enantiyoseciciligin yiiksek oldugu aciklanmistir (Battistel ve ark.
1991, Lin ve Tsai 2003). Substrat derisimi olarak bu calismada 10.0 mgmL’
derisiminde ¢6zelti kullanildi. Substrat derisiminin etkisinin incelendigi bir calismada,
5-20.0 mgmLﬁ1 derisiminde iki ¢6zelti kullanilmig ve substrat derisiminin artmasinin %
doniisiimii azalttig1 belirlenmigtir. Ancak substrat derisiminin artmasi ile daha diisiik
doniisiimlerde de enantiyomerik safligi yiiksek iiriin elde edilmistir. Arastirmacilar,
substrat derisiminin 10.0 mgmL "ye yiikseldik¢e triin miktarmnin arttigimi ve daha
yiiksek derigimlerde ise iiriin miktarinin azaldigim1 saptamislardir. Ayrica, Uriinlerin
ortamdan uzaklastirilmasinin doniisiimii olumlu yonde etkiledigi belirlenmis ve bu
sonucun iriin (alkol) ve/veya substrat inhibisyonundan kaynaklanabilecegi ileri
stiriilmiistiir (Moreno ve Sinisterra 1995, Xin ve ark. 2000, Lin ve Tsai 2003, Taka¢ ve
Bakkal 2007).

Hazirlanan immobilize enzimlerin p-NPP’ye kars1 optimum pH’lariin 8 olarak
belirlenmesi nedeniyle hidroliz ¢alismalarinda pH 8.0 fosfat tamponu kullanildi. Yine
immobilize enzimlerin p-NPP’ye karst optimum sicakliklarina goére hidroliz
caligmalarinda ortam sicakligi Fe;04@EP-CRL igin 35 °C ve Fe;0,@3-APTES=GA-
CRL i¢in 40 °C oldu (calisild1). Hidroliz calismalarinda, ortam sicakliginin doniisiim ve
enantiyosegicilik tlizerine etkisi bulunmaktadir. Hidroliz icin optimum sicaklik
belirlendiginde tepkimedeki doniisiim ve enantiyosecicilik yiiksek olmaktadir. Bunun
nedeni olarak, optimum sicaklikta enzimin aktif bolgesine, substratin rahatlikla
ulasabilecegi bir iic boyutlu diizenlenmede olmasit ve immobilizasyon sirasinda bu
yapinin korunmasi ile ilgili olabilelecegi ileri siiriilmiistiir (Xin ve ark. 2000, Lin ve

Tsai 2003, Bakkal 2006, Taka¢ ve Bakkal 2007).

Hidroliz reaksiyonlarinda kullanilan immobilize enzim miktarinin iyi
belirlenmesi gerekmektedir. Calismada kullanilan enzim miktarinin substrata gore fazla
olmas1 halinde, enzim her iki enantiyomeri de substrat olarak kullanabilmektedir.

Kullanilan immobilize lipaz miktarinin artirilmasi, rasemik esterlerin hidrolizini
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hizlandirmaktadir. Immobilize lipaz miktarinin  hidroliz tepkimesine etkisinin
arastirlldigt  bir c¢alismada, kullanilan immobilize lipaz miktarinin artirilmasinin
enantiyose¢imli hidroliz tepkimesini hizlandirdig1 belirlenmistir (Lin ve Tsai 2003,
Taka¢ ve Bakkal 2007). Bu g¢alismada kullanilan immobilize lipaz miktarlar1 kritik
degerlerin altinda tutulmaya calisildi. Ik etapta farkli miktarlar (200, 400 ve 600 mg)
kullanilarak en uygun miktarlar belirlenmeye calisildi. 600 mg immobilize lipaz

kullanildiginda iyi sonuglar elde edildi.

