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Doktora Tezi

RASEMIK-2-PENTANOLUN LIPAZ KATALIZLI KINETIK REZOLUSYONU

Asli SOYER MALYEMEZ

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisii
Kimya Miihendisligi Anabilim Dali

Danigsman: Prof.Dr. Emine BAYRAKTAR

Bu ¢alismada, Alzhemir ilaglarmin tiretiminde kiral ara bilesen olarak kullanilan sekonder alkol olan S-2-
pentanoliin, rasemik-2-pentanoliin transesterlesmesi ile kinetik rezoliizosyununa enzim ve agil verici
tiiriiniin, substrat derigiminin, agil verici/rasemik-2-pentanol mol oraninin etkisi incelenmis, Cevap Yiizey
Yontemi (RSM) ile substrat ve enzim derigiminin optimizasyonu yapilmstir. Kesikli sistemde i¢ ve dis
kiitle aktarim kisitlamalar1 incelenerek, tepkime kinetik modeli belirlenmis, siirekli sistemde dolgulu
biyoreaktorde iiretim kosullari incelenmis, dolgulu biyoreaktoér modelleri olusturularak ¢oziilmiistiir.

Oncelikle iiretim parametrelerinin belirlenmesi igin farkli enzimler, farkli acil vericiler kullanilmstir.
Enzim olarak Novozyme 435, agil verici olarak vinil biitirat ile 30 dakikada S-2-pentanol igin %99
enantiyomerik asiriliga ve %50 doniisiime ulasilmigtir. Substrat ve enzim derisiminin kinetik rezoliisyona
etkisine RSM ile sistematik olarak bakilmis, baslangi¢ tepkime hizim1 maksimum yapan kosullar
belirlenmistir. Maksimum kosul olarak 1500 mM substrat derisiminde 4 mg/ml enzimle 24.88 mM/dk
baslangi¢ tepkime hizi elde edilmis, deneysel olarak ise 28.48 mM/dk elde edilmis, modelin deney ile
uyumlu oldugu goriilmiistiir. Tutuklanmis enzim kullaniminda dis ve i¢ kiitle aktarim kisitlamalari
arastirtlmig, 150 rpm ve daha yukari karistirma hizinda dis kiitle aktarim kisitlamasinin, baslangig
tepkime hizinin, incelenen aralikta enzim tanecik boyutundan etkilenmemesi nedeniyle i¢ kiitle aktarim
kisitlamasinin ihmal edilebilecegi belirlenmistir.

Kesikli sistemde caligilarak tepkime kinetiginin inhibiyonsuz Ping Pong bi bi modeline uydugu
belirlenmistir. Polymath 6.1 paket programi kullanilarak kinetik sabitler olarak maksimum hiz, 4.16
mmol/dk/g enzim, alkol i¢in Kiya 103.73 mM, vinil biitirat i¢in K;,g 51.18 mM bulunmustur.

Strekli sistemde L/D=10 ve L/D=12.5 olan iki farkli dolgulu kolon biyoreaktdrde farkli akis hizlarinda ve
substrat derisimlerinde ¢alisilmis, sistem modellenmis, MATLAB’de yazilan program ile ¢oziilmiistiir.

Agustos 2015, 124 sayfa
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ABSTRACT

Ph.D. Thesis
LIPASE CATALYZED KINETIC RESOLUTION OF RACEMIC-2-PENTANOL
Asli SOYER MALYEMEZ

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

Supervisor: Prof.Dr. Emine BAYRAKTAR

In this study, the effects of enzyme, acyl donor, substrate concentration and acyl donor/racemic-2-
pentanol mol ratio on the kinetic resolution of racemic-2-pentanol, of which have been used as a key
chiral intermediate required in the synthesis of several potential anti-Alzhemeir drugs, with
transesterification were investigated, and substrate and enzyme concentration was optimized with
Response Surface Methadology (RSM). Internal and external mass transfer limitations were studied at
batch mode and reaction kinetic model was obtained. Then continuous flow production parameters and
packed bed bioreactor models were built and solved.

First, production parameters were investigated with different type of enzyme and acyl donor. The
optimum transesterification conditions were obtained with Novozyme 435 and vinil butyrate with the
50% conversion, 99% of enantiomeric excess for the substrate at 30 minutes. These condtions were used
on the RSM and the optiumum conditions were obtained with 1500 mM substrate and 4 mg/ml enzyme
concentration with 24.88 mM/min maximum initial reaction rate. Maximum initial reaction rate was
verified expermentally, and obtained at 28.48 mM/min. The close rate values showed that the equation
was suitable for the reaction. Due to the use of immobilized enzyme, external and internal mass transfer
limitations were studied, and it is concluded that above 150 rpm external mass transfer limitation could be
negligible and there were no internal mass transfer limitation due to the ineffectiveness of the enzyme
particular size on initial reaction rate.

It was obtained that Ping Pong bi bi mechanism without inhibition was the appropriate reaction kinetic for
this process according to the studies with batch mode. Kinetic parameters were determined with Polymath
6.1 software and maximum reaction rates, Km for R-2-pentanol and Km for vinyl butyrate were found
4.16 mmol/min/g enzyme, 103.73 mM and 51.18 mM, respectively.

Continuous flow mode studies were held with two different packed bed bioreactor, which had L/D=10
and L/D=12.5. Investigations were carried out with diffent flow rates and substrate concentrations and
process model was solved with MATLAB.

August 2015, 124 pages
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1. GIRIS

Maglar, fizyolojik sistemleri veya patalojik durumlari alanin yarari i¢in degistirmek veya
incelemek amaci ile kullanilan ve biyolojik etkinligi olan saf bir kimyasal madde ya da
ona es deger olan bitkisel veya hayvansal kaynakli, standart miktarda aktif madde i¢eren
karisimlardir (http://turuz.com). Viicut agirligi, yas, cinsiyet, verilis yolu, verilis zamant,
cevresel ve genetik faktorler, ilag etkisini tamponlayan ikincil olaylar gibi Kiralite de

ilaglarmn etkinligini degistiren etmenler arasindadir (http://nabaci. blogspot.com).

Enantiyomerler, ayna goriintiisii iist liste cakistirllamayan kiral molekiillerdir. Kiral
ozellikleri digindaki erime noktalari, kaynama noktalari, kiral olmayan ¢oziiciilerdeki
coziintirliikleri gibi ozellikleri aynidir. Ancak enantiyomerlerin diizlem polarize 15181
¢evirme yonleri farklidir. Enantiyomerler, diizlem polarize 15181 esit agida ancak zit
yone c¢evirirler. Bu durum, enantiyomerlerin biyolojik etkinliklerinin farkli olmasina
neden olmaktadir. Enantiyomerlerden biri biyolojik aktiviteye sahip iken digeri toksik
etki gosterebilmekle beraber, diger enantiyomerin etkisini yok etme egiliminde

olabilmekte ve istenmeyen safsizlik olarak nitelendirilmektedir (Maier vd. 2001).

Farmasotik ila¢ ve degerli kimyasal endistrisinde tek enantiyomer elde edilmesi
biyolojik ve ekolojik avantajlarindan dolay1r 6nemlidir. Pek ¢ok ilacin etken maddesi
kiral yapiya sahiptir. Ilaglarda sadece bir enantiyomer biyolojik olarak aktiftir ve
farmakolojik ag¢idan etkinlik gosterir . Bu nedenle kiralite bir ¢ok ilacin etkinligi igin
ana parametrelerden biridir. Ornegin, S-ketanin bir anestezik ila¢ iken, R-ketanin
uyusturucu maddedir. Bu tiir etkilerden dolay1 kiral ilag sanayi son yillarda ¢ok biiyiik
ilerlemeler gdstermis olup, diinyadaki ilag iiretim sanayisinin 1/3’iinii kiral ilag sanayi

olusturmaktadir (de los Rios vd. 2010).

Kanser ilaglarinin, antihipertansiyon ilaglarinin, tromboksan A2 antogonistlerin,
kalsiyum kanal1 bloke edicilerin, potasyum kanali agicilarin, anti Alzheimer ilaglarinin
tiretiminde kiral ara bilesenlerler kullanilmaktadir. Alzheimer ilaglari, B-amiloid peptit
salinimini veya sentezini inhibe ederek etkisini gostermektedir. (S)-2-pentanol, bu tiir

ilaglarin iiretiminde kullanilan kiral ara bilesendir (Patel 2001).



Enzimler, kiral molekiiller oldugu i¢in kendileri gibi kiral olan diger molekiilleri tanirlar
ve bu kiral 6zelliklerine gore tepkimeye girerler. Bu nedenle viicuda giren molekiillerin
enantiyomerikg¢e saf olmasi ve dogru enantiyomerin alinmasi ¢ok énemlidir. Enzimler
iliml kosullarda etkinlik gostermelerinden, segimliliklerinin yiiksek olmasindan dolayi,
saf enantiyomer eldesinde yayginca kullanilmaktadir. Biyokatalizor olarak enzimler,
hem asimetrik sentez hem de kinetik rezoliisyon tepkimelerini katalizlemektedirler.
Kinetik rezoliisyon ile daha fazla substrat kullanilabilmekte olup, asimetrik senteze gore

ekonomik agidan daha fazla tercih edilen bir yontemdir (Suan ve Sarmidi 2004).

Kinetik rezoliisyon i¢in optimum kosullarin belirlenmesi i¢in enzim kaynagi ve tiirii,
substrat derigimi, tepkime ve isletme kosullari (kesikli isletim, siirekli isletim)

incelenmektedir.

Enantiyomerikce saf alkoler farmasotik ilag sanayide kullanim1 ¢ok yaygin olan, 6nemli
bilesiklerdir (Maier vd. 2001). Bu ¢alismada, Alzheimer ilaglarinin iiretiminde kiral ara
bilesen olarak kullanilan S-2-pentanoliin, rasemik-2-pentanolden transesterlesme ile
kinetik rezoliisyonu (Sekil 1.1) i¢in Kkesikli sistemde tepkime kosullarinin
optimizasyonu arastirilmig, tepkime kinetik modeli belirlenerek kinetik parametreler
bulunmus, siirekli sistemde isletim kosullari incelenmis, temel kimya miihendisligi

yaklasimi ile biyoreaktor sistemi modellenip ¢oziimii gergeklestirilmistir.
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Sekil 1.1 Rasemik-2-pentanoliin lipaz katalizli kinetik rezoliisyonu



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK OZETLERI

2.1 Kiralite ve Asimetrik Karbon

Kiral terimi, Yunancada el anlamina gelmektedir. Kiral molekiiller arasindaki iliski, sag
ve sol el arasindaki iliskiye benzemektedir. Sag ve sol elin parmak sayisi, parmaklarin
stralanigt birbirinin aynisidir ve sag el, sol elin ayna goriintiisiidiir. Bununla birlikte sag
el, sol el ile list iiste cakistirllamaz. Bu farklilik daha somut ve basit bir sekilde sag

eldivenin sol ele giyilememesi ile ifade edilebilir (Sheldon 1993).