Calismada hidroliz reaksiyonlarinin olmasi igin substratlarin inkiibatérde
karistirilma hizlar1 ¢ok 6nemlidir. Hidroliz reaksiyonlarinin basarili bir sekilde olmasi
icin substratlar 150, 250, 300 ve 350 rpm’de karistirildi. Substratlar 350 rpm’de
karistirildiginda daha iyi sonuglar elde edildi. Ondan sonra substratlar 350 rpm’de
karistirildi. Siire olarak hidroliz reaksiyonlarinin gerceklesmesi i¢in 120 saat beklenildi
(Cizelge 4.2.). immobilize CRL enzimi kullamlarak yapilan hidroliz reaksiyonlarinda
yiiksek doniisiim ve enantiyosecicilik elde etmek icin substratlarin 120 saat ve iistii
zaman dilimlerinde inkiibasyona tabi tutuldugu belirlenmistir (Bakkal 2006, Takag ve
Bakkal 2007). Inkiibasyon siiresinin sonucunda organik faz ve tampon fazindan alinan
ornekler HPLC’de okumaya hazirlandi. Farkli kiral kolonlar kullanilarak substrat ve
triinlerin enantiyomerik fazlaliklar1 belirlenerek her reaksiyon i¢in doniisim ve

enantiyosegicilik belirlendi.

Cizelge 4.2. Substratlarin hidroliz ¢aligmalarinda kullanilan optimum sartlar

Fe;0,@EP-CRL Fe;0,@3-APTES=GA-CRL
Sicaklik ("C) 35 40
pH 8 8
Karistirma hizi (rpm) 350 350
Immobilize lipaz (mg) 600 600
Tampon/izooktan (mL) 2.5/5 2.5/5
Substrat derisimi (mgmL™) 10 10
Zaman (saat) 120 120
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4.4.1. Enantiyomerik Saflikta (S)-(+)-Ibuprofen Uretimi

Hazirlanan immobilize lipazlar kullanilarak rasemik Ibuprofen metil esterinin
enzimatik hidroliz tepkimesi sonucunda enantiyomerik saflikta (S)-(+)-Ibuprofen elde
edildi. Immobilize lipazlar (Fe;04@EP-CRL ve Fe;0,@3-APTES=GA-CRL)
kullanilarak yapilan hidroliz tepkimesi sonucunda iiriin ve substratin enantiyomerik
fazlaliligi  belirlenerek tepkimede meydana gelen donlisim ve tepkimenin

enantiyosegicilik degerleri hesaplandi (Cizelge 4.3.).

Cizelge 4.3. Rasemik ibuprofen metil esterinin hidroliz ¢aligmalari ile
ilgili sonuclar

Fe;0,@EP-CRL Fe;0,@3-APTES=GA-CRL

% ee 75.19 35.88
% ee, 77.30 78.83
% c(x) 49 31
E 17 12

Hidroliz reaksiyonu sonucunda % ees belirlenirken analiz siiresi 15 dakika olarak
belirlendi. Kolondan ilk olarak (R)-(-)-Ibuprofen metil esteri (7.53 dakika) ve ardindan
(S)-(+)-Ibuprofen metil esteri (8.80 dakika.) ayrildi. % ee, belirlenirken analiz siiresi 25
dakika olarak belirlendi. Uriin kisminda da 6nce (R)-(-)-Ibuprofen (15.69. dakika) ve
ardindan (S)-(+)-Ibuprofen (18.10 dakika) kolondan ayrildi. Fe;O4@EP-CRL
kullanilarak yapilan hidroliz tepkimesi sonucunda iiriin ve substrata ait kromatogramlar

asagida birlikte verilmistir (Sekil 4.20).

u: "

™

= 80>

Sekil 4.20. Substrata (a) ve iiriine (b) ait kromatogramlar
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Enantiyomerik saflikta (S)-(+)-Ibuprofen’in elde edilmesine yonelik yapilan
calismalardaki sonuglar ile bu ¢calismada elde edilen sonuglar karsilastirildiginda basarili
sonuglar elde edildigi rahatlikla soylenebilir (Goto ve ark. 1996, Yu ve ark. 2004,
Marszalt ve Siodmiak 2012, Habibi ve ark. 2013, Sidodmiak ve ark. 2013, Yousefi ve
ark. 2014).