Kiralite, bir molekiiliin diizlem polarize 1518in yOniinii ¢evirebilme durumudur. Bu
nedenle bir molekiil ya “kiral” ya da “akiral”dir. Akiral bir molekiiliin kendisi ile ayna
goriintiisii st liste cakistirilabilirken, kiral bir molekiiliin kendisi ile ayna goriintiisii iist

iiste cakistirilamaz.

Normal (adi) 151k bir polarlayicidan gecirildiginde, polarlayict elektriksel alanla
etkileserek, polarlayicidan ¢ikan 15181n elektriksel alani (ve ona dik olan magnetik alan)
yalnizca bir diizlemde titresir. Diizlem polarize 151k, bazi 6zel maddelerden

gecirildiginde, polarize 15181n diizlemi gevrilir.

Kiral molekiiller, diizlem polarize 15181 yOniinii ¢evirebilen, optikce aktif bilesiklerdir.
Kiral molekiiller, diizlem polarize 1518in yoniinii ayn1 agiyla, ancak zit yone g¢evirler.

Polarize 15181n yoniinii saga ceviren molekiiller “+”, sola ¢eviren molekiiller ile

gosterilmektedir.

Molekiiliinde dort farkli grup tasiyan karbon atomu; asimetrik karbon atomu, kiral
karbon veya kiral merkez olarak adlandirilmaktadir. Bir molekiilde asimetrik karbon
atomu bulunmasi o molekiiliin kiral oldugu anlamina gelmez. Molekiiliin kiral
olabilmesi icin kiral merkeze sahip olmasi, buna karsin simetri diizlemine veya simetri
eksenine sahip olmamasi1 gerekir. Tartarik asit kiral bir molekiil iken, mezo tartarik asit,

simetri diizlemine sahip oldugu i¢in kiral degildir (Sekil 2.1).
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H—C —OH H—C —OF
H— T?— OH OH—C—H
COOH COOH

Mezo tartarik asit Tartarik asit

Sekil 2.1 Akiral ve kiral tartarik asit molekiilii (Elliel 1962)

2.2 Stereokimya

Stereokimya, molekiillerin {i¢ boyutlu diizenlenmelerini ve bu diizenlenmeden

kaynaklanan farkliliklar1 inceler.

Stereoizomerler, ayni sirayla birbirine baglanmis, ayni atomlardan olusan, ii¢ boyutlu
yapilar1 birbirinden farkli olan bilesiklerdir. Ayni baglanma sirasinda ayni molekiil
formiiliine sahip olmalar1 nedeniyle stereoizomerlerin bazi fiziksel (diizlem polarize
15181 ¢evirme acisi, erime noktasi, kaynama noktasi, vb.) ve kimyasal 6zellikleri (kiral
olmayan bilesenlerler tepkimeleri) aynidir. Stereoizomerler, enantiyomerler ve diger
stereoizomerler (diastereoizomerler, cis-trans izomerleri vb.) olarak

gruplandirilabilirler.

Stereoizomerlerin konfigilirasyonlar1, Fisher izdiisiimii veya Cahn, Ingold ve Prelog
tarafindan gelistirilen R/S konfigiirasyonu ile belirlenebilmektedir. Son doénem
caligmalarina bakildiginda R/S konfiglirasyonunun yaygin olarak kullanildig:
goriilmektedir. R-S konfigilirasyonu belirlenirken kiral merkeze bagli dort grup oncelik
sirasina konulur. Kiral merkeze bagli grubun ilk atomunun atom numarasi, dnceligi
belirlemede temel alinir. Atom numarasi daha biiyiik olan grubun 6nceligi daha fazladir.
Kiral merkeze dogrudan bagli olan atomlarin iki ya da daha fazlasi ayni1 atom
numarasina sahip ise oncelik sirasini belirlemek i¢in bu atomlara bagl sonraki atomlara
bakilir. Ornegin, kiral merkeze hem etil grubu hem de metil grubu baglh ise etil grubu

metil grubundan daha 6nceliklidir. Bu durum, metilde ikinci atomun hidrojen, etilde ise



ikinci atomun karbon olmasindan kaynaklanmaktadir. Kiral merkeze bagl dort grup
oncelik sirasina konulduktan sonra, 6nceligi en az olan grup arkaya atilarak molekiile
bakilir. Geriye kalan ii¢ grubun oncelik azalma sirasi saat yoniinde ise molekiiliin
konfigiirasyonu R’dir. Eger, bu azalma saat yoniiniin tersi yonde ise konfigiirasyon

S’dir.

Optikge aktiflik, yani diizlem polarize 1518in yoniiniin saga veya sola cevrilmesi ile
molekiiliin sahip oldugu konfigiirasyon arasinda belirgin bir iliski yoktur. Ornegin R-
laktik asit sola ¢eviren enantiyomerdir. R-laktik asit metil esterine doniistiiriiliirken,
kiral karbon iizerindeki baglar tepkimeye girmedigi i¢in konfiglirasyon degismezken,

tirtiniin ¢evirme yonii (-) den (+) ya degismektedir (Sekil 2.2) (Soyer 2007).

E-(-)daktik asit E-{(+)-metil laktat

Sekil 2.2 R-laktik asidin metil esterine donlismesi

2.3 Enantiyomerler, Diastereomerler

Enantiyomerler, konstitlisyonlar1 (molekiiliin sahip oldugu atomlarin tiirii, sayis1 ve
baglanma sekli) ayni, konfigilirasyonlari (uzayda diizenlenis bi¢imleri) birbirinden farkli
olan ve ayna goriintiisii iist liste ¢akistirilamayan molekiillerdir. Konstitiisyonlar1 ayni,
konfigiirasyonlar1 farkli olan, birbirinin ayna gorlintlisii olmayan izomerler ise
diastereomer olarak adlandirilmaktadir (Sekil 2.3). Enantiyomerik durum, molekiilde bir
adet kiral (stereojenik) merkez bulunmasi halinde ortaya ¢ikar. Diastereomerik durum

ise birden fazla kiral merkez bulunmasi halinde olusabilir.
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Sekil 2.3 Diastereomer ve enantiyomer arasindaki iliski

Enantiyomerlerin erime noktalari, kaynama noktalari, yogunluklari, spektrumlari, kiral
olmayan ¢oziiciideki ¢oziiniirliikleri, kiral olmayan bilesiklerle tepkimeleri aynidir.
Enantiyomerlerin kiral 6zellikleri yani diizlem polarize 15181 ¢evirme yonleri farklidir.
Bu nedenle enantiyomerlerin biyolojik etkinlikleri biribirinden farklidir. Bir
enantiyomer ilag olarak kullanilirken, diger enantiyomer etkisiz olabilir. (-) adrenalin
kalp uyarici oldugu halde (+) adrenalin etkisizdir. Enantiyomerlerden biri antibiyotik
olarak kullanilirken, digeri toksik etki gosterebilir. Kiralligin ve enantiyomerlerin
biyoloji diinyasindaki etkisi biiyliktiir. Bu durum biyolojik siireclerin genellikle kiral

molekiillerle yiirlimesinden kaynaklanmaktadir.

Biyolojik siireclerde katalizor olarak gorev yapan enzimler de kiral bilesiklerdir ve
tepkimeye girecek olduklart molekiillerin kiral 6zelliklerini algilayarak, hangi
enantiyomer ile tepkimeye gireceklerini ayirt ederler. Ornegin laktik asit dehidrojenaz
enzimi, (+)-laktik asidi piirivik aside dondstiiriirken, (-)-laktik asidi piirivik aside
dontistiremez. Birbirinin ayna goriintiisii olmayan diastereomerlerin kiral 6zellikleri de
dahil olmak ftizere bircok fiziksel ve kimyasal Ozellikleri de farklilik gosterir. Bu

nedenle diastereomerler birbirlerinden farkli iki ayr1 molekiil olarak davranirlar.



Her iki enantiyomeri esit miktarda iceren c¢ozeltilere rasemat denilmektedir.
Enantiyomerlerin biyolojik etkinlikleri birbirinden farkli oldugu i¢in ilag¢ iiretiminde

rasemik karigim yerine saf enantiyomer kullanilmasi1 énemlidir.

Ozetle, kimyasal maddelerin biyolojik 6zellikleri sadece igerdikleri atomlara bagli degil,
bu atomlarin uzayda diizenlenme bigimlerine de baghdir. Bu nedenle kullanilan
ilaglarda istenilen ve etkin olan enantiyomerin saf olarak alinmasi ¢ok 6nemlidir (Faber

1953).

2.4 Stereokimyasal Tepkimeler

Kiral olmayan bilesiklerden kiral bir iiriin elde edilirken, her iki enantiyomer ayni hizda
ve esit miktarda olusur. Kiral bir bilesik ile kiral olmayan bir bilesigin tepkimesinden
yeni bir kiral merkez olusursa, iiriinler farkli hizda ve miktarlarda olusur. Iki
enantiyomeri igeren karigimdan istenen enantiyomerin ayrilmasi gerekir. Bu isleme

“rezoliisyon” denilmektedir. Rezoliisyon yontemleri asagida 6zetlenmistir.

2.4.1 Enantiyomerleri kristallendirerek ayirma

Rasematlar; konglomerat, rasemik bilesik ve psddorasematlar (kat1 ¢ozelti) olmak {izere
3 farkli kristal tiirii olustururlar. Konglomerat tiirli kristallenmede enantiyomerler
mekanik olarak bire bir karigirlar ve her bir 6rgli bir enantiomerden olusur. Baska bir
deyisle tek bir kristal yapi, bir tek enantiyomerden olusmaktadir. Bu sayede
konglomerat tiirde kristallenen enantiyomerlerin, as1 kristalleri veya katki maddeleri
kullanilarak ~ tercihli ~ olarak  kristallenmesi  saglanabilmektedir. =~ Boylece
enantiyomerlerden birinin kristallenmesi, digerinin kristallenmemesi saglanarak,
istenilen enantiyomer rasemattan ayrilmig olur. Konglomerat tiirde kristallenebilen
rasematlar, tiim rasematlarin ancak %?20’sini olusturmaktadir (Ghanem ve Aboul-Enein

2004).



2.4.2 Enantiyomerleri diastereomerlere doniistiirme

Enantiyomerler kiral bir bilesen ile tepkimeye girdiginde diastereomer ¢ifti elde
edilmektedir. Bu yontemle diastereomerlerin kiral olmayan Ozelliklerinin birbirinden
farkli olmasindan yararlanilarak, rasematin diastereomere doniismesi, sonrasinda uygun
yontemle diastereomerlerin birbirinden ayrilmasi ve saflastiriimasi saglanir (Ghanem ve
Aboul-Enein 2004). Devaminda istenilen enantiyomerin elde edilmesi amaciyla,

diastereomerin enantiyomere dontistiiriilmesi ve tekrar saflastirilmasi gerekir.

2.4.3 Rasematin asimetrik transformasyonu

Rasematin ~ kimyasal islemle tek tip  enantiyomere  donistiirilmesidir.

Enantiyomerizasyon olarak da adlandirilmaktadir.

2.4.4 Kinetik rezoliisyon

Iki enantiyomerin tepkimeye girme hizlarinin birbirinden farkli olmasma dayanan bir
ayirma yontemidir. Kinetik rezoliisyonun gergeklesebilmesi igin bilesigin R ve S
enantiyomerinin  tepkime hiz sabitlerinin birbirinden farkli (kr#ks) olmasi
gerekmektedir (Sekil 2.4). Kinetik rezoliisyonda kiral katalizor kullanilmasi durumunda
siireg, “enzimatik kinetik rezoliisyon” veya “biyokatalitik rezoliisyon” olarak da
adlandirilabilmektedir (Kamal vd. 2008). Enantiyomerlerin tepkimeye girme hizlarinin
birbirinden ¢ok farkli oldugu durumda, yani idealde (6rnegin kg>>0, ks=0 olmasi hali)
sadece tek bir enantiyomer tepkimeye girer ve %50 donilisim gergeklesir. Tepkime
sonucunda %50 (S)-enantiyomer elde edilirken, %50 tirtin olusur (Sekil 2.5). Boyle bir
durumda (R)-enantiyomer harcanip B olusurken, (S) enantiyomer tepkimeye girmeden

tepkime ortaminda kalmais olur.

KR ks
R — P S — Q

Sekil 2.4 Kinetik rezoliisyon (Kg, ks#0)



kr>ks

(RS-A —> B + (S)-A

Sekil 2.5 Rasemik karisimin %50 verimle kinetik rezoliisyonu

Kinetik rezoliisyonunun etkinligini, enantiyomerlerin tepkimeye girme hizlarindaki
farklilig1 artirmak igin arastirmalar yapilmaktadir. Bu arastirmalar arasinda genellikle
uygun c¢oziiciiniin, acil vericinin, sicaklifin, substrat derisimin, enzim kaynaginin
belirlenmesi, kesikli sistemler i¢in karigtirma hizi, siirekli sistemler icin akis hiz1 gibi

paremetrelerin incelenmesi yer almaktadir.

2.4.5 Dinamik Kinetik Rezoliisyon

Kinetik rezoliisyonda verim teorik olarak en fazla %50 olabilmektedir. Dinamik kinetik
rezollisyon ile doniisiimiin %50’nin istiine c¢ikabilmesi i¢in tepkimeye girmeyen
S-enantiyomerin rasemlenerek (enantiyomerik¢e zenginlestirme: rasemata cevirip,
enantiyomere dondiirme) R-enantiyomere doniismesi ve R-enantiyomerin de R-iiriine

doniismesi saglanmaktadir (Ghanem ve Aboul-Enein 2004).

2.5 Stereokimyasal Tepkimelerin Etkinligi

Organik ¢oziicii ortaminda enzim katalizorliigiindeki tepkimeler igin enantiyomerik oran
(enantiyosecimlilik) ve enantiyomerik asirilik olmak {izere iki 6nemli kavram
kullanilmaktadir (Ghanem ve Aboul-Enein 2004). Son yillarda enantiyose¢imli
tepkimelerin etkinligi icin verimlilik ve se¢imlilik kavramlart da kullanilmaktadir. S6z

konusu kavramlar asagida 6zetlenmistir.

2.5.1 Doniisiim

Kinetik rezoliisyon tepkimelerinde R, R-enantiyomerin; S, S-enantiyomerin belirli

andaki derisimini; Ry ve Sp, R ve S enantiyomerlerinin baslangi¢c anindaki derisimlerini



gostermek tizere donlisim (c), esitlik 2.1°de gosterildigi sekilde hesaplanmaktadir
(Sontakke ve Yadav 2011).

_R+sS (2.1)
Ry + S,

c=1

2.5.2 Enantiyomerik asirihk

Enantiyomerik asirilik, enantiyomerik safligi ifade etmektedir. R enantiyomerin, S
enantiyomerden fazla oldugu bir durum igin R, R-enantiyomeri; S, S-enantiyomeri
gostermek lizere substrat i¢in enantiyomerik asirilik, esitlik 2.2°deki gosterildigi gibi

hesaplanir.

R—S (2.2)
s = R+s

Bununla birlikte enantiyomerik asirilik iiriin i¢in de tanimlanabilmektedir. Doniistim ve
substrat i¢in enantiyomerik asirilik kullanilanarak, iiriin i¢in enantiyomerik asirilik (eep)

asagidaki sekilde hesaplanabilir.

: eesl) (2.3)
c—

eep =

2.5.3 Enantiyomerik oran (Enantiyosec¢imlilik)

Enantiyomerik oran (E), enzimin enantiyose¢imliligini, Yyani enantiyomerlerin
tepkimeye girme hizlarinin farkliligini ifade eder. Baska bir ifade ile enantiyomerik
oran, kinetik rezoliisyonun etkinliginin oOlciisiidiir. Donilisim ve substrat ig¢in
enantiyomerik asirilik kullanilark esitlik 2.4 ile enantiyomerik oran hesaplanabilir. Daha
yavas tepkimeye giren enantiyomerin optikge saf olarak elde edilebilmesi icin
dontisimiin %50°ye ulastig1 anda tepkime sonlandirilir. Boylece, tepkimeye girme hizi

diisiik olan enantiyomer (kalan enantiyomer), rasemik karsimdan enantiyomerikce saf
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olarak elde edilebilir. Donisiimiin %50°den fazla tutulmasi, kalan enantiyomerin
tepkimeye girmesine neden olacagi icin rezollisyon oranini diisiiriir. %99 enantiyomerik
asirilik elde edilebilmesi igin doniisiime karsi E degerleri arasindaki iliski (Sheldon

1993) cizelge 2.1°de gosterilmistir.

Cizelge 2.1 E degerlerine karsilik %99 enantiyomerik asirilik i¢in gerekli dontisiim
(Sheldon 1993)

E % Doniisiim E % Doniisim
5 86.6 200 511
10 72.1 300 50.6
20 61.9 500 50.3
50 54.9 1000 50.01
100 52.3

Enantiyomerik oran, doniisiim (c) ve enantiyomerik asirilik (ees) degerleri kullanilarak

asagidaki esitik ile hesaplanmaktadir (Sontakke ve Yadav 2011).

- In[(1—-c¢c)(1 —ees)] (2.4)
In[(1-0o)(1 + eeg)]

Optikce saf enantiyomer elde edilebilmesi ig¢in E degeri en az 20 olmalidir (Pellissier
2011, Sheldon 1993). Bununla birlikte iyi bir dinamik kinetik rezoliisyon i¢in E’nin en
az 30, tercihen 50-100 arasinda olmasi gerektigi de belirtilmektedir (Kamal vd. 2008).

2.5.4 Verimlilik

Verimlilik (P), enantiyosecimliligi ifade etmek i¢in kullanilan kavramlardan biridir. Bir

dakikada, 1 g enzim tarafindan olusturulan iirtin miktar1 olarak tanimlanmaktadir
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(Csajagi vd. 2008). C, iiriin derisimini (umol/mL); Q, akis hizim1 (mL/dk); me,
kullanilan enzim miktarmni (g); n, tirlin mol miktarin1 (umol); t, tepkime siiresini (dk)
gostermek tizere silirekli sistem icin verimlilik, esitlik 2.5°de, kesikli sistem igin
verimlilik, esitlik 2.6’da gosterilmistir. Uriin olusum hizinin, déniisiimiin dogrusal
fonksiyonu olmamasi nedeniyle siirekli ve kesikli sistemin karsilastirilabilmesi i¢in ayni
baslangi¢ derisimlerinde ¢alisilarak, ayni doniisiim degerleri i¢in hesaplama yapilmasi

gerekmektedir (Csajagi vd 2008).

CxQ (2.5)
Psiirekli =
e
n 2.6
Presikii = X (2.6)
e

2.5.5 Secimlilik

Ikincil alkollerin lipaz katalizli transterlesme tepkimesinde suyun varligi dikkate
alinarak, hidroliz tepkimesi ile esterlesme tepkimesinin (Sekil 2.6) yarigmali olabilecegi
belirtilmektedir. Hidroliz tepkimesi sonucunda asit olustugu, esterlesme tepkimesi
sonunda iirlin olustugu gbéz Oniine alinarak, se¢imililik (S), {iriin olusum hizinin agil
verici tiiketim hizina orami olarak tanimlanmaktadir. ve, bir dakikada olusan pmol
lirlinii; V,, bir dakikada olusan pumol asit (hidroliz {iriinii) miktarin1 gostermek iizere

secimlilik esitlik 2.7 ile hesaplanir (de los Rios vd. 2010).

“u::8

c{' OH R-C
/’/A\\/‘/ S

+ H
~ Py
rac-2-pentanol /\\/’ -~ ,\/ .

(S)-2-pentanol (R)-2-pentyl ester

R-CQQO-CH=CH,
{R= CH3CHy-, CH3CH,CHy-)

2 1,0 R-COOH

Sekil 2.6 Rasemik-2-pentanoliin lipaz ile kinetik rezoliisyonunda transesterlesme (1) ve
hidroliz (2) tepkimeleri (de los Rios vd. 2010)
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__ Ve (2.7)
Ve + Uy

2.6 Cevap Yiizey Yontemi

Bir deney kosulunun degistirilip diger kosullarin sabit tutulmasi seklinde uygulanan
klasik optimizasyon metotlarinda, bagimsiz degiskenlerin (parametrelerin) siirece
etkisinin ayr1 ayri1 belirlenmesi nedeniyle zaman alic1 bircok deneyin yapilmasi
gerektigi, bununla beraber bu deneylerle bagimsiz degiskenlerin ikili etkilesiminin

slirece etkisinin tespit edilemedigi bilinmektedir (Murthy vd. 2000).

Cevap yiizey yontemi (RSM), deneysel tasarim ile istatistiki ve matematiksel teknikleri
igeren, bagimsiz degiskenlerin, bagimli degiskene (cevap degiskeni) etkisini belirten ve
bagimsiz degiskenlerin, yani tepkime parametrelerinin bagimsiz degiskene, yani cevaba
etkisininin modellenmesini saglayan bir yontemdir. Deneysel tasarim ile cevaba etki
eden parametreler ayni anda incelenebildiginden, yapilan deney sayisi klasik yontemlere
gore azalmaktadir (Bayraktar 2001). RSM siirecinde deneysel ve istatistiki veriler ile
matematiksel model bir arada degerlendirilmekte ve bdylece deneysel tasarim igin
sistematik yol belirlenmektedir. RSM ile en ¢ok bilgiye ulasilacak noktalarda deney
yapilmasin1 saglayarak, deneysel tasarim tekniklerindeki problemlerin (tepkime yol
izinin belirlenmesi, tepkime hiz verilerinin tespiti vb.) azaltilmasina yardimci oldugu
(Bayraktar 2001) ve istatistiki yontemler ile elde edilen sonuglarla cevap degiskeninin
(bagimli degisken) deney yapilmadan 6ngoriilebilmesinin saglandigi (Murthy vd. 2000)

ifade edilmektedir.