4.4.2. Enantiyomerik Saflikta (S)-(+)-Naproksen Uretimi

Hazirlanan immobilize lipazlar kullanilarak rasemik Naproksen metil esterinin
enzimatik hidroliz tepkimesi sonucunda enantiyomerik saflikta (S)-(+)-Naproksen elde
edildi. Immobilize lipazlar (Fe;O04@EP-CRL ve Fe;0,@3-APTES=GA-CRL)
kullanilarak yapilan hidroliz tepkimesi sonucunda {iriin ve substratin enantiyomerik
fazlalihg1 Dbelirlenerek tepkimede meydana gelen doniisim ve tepkimenin

enantiyosegicilik degerleri hesaplandi (Cizelge 4.4.).

Cizelge 4.4. Rasemik Naproksen metil esterinin hidroliz ¢alismalar ile
ilgili sonuglar

Fe;0,@EP-CRL Fe;0,@3-APTES=GA-CRL

% ee; 12.94 12.88
% ee, 94.93 79.06
% c(x) 12 14
E 44 10

Hidroliz reaksiyonu % eeg)belirlenirken analiz siiresi 12 dakika olarak belirlendi.
Kolondan ilk olarak (R)-(-)-Naproksen metil esteri (7.41 dakika) ve ardindan (S)-(+)-
Naproksen metil esteri (8.53 dakika.) ayrildi. % ee, belirlenirken analiz siiresi 16 dakika
olarak belirlendi. Uriin kisminda da énce (R)-(-)-Naproksen (11.49. dakika) ve ardindan
(8)-(+)-Naproksen (12.72 dakika) kolondan ayrildi. Fe;O4@EP-CRL kullanilarak
yapilan hidroliz tepkimesi sonucunda iirlin ve substrata ait kromatogramlar asagida
birlikte verilmistir (Sekil 4.21). Ayrica; Fe;04@3-APTES=GA-CRL kullanilarak
yapilan hidroliz tepkimesi sonucunda iiriin ve substrata ait kromatogramlar asagida

birlikte verilmistir (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22. Substrata (a) ve lriine (b) ait kromatogramlar
4.4.3. Enantiyomerik Saflikta (R)-(-)-Mandelik Asit Uretimi

Hazirlanan immobilize lipazlar kullanilarak rasemik Biitil Mandelat’in enzimatik
hidroliz tepkimesi sonucunda (R)-(-)-Mandelik asit elde edildi. Immobilize lipazlar
(Fes04@EP-CRL ve Fe;04@3-APTES=GA-CRL) kullanilarak yapilan hidroliz
tepkimesi sonucunda % ee, hesaplandi (Cizelge 4.5.). Cizelge 4.5.”de Biitil Mandelat’in

hidrolizi sonucunda elde edilen kromatogramlardan yola ¢ikilarak % ee, belirlendi.

Cizelge 4.5. Rasemik Biitili Mandelat’in hidroliz c¢aligmalar1 ile ilgili
sonuclar

Fe;0,@EP-CRL  Fe;04,@3-APTES=GA-CRL

% ee, 68.15 40.63

118



Resit CAKMAK

Bu béliimde mevcut kiral kolonlar (Chiralcel OD, Chiralcel OD-H, Chiralpak
AD-H ve Lux Cellulose—1) kullanilarak Biitil Mandelat i¢in %ee; belirlenemediginden
dolay1 tepkimede meydana gelen doniisim ve tepkimenin enantiyosecicilik degeri

hesaplanamadi.

Hidroliz reaksiyonu sonucunda % ee, belirlenirken analiz siiresi 16 dakika
olarak belirlendi. Bu boliimde iirlin kisminda kolondan 6ncelikle hangi enantiyomerin
geldigi belirlendi. Bilindigi gibi rasemik Naproksen metil esterinin ve rasemik
Ibuprofen metil esterinin enzimatik hidrolizi sonucunda bu bilesiklerin enantiyomerik
saflikta daima (S)-enantiyomerleri elde edildi. Cinkii CRL enzimi stereosecicilige
sahiptir. Bu bilesiklerle yapilan enzimatik hidroliz tepkimelerinde CRL enzimi daima
(S)-enantiyomere saldirmaktadir (Yu ve ark. 2004, Bakkal 2006, Taka¢ ve Bakkal 2007,
Yilmaz 2010, Habibi ve ark. 2013).