Deneysel tasarim i¢in asagida belirtilen asamalar dikkate alinir (Canpulat Kapucu
2003):

1. Problemin tanimlanmasi,
2. Problemin etkenlerinin (bagimsiz degiskenlerin) seviyesinin ve araliginin
secilmesi,

3. Cevap degiskeninin belirlenmesi,
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Deneysel tasarim secimi,
Deneylerin gergeklestirilmesi,

Deneysel verilerin istatistiki analizinin yapilmasi,

N o g &

Sonuglarin degerlendirilmesi.

Yukarida belirtilen agamalar neticesinde optimum parametreleri igeren matematiksel

fonksiyon, yani cevap fonksiyonu elde edilir (Esitlik 2.8).

Y=f(X1,Xa,......XK) € (2.8)

Esitlik 2.8’deki x1, Xo,......xk bagimsiz degiskenlerdir ve faktor olarak adlandirilirlar. Y
ise bagimli degisken, yani cevap degiskenidir. Siireci tanimlayan bagimsiz degiskenler

cevabi dogrusal ise fonksiyon birinci derece elde edilir.

Y=BotPaxatPoXat....+ PuXkte (2.9)

Siiregte herhangi bir kavislenme var ise, siire¢ tanimlamasi yiiksek dereceli polinomlar

ile su sekilde tanimlanir:

Y=Bo+ZiaPixit Y Bixi +YY iixixjte (2.10)

Esitlik 2.9 ve 2.10°daki Bo regresyon esitliginin bagimsiz terimini, Bi dogrusal terimi, Bii
ikinci derece terimi ve € deney hatasini ifade etmektedir. Bu deneysel tasarim
yonteminde boyutsuz koordinat sisteminde ¢alisilir. Boyutsuz koordinat sisteminde “0”
merkez noktay1 ifade etmektedir. Bagimsiz degiskenler esitlik 2.11°de belirtildigi gibi
ifade edilmektedir. Buradaki xi;, bagimsiz degiskenin kodlu degerini, X; gercek
degerini, X'o merkez noktadaki gercek degerini, AX ise basamak degisimini

gostermektedir (Murthy vd. 2000).

x1=(X1X 0)/AX (2.11)
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Bagimsiz degisken sayisina gore siirecteki deney sayis1 N, ng merkezi noktada yapilan

deney sayisint, k bagimsiz degisken sayisint gostermek tlizere su sekilde belirlenir:

N=2+2k+n, k<5 (2.12)

N=2"+2k+n, k=5

Ikinci derece eksen iizerinde o degeri esitlik 2.13 ile ifade edilmektedir. Farkli k

degerlerine karsilik ng ve a degerleri Cizelge 2.2’de gosterilmistir (Canpulat Kapucu
2003).

- (2.13)

Cizelge 2.2 Bagimsiz degisken sayisina karsilik ng ve a degerleri (Canpulat Kapucu

2003)
k 2 3 4 5 5 6 6 7 7
Tasarim | 2° 23 24 25 751 26 61 o7 71
o 1414 |1.682 |2.00 2.378 | 2.00 2.828 |2.378 |3.33 2.828
No S 6 7 10 6 15 9 21 15

Istatistiki yontemlerle siirecin optimum kosullari, regresyon denkleminin ¢oziimii ile
belirlenebilmekle beraber, cevap yilizeyin “contour” (ikili etkilesim) grafikleri ile de
belirlenebilir. Bahse konu grafiklerde dairesel sekiller elde edilmesi, belirtilen bagimsiz
degiskenler arasindaki iligskinin ihmal edilebilir oldugunu; eliptik veya eyer sekiller elde
edilmesi ise bagimsiz degiskenlerin birbirini 6nemli dl¢lide etkiledigini gostermektedir
(Murthy vd. 2000).
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2.7 Alkoller ve 2-pentanol

Alkoller, énemli kiral ara bilesen olarak yaygin kullanim alanina sahiplerdir. Bunun
sebebi alkollerin bir ¢ok farmakolojik iiriiniin ¢1kis maddesi olmasidir. Ornegin 1-fenil-
1-propanol tiirevleri ila¢ etken madde olarak kanser ilaglarinin, uyarici ve solunum agici

ilaclarin elde edilmesinde kullanilmaktadir.

Alkoller, hidroksil (—OH) grubu igeren bilesikler olup, molekiiliin sahip oldugu
hidroksil grubunun sayisina gore monoalkoller, dialkoller (glikoller), trialkoller,
polialkoller olarak siniflandirilabilirler. Alkoller, hidroksil grubunun bagli oldugu
karbon atomuna bagli olan radikal grubu sayisina goére primer (birincil), sekonder
(ikincil) ve tersiyer alkol olarak adlandirilmaktadir. Fonksiyonel grubun bagli oldugu
karbon atomuna bir radikal bagliysa primer (RCH2-), iki radikal grup bagliysa
sekonder (R2CH-), ¢ radikal grup bagliysa tersiyer (R3C—) alkol olarak
belirtilmektedir (Sekil 2.7).

R 1
.
R-CH,-0OH /,CH-DH R—C—0OH
R R
primer sekonder tersiyer

Sekil 2.7 Sahip olduklari radikal gruplarma gore alkollerin siniflandiriimasi

Kiral sekonder alkoller, ketonlarin mikrobiyal indirgenmesi ve rasemik bilesiklerinin
rezoliisyonu ile elde edilebilmektedirler. Rasemik bilesiklerin rezoliisyonu ile
enantiyomerikce saf alkol elde edilmesi ¢aligmalarinda genelikle alifatik gruplar yerine,
fenil gruplar gibi biiyiik gruplar igeren bilesikler kullanilmistir (Patel vd. 2000). Kinetik
rezollisyon yontemi ile enantiyomerik saflikta sekonder alkol elde edilmesi i¢in yapilan

calismalara ¢izelge 2.3’de ornek verilmistir.
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Cizelge 2.3 Enantiyomerik saflikta tiretimi yapilan sekonder alkol 6rnekleri

Bilesigin acik hali Bilesigin ad1 Arastirmaci
a | CHs 1-fenoksi-2-biitanol Jacobsen vd. 2003
o b | CH,CH; 1-fenoksi-2-pentanol
R\)\/OPh
c | Br 1-brom-3-fenoksi-2-propanol
R; a-¢
¢ | Cl 1-klor-3-fenoksi-2-propanol
OH a 2 @ a. ras-1-fenil etanol Nagy vd. 2006
b rf”O b. ras-1-siklohekzil etanol
Ca- &
R ac c c. ras-1-nafta2-yl-etanol

Sekonder alkollerin optik¢e saf enantiyomerleri tip, gida, ziraat, organik kimya gibi
bir¢ok alanda yayginca kullanilan 6nemli bilesenlerdir (Cong vd. 2005). Ornegin 1-fenil
etanol, ilag, ziraat ve dogal iiriin sentezinde 6nemli bir kiral bilesendir (Habulin ve Knez
2009). Sekonder alkil alkoller o6zellikle organik kimyada kullanilan O6nemli ara

bilesiklerdir. Sekil 2.8’de lipaz katalizli kinetik rezoliisyonda kullanilan sekonder

rasemik alkil alkol 6rnekleri yer almaktadir (Wang vd. 2009a).
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3-hekzanol 3-metil-2-biitanol
2-biitanol
2-pentanol
2-hekzanol
2-heptanol
2-octanol

j e B Jem B
T nnm

OH
OH
OH

:
.
.

6-metil-5-hepten-2-ol 2-metil-1-pentanol
3-metil-2-siklohekzen-1-ol

Sekil 2.8 Lipaz katalizli kinetik rezoliisyonda kullanilan rasemik alkil alkol 6rnekleri
(Wang vd. 2009a)

2-pentanol  (Sekil 2.9), 119°C kaynama noktasma sahip, kapali formulii
CH3CH,CH,CH,CH,0H (s-pentil alkol) olan sekonder bir alkoldiir.

H,C CH,

Sekil 2.9 2-pentanol (pentan-2-ol)

Rasemik-2-pentanoliin R enantiyomeri polarize 1518in diizlemini saat yoniiniin tersine, S

enantiyomeri ise saat yoniinde ¢evirmektedir (Sekil 2.10).
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j‘\/\ HaC ;H Chs
H,C” 3 CH, \I,/\/
OH

Sekil 2.10 Rasemik-2-pentanoliin R ve S enantiyomeri

S-(+)-pentanol, B-amiloid peptid salinimini veya olusumunu azaltan Alzheimer
ilaglarmin tiretiminde kullanilan kiral bir ara bilesendir (de los Rios vd. 2010). Bu

nedenle ilag iiretiminde olabildigince saf olarak kullanilmasi gerekmektedir.
2.8 Biyokatalizorler, Lipazlar

Kinetik rezoliisyonda katalizor olarak enzim kullanilmasinin bir ¢ok avantaji oldugu,
kimyasal yontemlerle karsilastinldiginda tepkime hizim 10 kat artirdigy, yiiksek
etkinlik ve enantiyose¢imlik degerlerine ulagildig1 belirtilmektedir (Kamal vd. 2008).
Bununla birlikte enzimler toksik olmayip, biyolojik olarak bozunabildikleri i¢in doga
dostu molekiiller olup; kimyasal katalizorlere gore cok daha az zararh ve kirleticilerdir.
Enzimler, 1ilimli kosullarda etkinlik gdstermeleri, substrat se¢imliliklerinin yiiksek

olmasi gibi nedenlerle rasemat rezoliisyonunda yaygin olarak kullanilmaktadir.

Karboksilik asit ester hidrolazlar1 smnifina giren lipazlar (EC 3.1.1.), Onemli
kimyasallarin sentezlenmesinde genis alanda kullanilan, kolay bulunabilen (hem
tutuklanmis hem de serbest formlar1), kofaktdre ihtiya¢ duymayan biyokatalizorlerdir.
Lipazlar, sulu ortamlarda hidroliz tepkimelerini, susuz ortamlarda ise geri yondeki
esterlesme veya transesterlesme tepkimesini katalizlerler. Deterjan, siit, tani, yag
tiretimi, biyodoniigiim lipazlarin kullanildig: baslica alanlardir. Lipazlar, dogal olmayan
molekiilleri de substrat olarak kabul ettiklerinden dolay1 organik kimya alaninda da
genis bir yelpazede kullanilabilmektedir (Kamal vd. 2008). Gliniimiizde bu alanlarin
arasmma kinetik rezoliisyon tepkimeleri de eklenmistir ve rasemik alkollerin
transesterlesmesinde yaygin olarak kullanilmaktadirlar. Bu durum lipazlarin
enantiyomerik molekiilleri ve gruplari, yiiksek enantiyose¢imlilikle tanimasindan

kaynaklanmaktadir. Bu 6nemli 6zellik, lipazlarin rasemik bilesiklerden teorik olarak
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%50 verimle kinetik rezoliisyon islemini gerceklestirmelerini saglamaktadir. Lipazlarin
etkinlikleri ve secimlilikleri, reaksiyon ortamina bagli olarak birgok faktorden
etkilenmektedir (Berglund 2001). Bununla birlikte genis bir araliktaki alkolleri substrat
olarak  kabul etmelerine ragmen, rasemik alkollerin transesterlesmesinde
enantiyose¢imlilikleri daima yiiksek degildir. Bu nedenle enantiyosecimliliklerinin
artirllmasi i¢in inceleme yapilmas: gerekmektedir (Kawasaki vd. 2001). Enzimlerin
enantiyose¢imliliklerini artirmak i¢in tutuklama, kimyasal modifikasyon gibi yontemler
kullanilmaktadir. Bazi durumlarda bu yontemler enzimin substrat sec¢imliligini
etkiledigi belirtilmektedir. Ornegin serbest enzimlerin substrat olarak uzun yag asidi
(C14-C18) zincirlerini tercih ettigi, tutuklanmig enzimlerin ise kisa yag asidini tercih
ettigi (C2-C6); P.cepacia lipazinin polipropilene tutuklandiktan sonra substrat

secimliligin degistigi bildirilmektedir (Kapoor ve Gupta 2012).