Oysaki bu calismada substrat olarak rasemik Biitil Mandelat kullanildiginda
CRL enzimi beklenenin aksine rasemik esterin (S)-enantiyomeri yerine (R)-
enantiyomerine saldirdi. Dolastyla hidroliz reaksiyonu sonucunda (R)-(-)-Mandelik asit
elde edildi. Bunu ispatlamak i¢in oncelikle kullanilan Chiralcel OD kolona rasemik
Mandelik asit verildi. Elde edilen kromatogram incelendiginde 9.77 ve 11.35.
dakikalarinda esit alanlara sahip iki pik elde edildi (Sekil 4. 23.)
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Sekil 4.23. Rasemik Mandelik Asit’e kromatogram
Bu asamada kromatogramdaki piklerden hangisinin (R)-enantiyomer, hangisinin

(S)-enantiyomer oldugunu anlamak gerekmektedir. Bunu anlamak ig¢in sirasiyla dnce

rasemik Mandelik asite Mandelik asidin (S)-enantiyomeri ve daha sonra rasemik
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Mandelik asite Mandelik asidin (R)-enantiyomeri eklenerek kromatogramlardaki

piklerin alanlarindaki degisimler incelendi.
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Sekil 4.24. Rasemik Mandelik asit + (S)-(+)-Mandelik asit ¢ozeltisine ait kromatogram
Elde edilen kromatogram incelendiginde 9.73 ve 11.33. dakikalarinda ¢ikan biri
biiylik digeri daha kiigiik alana sahip iki pik elde edildi. Cozeltiye (S)-(+)-Mandelik asit
eklendigi i¢in daha biiylik alana sahip pikin Mandelik asidin (S)-enantiyomerine ait
oldugunu sdyleyebiliriz. Bagka bir deyimle kromatogramdaki ilk pik Mandelik asidin
(S)-enantiyomerine aittir (Sekil 4.24.).
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Sekil 4.25. Rasemik Mandelik asit + (R)-(-)-Mandelik asit ¢6zeltisine ait kromatogram

Elde edilen kromatogram incelendiginde 9.78 ve 11.31. dakikalarinda ¢ikan biri
bliylik digeri daha kiiciik alana sahip iki pik elde edildi. Cozeltiye (R)-(-)-Mandelik asit
eklendigi i¢in daha biiyiikk alana sahip pikin Mandelik asidin (R)-enantiyomerine ait
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oldugunu soyleyebiliriz. Bagka bir deyimle kromatogramdaki son pik Mandelik asidin
(R)-enantiyomerine aittir (Sekil 4.25.). Boylece kolondan ilk olarak (S)-(+)-Mandelik
asit (9.77 dakika) ve ardindan (R)-(-)-Mandelik asitin (11.35 dakika.) ayrildigi
belirlenmis oldu. Fe;O,@EP-CRL kullanilarak yapilan hidroliz tepkimesi sonucunda

tiriine ait kromatogram asagida verilmistir (Sekil 4.26.)
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Sekil 4.26. Fe;0,@EP-CRL kullanilarak yapilan hidroliz tepkimesine ait kromatogram

Fe;0,@3-APTES=GA-CRL kullanilarak yapilan hidroliz tepkimesi sonucunda

iiriine ait kromatogram asagida verilmistir (Sekil 4.27).
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Sekil 4.27. Fe;0,@3-APTES=GA-CRL kullanilarak yapilan hidroliz tepkimesine ait kromatogram
Immobilize lipazlar kullanilarak rasemik Mandelik asit esterlerinin
enantiyomerlerine ayrilmasima yonelik son yillarda yaymlanmis birka¢ caligmaya

rastlanildi. Bu c¢aligmalarda rasemik esterin hidroliz reaksiyonu sonucunda (S)-(+)-

Mandelik asit elde edildigi ileri siirtilmiistiir (Fernandez-Lorente ve ark. 2001, Palomo
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ve ark. 2002). Halbuki bizim yaptigimiz ayrintili ¢aligmalar sonucunda (R)-(-)-Mandelik
asit elde edildi. Buldugumuz sonuglar literatiirde bu konuda ¢ok az ¢aligma oldugu i¢in

farkli calismalarla karsilastirilamadi.
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5. SONUC VE ONERILER