Lipaz etkinliginin alkollerin primer, sekonder veya tersinir olmasina gore degistigi;
etkinlik sirasinin primer>sekonder>tersiyer alkol seklinde oldugu ve tersiyer alkoller ile

esterlerinin lipazlar i¢in zayif substrat oldugu bildirilmektedir (Kapoor ve Gupta 2012).

Organizmalarda ¢ok¢a bulunan lipazlar; bakteri, mantar, insan ve bitki kaynakli olabilir
(Cizelge 2.4) ve ticari olarak elde edilebilirler. Lipazlar, hidroliz, esterlesme ve
transesterlesme tepkimelerinde alkol, amin ve ester gibi molekiilleri substrat olarak

kabul ederler (Kapoor ve Gupta 2012).

Lipazlarin aktif konumunu perdeleyen, koruyan, “kapak™ olarak adlandirilabilen bir
oligopeptit sarmala sahip oldugu ve bu sarmalin enzimin aktif konumunu dis etkenlere
kars1t korudugu, yag damlacigi gibi hidrofobik araylizeylerle etkilesime gegerek, aktif
konum ile substratin daha kolay bir araya gelmesini sagladigi diisiiniilmektedir. Mantar
kaynakli lipazlar arasinda yer alan Candida antarctica lipaz B’nin, diger lipazlarla
kiyaslandiginda daha kiiclik ve daha basit bir kapaga sahip oldugu ve bu durumun
Candida antarctica lipaz B’ye tepkimeye daha kolay girme ozelligi kazandirdigi
belirtilmektedir (Kapoor ve Gupta 2012).
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Cizelge 2.4 Lipaz kaynaklar1 (Kapoor ve Gupta 2012)

Lipaz kaynagi Adi

Bacillus thermocatenulatus

Burkholderia glumae (Pseudomonas glumae)
. Burkholderia cepacia (Pseudomonas cepacia)
Bakteri Bacillus subtilis

Chromobacterium viscosum

Pseudomonas fluorescens®

Aspergillus niger?

Candida rugosa (Candida cylindracea)
Non-specific

Candida antarctica A

Candida antarctica B

Geotrichum candidum

Mantar Penicillium camembertii ( Penicillium cyclopeum)
Penicillium expansum

Rhizomucor miehei (Mucor miehei)

Rhizopus delemar

Rhizopus oryzae

Rhizopus niveus

Thermomyces lanuginosa (Humicola lanuginosa)

Bitki Brassica napus (Kanola)

Canis lupus familiaris (dogs)
Equus caballus (equine)
Hayvan Porcine pancreatic lipase?
Human pancreatic lipase
Sus scrofa (wild bear)

Lipazlarin etki mekanizmasi su sekilde belirtilmektedir: Lipazin aktif konumdaki
hidroksil grubu, esterdeki karbon grubuna niikleofilik etki gosterir ve tetrahedral yapi
olusturur. Bu yapidan bir alkol ¢ikmast ile agil verici-enzim kompleksi meydana ¢ikar,
bu kompleksden niikleofilik etki ile olusan tetrahedral yapidan asit kaybu ile {iriin olusur
ve enzim dogal haliyle kalir (Kapoor ve Gupta 2012).

Bir substratin enantiyosecimliliginde lipaz kaynagi da énemli rol oynamaktadir. Primer
alkollerin transesterlesmesinde Pseudomonas cepacia lipazinin etkili oldugu

bilinmektedir. Ancak sekonder alkollerde Pseudomonas cepacia lipazi kullanilabildigi

21




gibi Candida antarctica, Porcine pancrease, Candida rugosa, Mucor miehei lipazlar1 da
kullanilabilmektedir (Suan ve Sarmidi 2004). Bununla birlikte Candida antarctica lipaz
B’nin sekonder alkoller i¢in yiiksek enantiyose¢imlilige sahip oldugu bilinmektedir
(Leonard vd. 2004). Candida antarctica lipaz B, enantiyoese¢imliligini rasemik alkoliin
R-alkolii yoniinde kullanmaktadir. Diger bir deyisle istenmeyen enantiyomer olan R-
enantiyomerin agillenmesini katalizlerken, istenilen {riin olan S-enantiyomerin

tepkimeye girmeyen bilesen olarak tepkime ortaminda kalmasii saglamaktadir (Patel
vd. 2000).

2.9 Dolgulu Kolon Biyoreaktoriin Matematiksel Analizi

Lipaz katalizorligiinde yapilan kinetik rezoliisyon ¢aligmalarinda tepkimeler izotermal
sartlarda gerceklesmektedir. Bu nedenle izotermal olarak isletildigi kabul edilen dolgulu
kolon biyoreaktoriin matematiksel analizi yapilmistir. Dolgulu kolon biyoreaktor
reaktor i¢in Az kalinliginda hacim elemani alinarak (Sekil 2.11); Na, A bileseni igin
kiitle aktarim akisini; r,, kiitle aktarim hizim1 gostermek tizere kiitle korunum denkligi

olusturulmustur.

I

|

|

]

: 1

0 7 Z+dZ L

Sekil 2.11 Dolgulu kolon biyoreaktér i¢in Az kalinligindaki hacim elemani (Lefevre vd.
2000)

Varsayimlar:

e Sistem koordinatlari: r, z, ©.

e 1 yoniinde dagilim ithmal edilmistir.

e o yoniinde dagilim ihmal edilmistir.
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Sistem yatigkin kosuldadir.

Reaktor boyunca eksenel dagilma katsayisi sabittir.

A; akisa dik kesit alanidir ve reaktor boyunca sabittir.

Tepkime s1v1 fazda degil, kat1 katalizor ylizeyindedir.

(NAZAZ)Z_(NAZAZ)Z+AZ+rAAZAZZO (2 . 14)

Esitlik 2.14, A;Az ile boliintip, Az — 0 limiti alinirsa esitlik 2.15 elde edilir:

dN 2.15
— A +7,=0 ( )

Ca, A bileseninin y18in derisimini; Ug, bos kolon hizini; D,, A bileseni igin z yoniindeki

dagilma katsayisini (eksenel dagilma) gostermek tizere kiitle aktarim akist Na;:

Nz = Ca=—D 2 (2.16)

Z dz
Kiitle aktarim akis1 esitlik 2.15’de yerine konulursa:

d?Cy_UpdCy _ (2.17)
? dz? e dz e

Bagimli ve bagimsiz degiskenler bilinen degerlere boéliinerek, esitlik 2.17

boyutsuzlastirilabilir:

Cao, A bileseninin baslangi¢c derisimini; L, dolgulu kolon reaktér boyunu gostermek

uzere:

Ca (2.18)
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_Z (2.19)
)
dz = Lda (2.21)
d (Chodf\ UyCyodf (2.22)
Drga( ) T Laat =0
D,Cao d®f Uy Cao df (2.23)
— 00T =0
L2 da? ¢ L da
Yukaridaki denklem U, % ile boliiniirse:
D,ed?f df el (2.24)
—_— + ra =

LUyda? da UyCyy

D 1
Esitlik 2.24°deki f, o sayisidir. Bu esitlik 2.mertebe bir denklem olup, C4q baslangi¢

0

substrat derisimi olmak {izere, 2 tane sinir kosulu ile ¢oziilebilir:
z = 0yania = 0icin C; = Cyy; (2.25)
z = Lyani a =1 i¢in; dd% =0 (2.26)

Yatigkin kosulda r, hacim bagina tepkime hizini ifade etmek iizere, katalizor yiizeyinde

kiitle korunum denkligi kurulurarak asagidaki esitlik elde edilir:

Ty =71 (2.27)
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Bu durumda kinetik model su sekilde elde edilmis olur:

d?C, U,dcC, (2.28)
o~ ——— T
dz? e dz

Esitlik 2.28’daki hiz ifadesinde katalizor kiitlesi bagina tanimlanan hiz (") kullanilirsa
me reaktorde kullanilan enzim miktarini; V reaktér hacmini, € bosluk kesrini gostermek

tizere model asagidaki sekilde ifade edilebilir:

d’C, UpdCy 1"m, 0 (2.29)

2 dz?2 ¢ dz 1%

2.10 Enzim Kinetigi

Enzim katalizli bir reaksiyonda [E] enzim derisimini, [S] substrat derisimini, [U] iiriin

derisimini gostermek tizere reaksiyon hiz1 asagidaki sekilde tanimlanir (Tiiziin 1997):

—dS _ dU (2.30)
dt  dt

r=
Enzim katalizli tepkimeler i¢in enzimin substrata doygunlugu onemli bir 6zelliktir.
Diisiik substrat derisiminde tepkime hizi, substrat derisimi artikca artar. Substrat
derigimi artik¢a tepkime hizinin artisinda azalma baslar ve substrat derisiminin daha da
artmasi ile tepkime hiz1 sabitlesir ve substrat derigimi ile degismez. Bu durum enzimin
doygunlugu ile ilgili olup, her enzim i¢in doygunluk substrat derisimi farklilik gosterir.
Sekil 2.12°de gosterildigi lizere substrat derisiminin artmasi ile tepkime hizinin artigi
sliregte tepkime hizi substrata gore birinci mertebe, tepkime hizinin artisinda azalma
gbzlenen siirecte tepkime birinci mertebe ile sifirinct mertebe arasinda, tepkime hizinin

degismedigi siiregte tepkime sifirinct mertebedir (www.mku.edu.tr).
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> N

r \ Birinci-sifirinct Sifirinct mertebe
_______ mertebe

Birinci mertebe
K-]]1

_‘ff"

[ ]

Sekil 2.12 Substrat derisimi ile tepkime hiz1 arasindaki iligski (www.mku.edu.tr)

2.10.1 Michaelis Menten Kinetigi

Leonor Michaelis ve Maud Menten, enzimatik tepkimelerin ilk basamaginda enzim-
substrat kompleksi olusumundan ve enzimin doygunluk o6zelliginden yola ¢ikarak,
enzimatik tepkimeler igin kinetik model gelistirmislerdir. Bu model, enzim kinetiginde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Yaklasimlarinda enzim derisimi sabit tutularak, substrat
derisimi genis yelpazede degistirilmis ve tepkime hizinin substrat derisimine baglilig
incelenmistir. Tepkime mekanizmast Sekil 2.13’de gosterilmis olup; sekildeki E,
enzimi; S, substrati; ES, enzim-substrat kompleksini ve P, tiriinii gostermektedir. Sonug
olarak, substrat derisimi ile tepkime hizi arasinda hiperbolik bir iliski (Sekil 2.14)
bulunmaktadir (Tiiziin 1997).

'm Ve Km, enzimin 6zelligini belirten 6nemli parametrelerdir. rm maksimum tepkimi hizi
Km ise maksimum tepkime hizinin yarisina karsilik gelen substrat derisimidir. Bu

derisimler enzim sabitleri olarak adlandirilmaktadir (Tiiziin 1997).

k; k>
ES

E4+S P+ E

ks

Sekil 2.13 Enzim substrat tepkimesi
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Ky [5]

Sekil 2.14 Enzim kinetiginde Michaelis-Menten egrisi

Enzimlerin Ky, degeri birbirinden farklilik gosterir ve enzim derisiminden bagimsizdir.
Bir enzimin birden fazla substrati olmasi durumunda, her bir substrat i¢in K, degeri
farklilik gosterir. Ky, enzim-substrat bagimin (ES) giiciiniin ve enzimin substrata olan
ilgisinin gostergesidir. Yiiksek Kpn bu bagin zayif oldugunu, disik Kn ise bu bagin

kuvvetli oldugunu gostermektedir.

Km Ve rm degerleri, degisik substrat derisimlerinde ¢alisilarak, tepkime baslangic hizlar

Olgiilerek belirlenir.
Michaelis-Menten kinetiginin matematiksel ifadesi esitlik 2.31’de gosterilmistir.

TimCs (2.31)

"TK,+Cs

2.10.2 Cift substrath tepkime Kinetigi

Michaelis-Menten kinetigi tek substratli enzimatik tepkimeler igin tiiretilmistir. Ancak
enzimatik tepkimeler, c¢ogunlukla birden fazla substrath ve driinlii olarak
gerceklesmektedir. Substratin tepkimeye dahil olmasi ve iiriin olusum sirasina gore ¢ift
substrath tepkimeler, ti¢lii kompleks (ternary complex mechanism) veya ikili kompleks

(Ping Pong) tepkime mekanizmasina sahip olabilirler (Sontakke ve Yadav 2011).
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Uclii kompleks mekanizmasinda {iriin olusmadan dnce substratlar enzimle baglanarak
ticlii kompleks olusturur. Substrat baglanmasi diizenli (ordered) veya rastgele (random)
mekanizmaya sahip olabilir. Diizenli mekanizmada substratlardan biri enzimle baglanir,
sonrasinda ikinci substrat bu baglanmaya dahil olacak sekilde iiglii kompleks olusur
(Sekil 2.15).

S,
E+S, — ES, =— ES;S, ——> E+P, +P,

Sekil 2.15 Uglii kompleks olusumu igin diizenli mekanizma

Rastgele mekanizmada ise diizenli mekanizmadaki gibi substrat baglanma siras1 yoktur.
Baglanma sirasi her iki substrat i¢cin de oncelikli olabilecegi gibi, ¢ok hizli bir sekilde
ticlii kompleks olusumu da gergeklesebilir (Sekil 2.16).

ES“\

ES1SZ_> E + P1 + Pz

Es, 2

7™\

Sekil 2.16 Uglii kompleks olusumu igin rastgele mekanizma

Uclii sistem i¢in tepkime kinetigi asagida gosterilmistir.

i o LAlB (2.32)
" T KuKus + Kna|B| + Knsld] + [4][B]

Ikili kompleks, yani Ping Pong bi bi mekanizmasinda ise 6ncelikle birinci substrat
enzime baglanir ve birinci iiriin olusur. Birinci {irlin olustuktan sonra ikinci substrat,

enzime baglanir ve ikinci tirtin olusur (Sekil 2.17).
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P, S,
E+4S, = ES, = EP, =2 E'=2=F'S,—>E +P,

Sekil 2.17 Ping Pong bi bi mekanizmasi

Asit ve alkoliin enzim biyakatalizorliigiinde esterlesme tepkimesi i¢in E enzimi, A asidi
(substrat 1), B alkolii (substrat 2), EA enzim-substrat 1 kompleksini, FP enzim-iiriin 1
kompleksini, F agillenmis enzimi, P 1.lirlinli, FB enzim-substrat 2 kompleksini, EQ
enzim-iiriin 2 kompleksini ve Q 2.iriinii gostermek lizere tersinir Ping Pong bi bi
mekanizmasinin Cleland notasyonuna gore ifadesi (Segel 1975) Sekil 2.18°de
gosterilmistir. Sekil 2.19°da ise sekil 2.18’de gosterilen mekanizma igin tepkime

basamaklar1 ve denge durumu i¢in hiz bagintilar1 yer almaktadir (Bakis 2007).

>
o
w
O

k1 k-l kz k.z k3 k_3 k4 k-4

E EAe—> FP F FB «— EQ E

Sekil 2.18 Ping Pong bi bi mekanizmasi Cleland notasyonu (Segel 1975)
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Ping Pong bi bi Mekanizmasi

Hiz Basamagi Denge Durumunda Hiz Bagintisi
E+A<EA
k-
) ' ki[E][A] = k_4[FP]
1
EA & FP
FP o F+P kz[FP] = k_5[F][P]
k-
ka
F+B < FB
k-
) ’ k3[F1[B] = k_3[EQ]
3
FB & EQ
EQ e E+Q ki[EQ] = k_4[E][Q]
k-4
ks

Sekil 2.19 Ping Pong bi bi mekanizmasi basamaklari ve hiz bagitilar1 (Bakig 2007)

Enzim i¢in kiitle korunum denkligi kurulusa, baslangi¢c enzim miktar1 Eg, serbest ve

substrata bagli enzim miktarinin toplami olarak esitlik 2.33 ile gosterilebilir.
E, = [E] + [FP] + [F] + [EQ] (2.33)

Tepkime hiz denklemi (Esitlik 2.34), Ep; ve denge durumundaki hiz bagmtilari
kullanilarak tiiretilebilir. Tiiretilmis tepkime hiz denklemi esitlik 2.35°de yer almaktadir.

r = ky[E][A] — k_{[FP] (2.34)

. kikaoksky[Eol[AI[B] — k_1k_pk_3k_4[Eo][P][Q] (2.35)
[Eo]
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Esitlik 2.36, 2.37 ve 2.38, esitlik 2.35’de yerine konulursa, inhibisyonsuz durum igin
Ping Pong bi bi hiz denklemi (inhibisyonsuz Ping Pong bi bi mekanizmasi i¢in kinetik

model) elde edilir (Esitlik 2.39).

_ kaky (2.36)
T = e+ kg 0
ka(k_y + k) (2.37)

K, =71 727
T kg (ky + ky)

_ka(k_3+ky) (2.38)
™ ke (kg + ky)

_ "mCaCp (2.39)
K ,Cp + KgCy + C4Cp

r

Hiz denklemindeki ry, maksimimum hizi; Kma, A substrati i¢in, Kmg B substrati i¢in
Michaelis-Menten sabitlerini gostermektedir. Bu kinetik sabitler esitlik 2.39°un
lineerlestirilmesi (Esitlik 2.40, 2.41) ile bulunabilir.

1_Kmal i(H@) (2.40)
T_ m CA m CB
1_Kmp 1 i(H@) (2.41)
T_ Tm CB Tm CA

Farkli A derisimlerinde, B derisimi sabit tutularak yapilan ¢aligmalar igin esitlik 2.39
dikkate alinarak, Ca’ya kars1 1/r’ye grafige gecirildiginde (Sekil 2.20), grafigin egimi

Kmal/fm degerini, y-eksenini kestigi nokta %(1 +KCLB) degerini, x-eksenini kestigi
m B

nokta ise — KL (1 + %) degerini gostermektedir (Segel 1975). Ayni yaklagim farkli
B

mA

B derisimlerinde, A derisimi sabit tutularak yapilabilir ve Cg’ye kars1 1/r grafige
gecirilebilir (Sekil 2.21).

31



Sekil 2.20 Ping Pong bi bi mekanizmasi i¢in Ca’ya karst 1/r (Segel 1975)

1
r Kmp
™m
L1+2)
m A \
Q 1
n CB
_L<1 +@)
KmB CA

Sekil 2.21 Ping Pong bi bi mekanizmasi i¢in Cg’ye kars1 1/r (Segel 1975)

Bununla birlikte esitlik 2.39, farkli B ve A derisimleri i¢in Cg=XCa oldugu durumda,
sekil 2.22°de gosterildigi sekilde lineerlestirilerek kinetik parametreler bulunabilir.
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N |-

m=smA (1 4 Kms )

™m XKma

1
"m \
CB:XCA
Q 1
1 Ca
Kona(1+Lms)

Sekil 2.22 Farkli substrat derisimleri i¢in Ca’ya kars1 1/r (Segel 1975)

Substrat inhibisyonlu Ping Pong bi bi mekanizmasi igin kinetik model ise esitlik

2.42°de gosterilmistir.

Fmax [A][B] (2.42)

KulB](1 + ) + Koald] + (4]

iA

r =

2.11 Kaynak Arastirmasi

Enzim katalizli kinetik rezoliisyon tepkimeleri hem kesikli, hem de siirekli olarak
isletilebilmektedir ve bu konuda yapilan c¢alismalarin ¢ogunlugu kesikli iiretim

tizerinedir (Csajagi vd. 2008).

Kesikli isletimde tepkimenin girdiler yoniine kaymasi, substrat veya {iriin inhibisyonu
gibi durumlarla karsilasilabilmektedir (Jeong vd. 2000). Bu nedenle yiiksek substrat
derisiminde ¢alisilmasi igin iirliniin tepkime ortamindan stirekli olarak uzaklastirilmasi
gerekebilmektedir. Yapilan arastirmalarda kinetik rezollisyon i¢in optimum sartlarin
belirlenmesi amaciyla Oncelikle kesikli sistemde c¢alisiimaktadir. Kesikli isletimde

kinetik rezoliisyon icin ¢oOziicii, ag¢il verici, enzim tiirli ve miktari, sicaklik gibi
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parametreler belirlenmektedir. Optimum kosullar ortaya konulduktan sonra siirekli

isletim sartlarinda galigilmaktadir.

Biiyilik o6lcekli iiretimlerde diisilk maliyet, basit tasarim ve isletme agisindan dolgulu

kolonlar daha uygundur ve yaygin olarak kullanilmaktadir (Jeong vd. 2000).

Kiral ara bilesenlerin rasemik karisimdan kinetik rezoliisyon ile elde edilmesinde
substrat (rasemik alkol, agil verici), ¢oziici tiiri ve derisimi, lipaz kaynagi, sicaklik gibi
parametreler, enantiyosec¢imliligi etkileyen onemli parametrelerdir. Bu parametrelerin

kinetik rezoliisyona olan etkisi arastirilarak, enantiyoseg¢imlilik artirilabilir.