5.1. Sonuclar

Bu calismada, GA ve rasemik EP gibi iki farkli organik uzatma koluna sahip
manyetik Fe;O4 nanopartikiillerine CRL enzimi kovalent baglanma yontemine gore
basaril bir sekilde immobilize edildi. Calisma sonucunda, immobilize lipazlarin serbest
lipazlara gore tstiinliikleri ortaya konuldu. Ayrica, hazirlanan immobilize lipazlarin
(Fe;04,@EP-CRL ve Fe;0,@3-APTES=GA-CRL) enantiyomerik saflikta (S)-(+)-
Ibuprofen, (S)-(+)-Naproksen ve (R)-(-)-Mandelik asit {iretiminde rahatlikla
kullanilabilecegi kanitlandi. Bu c¢alismadan elde edilen sonuglar asagida maddeler

halinde verilmistir.

1. CRL enziminin aktiflestirilmis nanopartikiillere immobilizasyonu i¢in en uygun

sicakligin +4 °C oldugu belirlendi.

2. Immobilizasyon islemlerinde kullanilan enzimin % 100’e yakini aktiflestirilmis

manyetik nanopartikiillere immobilize edildi.
3. Immobilize edilen CRL nin protein igerigi % 11.66 olarak belirlendi.

4. Hazirlanan manyetik nanopartikiillerin kiibik spinal yapida oldugu belirlendi.
Ayrica, partikiillerin ortalama kristal boyutunun yaklasik 13,72 nm oldugu

belirlendi.

5. Rasemik Ibuprofen metil esterinin enzimatik hidrolizinde 600 mg immobilize
lipaz (Fe304@EP-CRL) kullanildiginda sirasiyla; % ee, % eep, % c ve E degeri
75.19, 77.30, 49 ve 17 olarak hesaplandi.

6. Rasemik Ibuprofen metil esterinin enzimatik hidrolizinde 600 mg immobilize
lipaz (Fe304@3-APTES=GA-CRL) kullanildiginda sirasiyla; % ees, % ee,, % c
ve E degeri 35.88, 78.83, 31 ve 12 olarak hesaplandi.

7. Rasemik Naproksen metil esterinin enzimatik hidrolizinde 600 mg immobilize
lipaz (Fe;04@EP-CRL) kullanildiginda sirasiyla; % ees, % eep, % c ve E degeri
12.94,94.93, 12 ve 44 olarak hesaplanda.
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Rasemik Naproksen metil esterinin enzimatik hidrolizinde 600 mg immobilize
lipaz (Fe304@3-APTES=GA-CRL) kullanildiginda sirasiyla; % ees, % eep, % c
ve E degeri 12.88, 79.06, 14 ve 10 olarak hesaplandi.

Rasemik Biitil Mandelat’in enzimatik hidrolizinde 600 mg immobilize

lipaz (Fe3;04@EP-CRL) kullanildiginda % ee,,: 68.15 olarak hesaplandh.

Rasemik Biitii Mandelat’in enzimatik hidrolizinde 600 mg immobilize
lipaz (Fe;04@3-APTES=GA-CRL) kullanildiginda % ee,: 40.63 olarak
hesaplandi.

Serbest ve immobilize lipazlarin (Fe;O04@EP-CRL ve Fe;04@3-APTES=GA-
CRL) maksimum aktivite gosterdikleri pH’lar sirasiyla 7.0, 8.0 ve 8.0 olarak

belirlendi.

Serbest ve immobilize lipazlarin (Fe;04@EP-CRL ve Fe;0,@3-APTES=GA-
CRL) optimum sicakliklart sirasiyla 30, 35 ve 40°C olarak belirlendi.