Kinetik rezolisyonda enantiyosecimliligin artirilabilmesi i¢in herhangi bir kural
getirilememektedir. Ornegin bir rasemik bilesik i¢in yiiksek sicaklikta iyi sonuglar elde
edilirken, baska bir bilesik i¢in diisiik sicakliklarda daha iyi sonug elde edilebilmektedir.
Benzer durum kullanilan farkli acil verici, enzim kaynagi, c¢oziici ile de

gorilebilmektedir.

Bu nedenle rasemik bilesiklerin kinetik rezoliisyonu i¢in yapilan ¢calismalarin biiytik bir
kismi oOncelikle kesikli isletim sartlarinda gerceklestirilerek, tepkime icin optimum
kosullar belirlenmekte, kinetik parametreler (maksimum tepkime hizi, hiz sabitleri)

hesaplanmaktadir.

Bu kapsamda kaynak arastirmasi, kesikli isletim ve siirekli isletim ¢alismalar1 igin iki

ayr1 boliim olarak verilmistir.

2.11.1 Rasemik alkollerin kesikli isletim ile kinetik rezoliisyonu

Jacobsen vd. (2005) tutuklanmamis enzim kullaniminin kinetik rezoliisyona etkisini
arastirdiklar1 ¢alismalarinda, dort farkli sekonder alkoliin (1-fenoksi-2-butanol, 3-brom-
1-fenoksi-2-propanol, 1-fenoksi-2-pentanol, 3-klor-1-fenoksi-2-propanol) Novozyme

525 F (saf protein halindeki Candida antarctica lipaz B) ile transesterlesmesini
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incelemisler (Sekil 2.23), doniisim artikga enantiyomerik oranin (E) distiigiini
belirtmislerdir (Sekil 2.24). Ayni ¢alismayi1, substrat olarak 3-klor-1-fenoksi-2-propanol
kullanarak Novozyme 435 (regineye tutuklanmis) ile de yapmuslar ve birbirine yakin E
degerleri bulmuslardir (Sekil 2.25). Sonug¢ olarak, tutuklanmis enzim kullaniminin

kinetik rezoliisyonu etkilemedigini belirtmiglerdir.

OH Movozym . j_i l'.:=.':]_]
r_ L _opn Sl e . R__A___opn
- R~ __-OPh
Rasemik substrat: Kalan enantiyomer:
1 R=CH3 1-fenoksi-2-biitanol 1  S-1-fenoksi-2-biitanol
2 R=CH2CH3 1-fenoksi-2-pentanol 2 S-1-fenoksi-2-pentanol
3 R=Br 3-brom-1-fenoksi-2-propanol 3 R-3-brom-1-fenoksi-2-propanol
4 R=ClI 3-klor-1-fenoksi-2-propanol 4  R-3-klor-1-fenoksi-2-propanol

Sekil 2.23 Rasemik alkollerin vinil biitirat ile hekzan ortaminda serbest CALB
ile transesterlesmesi (Jacobsen vd. 2005)

1000
8001 a
: \
6001 \-
[ R
4007
L h“.
2001 .- .4.
: 2 3 R T e
| —y —dk l- ——
ﬂ||||I||||I||||I||||I||||I||||

0 10 20 30 40 50 G0
% doniisim

Sekil 2.24 Rasemik alkollerin vinil biitirat ile hekzan ortaminda serbest CALB ile
transesterlesmesinde enantiyomerik oranin degisimi (Jacobsen vd. 2005)
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Sekil 2.25 3-klor-1-fenoksi-2-propanol i¢in Tutuklanmis ve serbest CALB kullaniminin
enantiyomerik orana etkisi (Jacobsen vd. 2005)

Soyer vd. (2010) kanser tedavisi basta olmak tiizere ilag sanayide genis kullanim alanina
sahip olan enantiyomerik safliktaki 1-fenil-1-propanoliin, rasemik 1-fenil-1-
propanolden kinetik rezoliisyon yontemi ile elde edilmesini, RSM ile sistematik olarak
inceledikleri ¢alismalarinda Oncelikle {iretim parametrelerini belirlemislerdir. Mucor
meihei (liyofilize toz), Pseudomanas cepacia, Pseudomanas stutzeri, Pseudomanas
floresans, Lipozyme RM IM (regineye tutuklanmis Mucor meihei) ve C.antarctica lipaz
B (Novozyme 435) olmak iizere 6 farkli lipaz kaynagi kullanilmis, en iyi enantiyomerik
asirilik (ees) %71 ile Novozyme 435 biyokatalizorliigiinde elde edilmistir. Bu durumun
tutuklama ile enzimin kararliliginin artmasindan, tutuklama sayesinde lipaz kapaginin
tutuklama yiizeyi ile hidrofobik etkilesime gegerek, aktif konumun substrat ile daha
kolay tepkimeye girmesinden kaynaklandigi belirtilmistir. Coziicii olarak THF, toluen,
hekzan, heptan ve izooktan kullanilmis, en iyi enantiyomerik agirihigin %71 ile (30
dakikada) izooktanla elde edildigini, izooktanin bu farkliliginin kullamilan diger
¢oziiciilere gore daha apolar olmasindan, bunun da enzimin aktivite gosterebilmesi igin
belli bir miktar suya ihtiya¢ duymasindan kaynaklandigin1 belirtmiglerdir. Agil verici
etkisini incelemek amaciyla farkli karbon uzunluguna sahip etil asetat (C4), vinil asetat
(C4), izopropenil asetat (C5), vinil biitirat (C6), vinil benzoat (C9) ve vinil laurat (C14)
kullanmiglardir. En iyi enantiyomerik asiriligi en uzun karbon zincirine sahip vinil
laurat ile elde etmigler, bu durumun literatiirle uyusmadigi, bu nedenle acil verici,

enzim, ¢Oziicli gibi iiretim parametrelerinin her tepkime icin ayri ayri incelenmesi
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gerektigini belirtmislerdir. Uretim parametrelerini belirledikten sonra alkol derisimi, agil
verici/alkol mol orani, enzim miktari, sicaklik ve karistirma hizi olmak {izere bes
bagimsiz degiskenin enantiyomerik asirihifa (cevap degiskeni) etkisini RSM ile
sistematik olarak incelemisler, RSM sonucunda %99 ees’ye ulasilabilmesi i¢in 323 mM
alkol derisiminde, 0.8 ester/alkol mol oraninda, 156 mg enzim ile, 47°C ve 166 rpm
karigtirma hizinda galisilmasi gerektigini belirlemisler, bu kosullarda deneysel olarak 3

saat sonunda %91 enantiyomerik asiriliga ulastiklarini bildirmislerdir.

Ketoprofen (2-(3-benzoilfenil)-propiyonik asit) steroid olmayan agr kesici ilag olarak
yaygin olarak kullanilan bir bilesiktir. Sadece S-enantiyomerinin iyilestirici etkiye sahip
oldugu bilinmektedir. Zhang ve Lui (2011) bu 6nemli bilesigin rasemik ketoprofen etil
esterden hidroliz tepkimesi ile elde edilmesinde tepkime mekanizmasini ve kinetigini
arastirmiglardir (Sekil 2.26).

H

o]
CH, H T latbaccki

COOCH,CH, +Hp0 . LPase COOH 4 HOCH,GH,

CHa,,

{S) -ketoprofen

{5} -ketoprofen ester
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CH; CHs

{R)-ketoprofen ester {R)-ketoprofen

T laibacckii

| \H ‘H
COOCH,CH, +Hp0 LPese | “COOH  + HOCH,CH,

Sekil 2.26 Rasemik-ketoprofen etil esterin tutuklanmis T.laibacchii lipazi ile hidrolizi
(Zhang ve Lui 2011)

Calismalarinda tutuklanmis enzim kullaniminin i¢ ve dis kiitle aktarim kisitlamasina
etkisini incelemislerdir. Dis kiitle aktarim kisitlamasinin belirlenebilmesi ig¢in farkl
karigtirma hizlarinda ¢aligmiglardir. Karistirma hizi artikga doniigiimiin artigini, 150 rpm
tistiindeki karigtirma hizlarinda doniigiimiin karistirma hizinda etkilenmedigini, 150 rpm
iistiindeki karistima hizlar1 i¢in dis kiitle aktarim kisitlamasinin ihmal edilebilecegini

belirtmislerdir. I¢ kiitle aktarim kisitlamasi igin (Sekil 2.27) enzim pargagik boyutunun
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artmasi ile doniistimiin keskin bir sekilde diistiigiinii, bununla birlikte belli bir parcacik
capina kadar doniigiimiin artigini, bu araliktaki enzim boyutumda calisilarak i¢ kiitle
aktarim kisitlamasinin ihmal edilebilecegini belirtmislerdir. Bu kapsamda 200 rpm
karistirma hizinda, 0.6 mm tanecik ¢apima sahip enzimle calisilarak, dis ve i¢ kiitle
aktarim kisitlamalarinin ihmal edilebilecegini, bu nedenle kinetik hesaplamalarda y1gin

faz derisiminin kullanilabilecegini belirtmislerdir.
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Sekil 2.27 Rasemik-ketoprofen etil esterin tutuklanmis T.laibacchii lipazi ile hidrolizi
icin karistima hiz1 ve enzim molekiil capinin doniisiime etkisi (Zhang ve Lui
2011)

Tepkimenin ¢ift substratli olmasi nedeniyle, kinetik model i¢in Ping Pong bi bi modelini
onermislerdir. Tepkimenin hidroliz tepkimesi olmasi nedeniyle, aciga ¢ikan etanoliin
tepkime ortamindan kolayca ayrilmasi nedeniyle tepkimenin tersinmez olarak kabul

edilebilecegini, tersinir Ping Pong bi bi mekanizmasinin, tersinmez Michaelis-Menten

38



mekanizmasina basitlestirilebilecegini belirterek, tepkime i¢in {irlin inhibisyonlu

tersinmez Ping Pong bi bi mekanizmasini 6nermislerdir.

Anti alzheimer ilaglarinin iiretiminde kiral ara bilesen olarak kullanilan S-2-pentanoliin,
rasemik-2-pentanolden transesterlesme ile kinetik rezoliisyonunun incelendigi baska bir
calismada, Oncelikle kinetik rezoliisyon i¢in en etkili olan lipaz kaynag: arastirilmigtir
(Patel vd. 2000). Acil verici olarak vinil aseat, ¢Oziicii olarak hekzan kullanilarak,
Candida antarctica lipaz B, C.rugosa, BM lipaz L-7, BM lipaz L-8, PPL (porcine
pancreatic lipase), lipomod 200 I, Pseudomonas cepacia (lipaz PS-30), lipaz FAP-15,
Pseudomonas sp. (lipaz AK) ve Mucor sp. (lipaz MAP-10) ile 72 saat siiresince
tepkimeler gerceklestirilmistir. Candida antarctica lipaz B ile %99, C.rugosa lipazi ile
% 92 ees degerine ulasildigini; BM lipaz L-8, PPL, lipaz FAP-15 ile tepkimenin hig
katalizlenmedigini, lipaz AK ile de yok sayilabilecek kadar az bir doniisiim ve %0 ees
elde edildigini belirtmislerdir.