Hidrolitik aktivite yoniinden tekrar kullanim kararliligi en yiliksek olan
Immobilize enzim Fe;04@EP-CRL’dir. Immobilize enzimlerin, 7. kullanim
sonunda hala 6nemli oranda aktivitelerini koruduklar1 belirlendi. 7. Kullanim
sonunda Fe;O4@EP-CRL hidrolitik aktivitesinin % 61’ini  Fe;0,@3-
APTES=GA-CRL ise hidrolitik aktivitesinin % 47’sini korudugu belirlendi.

Yapilan caligmada immobilize lipazlarin (Fe;04@EP-CRL ve Fe;04@3-
APTES=GA-CRL) termal stabilitesinin serbest lipazlardan daha iyi oldu ve
Fe;0,@3-APTES=GA-CRL’li yapinin termal stabilitesinin daha yiiksek oldugu
belirlendi.

Immobilize lipazlarin (Fe;04@EP-CRL ve Fe;0,@3-APTES=GA-CRL), 30.
giin sonunda aktivitelerinin hala yiiksek oldugunu belirlendi. Ayrica, GA ile
aktiflestirilmis immobilize lipazin daha uzun raf Omriine sahip oldugu
belirlendi. Serbest lipazin ise yaklasik 15. giin sonunda aktivitesini tamamen

kaybettigi belirlendi.
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16. Manyetik Fe;O4 nanopartikiillerin 3-APTES ile aktiflestirilmesi sonucunda 1g
partikiil yilizeyinde bulunan —-NH, gruplarinin miktar1 420 pmol/g olarak

hesaplandi. Fe;0,@3-APTES’in GA ile reaksiyonu sonrasinda ise yapida
bulunan primer amin gruplarinin yaklasik % 88’inin GA ile modifiye oldugu

belirlendi.

17. Manyetik Fe3;O4 nanopartikiillerin EP ile reaksiyonu sonucunda 1 g partikiil
yiizeyindeki epoksit gruplarinin miktar1 460 umol/g olarak hesaplandi.

18. Serbest ve immobilize lipazlarin (Fe;04@EP-CRL ve Fe;O,@APTES=GA-
CRL) aktiviteleri sirasiyla, 60.58, 1405 ve 2107.5 U/g destek maddesi olarak
hesaplandi. Aktivite hesaplamalarinda serbest lipazin aktivitesi mL’de (1

mg/mL) alind.
5.2. Oneriler

» Enzimatik hidroliz reaksiyonlarinda yiiksek enantiyosecicilik ve doniisiim elde
etmek icin hidroliz kosullarimin iyi belirlenmesi gerekir. Karistirma hizi,
tampon/organik faz orani, substrat derisimi, ortamin pH’1, tepkime sicakligr ile
kullanilan immobilize enzim miktarinin belirlenmesinde ayrintili c¢aligsmalar
yapilmalidir.

» Enzimlerin tasiyiciy1 kat1 destek maddelerine immobilizasyonunda bir¢ok metot
kullanilmaktadir. Bu c¢alisma kapsaminda enzim immobilizasyon metotlarinda
biri olan kovalent baglanma metodu kullanilarak, CRL enzimi manyetik Fe;O4
nanopartikiillere immobilize edildi. CRL enzimi kovalent baglanma metodu
disindaki diger immobilizasyon (Sol-jel metodu vb.) metotlar1 kullanilarak
manyetik Fe;O4 nanopartikiillerine immobilize edilip aym veya farkli
substratlarin enzimatik hidroliz islemlerinde kullanilabilir.

» Hazirlanan immobilize lipazlar (Fe;04@3-APTES=GA-CRL ve Fe;0,@EP-
CRL) gida, kagit, deri, ila¢g endiistrisinde ve yeni bilesiklerin sentezinde
kullanilabilir.

» Organik uzatma kollarinda enzimlerle kolaylikla reaksiyon verebilen aldehit
grubu ve epoksit halkasina sahip manyetik Fe;O4 nanopartikiillerine, endiistriyel

O6nemi olan lipaz enzimleri (Candida antarctica, Rhizomucor miehei vb.) ve
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diger onemli enzimler (Katalaz, Pektinaz, Proteaz ve Amilaz vb.) immobilize
edilebilirler. Immobilize edilen bu enzimlerin farkli endiistriyel alanlarda

uygulamalar1 yapilabilir.
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