Bununla birlikte rasemik-2-pentanoliin hem substrat hem de ¢6ziicii olarak kullanildigi
durumu agil verici olarak siiksinik anhidrit kullanarak incelemislerdir (Sekil 2.28).
Sonug olarak %50 doniisiime, %99 seviyede ees degerine ulasmis ve S-(+)-2-pentanolii

tepkime ortamindan %36 verimle (teorik olarak en fazla %50) ayirabilmislerdir.

OH Candida antarctica OH 0
PN
+ OH
, . O
Rasemik-2-pentanol Candida antarctica  (+)-2-pentanol /\*
Lipaz B

Suksinik anhidrit R-(-)-2-pentil hemisuksinat

Sekil 2.28 Rasemik-2-pentanoliin siiksinik anhidritle transesterlesmesi (Patel vd. 2000)

Diger bir ¢alismada (Noel vd. 2004), rasemik-2-pentanoliin vinil propiyonat ile Kinetik
rezolisyonunu (Sekil 2.29) serbest CALB (Novozyme 525) kullanarak hem hekzan,
hem de iyonik sivi ([Bmim][NTf;]) ortaminda incelenerek ¢oziicii, sicaklik, pH ve su

aktivitesinin etkisinin kinetik rezoliisyona olan etkisi arastirilmistir.
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Sekil 2.29 Rasemik-2-pentanoliin vinil propiyonat ve serbest CALB ile kinetik
rezolisyonu (Noel vd. 2004)

Es molar (1,03 M) rasemik-2-pentanol ve agil verici ile 60°C’da, hacimce %2 su
ortaminda iyonik siv1 ile 1 saat boyunca yaptiklar1 ¢aligma sonucunda (Sekil 2.30) acil
verici tiiketimi ile hem transesterlesme {iriinii olan 2-pentil propiyonat derisiminin, hem
de hidroliz iiriinii olan propiyonik asit derisiminin artigin1 gérmiislerdir. 90 dakikada
yaklagik %45 doniisiime ve %99’un lstiinde ee degerine ulagmislardir. Sicaklik etkisini
incelemek i¢in hem iyonik sivi hem de hekzan ortaminda 40-80°C araliginda deneyler
yapmuslardir. Deney sonuglarmi verimlilik (katalitik etkinlik, Umg™ iiriin) ve segimlilik
(sentetik tepkime hizi/agil verici tliketim hizi) olarak ifade etmislerdir. Her iki ¢oziicii
ortammda da en yiiksek verimlilik 60°C’da elde edilmistir. Bu sicakligin iistiinde
sentetik etkinlik degerleri diismiistiir. Enzimin yliksek sicakliktaki aktivite kaybindan
kaynaklandig: diisliniilen bu durum, hekzan ortaminda daha belirgin olarak goriilmiistiir.
pH’nin kinetik rezoliisyona etkisine baktiklarinda, iyonik sivi kullanimimin hekzan
kullanimina gore pH’den daha ¢ok etkilendigini, ancak her iki ortam i¢in de en yiiksek
sentetik etkinlik ve sec¢imlilik degerini pH=7 degerinde elde edildigini belirtmislerdir.
Su aktivitesinin verimlilik ve tepkime secimliligi (transesterlesme ve hidroliz) igin
onemli oldugunu, ancak enzimin enantiyose¢imliligi iizerine etkisi olmadiginm

belirtmislerdir.
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Sekil 2.30 Rasemik-2-pentanoliin ([Bmim][NTf;] ortaminda vinil propiyonat (®) ile
transesterlesmesi. (£ ) R-2-pentanol, () S-2-pentanol, (4) R-2-pentil
propiyonat, (#) propiyonik asit (Noel vd. 2004)

Wang vd. (2009a) rasemik alkil alkollerin kinetik rezoliisyonuna enzim ve agil verici
tirtiniin etkisini incelemek amaciyla 2-biitanol, 2-pentanol, 2-hekzanol, 2-heptanol,
2-oktanol, 3-hekzanol, 3-metil-2-biitanol, 5-metil-5-hepten-20l, 3-metil-2-siklohekzan-
2-ol ve 2-metil-1-pentanol olmak tizere 10 farkli rasemik alkil alkolle ¢alismislardir.
Oncelikle agil verici olarak siiksinik anhidrit kullanarak; CALB, Pseudomonas cepacia
(PCL), Pseudomonas fluorescens (PFL) olmak fiizere 3 farkli lipazin doniisiime,
enantiyomerik asirilia ve enantiyomerik orana etkisini arastirmiglardir. Bu enzimler
arasinda CALB’nin etkinliginin daha fazla oldugunu, ancak 2-biitanol, 3-metil-2-
siklohekzan-2-ol ve 2-metil-1-pentanol i¢in CALB ile bile gerekli enantiyomerik orana
ulagilamadigini, bunun da bu alkollerin kimyasal yapisina baglh olarak
stereomerkezlerinde yer alan gruplarin birbirine yakin biiyiiklilkte olmasindan
kaynaklandig1 belirtmislerdir. 2-pentanol, 2-hekzanol, 2-heptanol, 2-oktanol gibi
stereomerkezlerinde orta ve biiyiik gruplara sahip alkollerde yiiksek enantiyomerik oran
elde edilmesinin bu sebepten kaynaklandigini ve sonug¢ olarak lipaz-enantiyomer
kompleksinin, stereomerkezdeki substutientlerin  biiyiikliigline baghh  olarak
enantiyose¢imliligi etkiledigini bildirmislerdir. Bu durumun literatiirde belirtildigi tizere
lipazlarin  primer alkollere kars1 enantiyosec¢imliklerinin, sekonder alkollerin
enantiyose¢imliklerine gore cok daha diisiikk olmasi ile uyumlu oldugunu da ifade
etmislerdir. Agil vericinin kinetik rezoliisyona etkisini gormek icin CALB kullanarak

ayni ¢caligmayi vinil asetat ile de yapmuslardir (Sekil 2.31).
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Sekil 2.31 CALB biyokatalizorliigiinde vinil asetat ve siiksinik anhidritle rasemik-alkil
alkollerin (1: 2-biitanol, 2: 2-pentanol, 3: 2-hekzanol, 4: 2-heptanol, 5: 2-
oktanol, 6: 3-hekzanol, 7: 3-metil-2-biitanol, 8: 5-metil-5-hepten-2ol, 9: 3-
metil-2-siklohekzan-2-ol ve 10: 2-metil-1-pentanol) kinetik rezoliisyonu
(Wang vd. 2009 a)

2-biitanol, 3-metil-2-siklohekzan-2-ol ve 2-metil-1-pentanoliin kinetik rezoliisyonu i¢in
enantiyomerik oranin, diger alkil alkollerden farkli olarak daha az elde edildigi, bu
rasemik alkoller i¢in agil verici tiirliniin degistirilmesi ile enantiyomerik oranin
artirllamadigimni ifade etmislerdir. Bununla birlikte siiksinik anhidrit kullaniminin,
tepkime sonrasi istenmeyen enantiyomerin sivi-sivi  ekstraksiyon ile tepkime

ortamindan daha kolay sekilde ayrilabildigi belirtilmistir.

Wang vd. (2009b) baska bir ¢alismalarinda, ikincil alkol olan rasemik 2-oktanol ve
2-pentanoliin  lipase QLM (thermofilik lipaz) biyokatalizorliigiinde kinetik
rezoliisyonunu arastirmiglardir. Oncelikle uygun ¢ziicii ve sicakligin belirlenmesi icin
acil verici olarak vinil asetat kullanilarak, ¢oziiciisiiz ortam dahil olmak iizere 8 farkl
ortamda (decaline, n-hekzan, siklo hekzan, dioxane, THF, aseton, diklorametan)
sicakligin E’ye olan etkisini belirlemislerdir. 25-70°C sicaklik araliginda yapilan
¢alismalar sonucunda en yiiksek E’yi, 25°C’de, ¢oziicii olarak diklormetan kullanarak
elde etmis, ¢oziicli bliyiikliigiiniin kiicilmesi ile E’nin artigini tespit etmislerdir. Baska
bir ¢alismada Candida antarctica lipaz B ile (R,S)-3-metil-2-biitanoliin viniloktanoat ile

kinetik rezoliisyonunda, ¢oziicii biiylikliginin atrmast ile E’nin artigmin tespit
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edildigini belirterek, ¢oziicti biiylikliigl ile E arasindaki iligkinin her iki enantiyomerin
gecis hali komplekslerinin kararligina, yani enzimin aktif konumu ile substratin molekiil
yapisina bagli oldugunu belirtmislerdir. Buna karsin ¢oziicii polaritesi ile dielektrik
sabitinin E tizerine anlamli bir etkisi olmadigini belirtmislerdir. Sonug olarak, lipaz

QLM ig¢in ¢oziicii tiirii bitylikliigiinlin azalmasi ile E’nin artigini ortaya koymuslardir.

Goujard vd. (2009) agil verici olarak vinil stereat kullanarak, rasemik-2-pentanoliin
tranesterlesmesini ¢alismislardir. Caligmalarinda 6ncelikle farkli enzimler (tutuklanmis,
saf ve ham enzim) kullanarak uygun biyokatalizorii belirlemislerdir. Tepkime sonucunu
hem spektrofotometrik (UV) hem de GC yontemi ile dlgmiislerdir. Ayrica bu ¢alismay1
p-nitrofenil palmitat ile de yapmuslardr. Cizelge 2.5’de yer alan sonuglara gore Candida
antarctica lipaz B (Nov.435) en etkin biyokatalizér olmustur. Bununla birlikte her iki

analiz yontemi ile elde ettikleri sonuglarin birbirine benzer oldugunu ifade etmislerdir.

Cizelge 2.5 Farkli lipaz kaynaklari ve 6l¢iim yonteminin transesterlesmeye etkisi
(Goujard vd. 2009)

Lipaz Transesterlesme etkinligi (umol dk™ g™*)
Vinil stereat p-nitrofenil palmitat

Spektrofotometri GC Spektrofotometri
Candida antarctica lipaz B (tut.)  3060+350 2330+290 560480
Mucor miehei (tut.) 660+40 980240 360+50
Candida rugosa (toz) 22+5 23+1 18+3
Rhizopus arrhizus (toz) 1743 16+1 12+1
Carica papaya (ham ekstrakt) 0.1+£0.04 0.09+0,07 0.5+0.01
Anana comossus (ham ekstrakt) <0.001 <0.001 <0.001

Coziicii olarak hekzan kullanarak Novozyme 435 ile calismalarina devam etmis ve
enzim miktarmin doniigiim lizerine etkisini incelemislerdir. Enzim miktarinin artmasi ile
tepkime hizinin oransal olarak artigini belirtmisler ve aralarindaki matematiksel iligkiyi
hesaplamiglardir. Img enzimle 1 dakikada 7.934+0.16 pumo vinil stereatin, pentil stereata

doniistiiglinii bulmuslardir (Sekil 2.32).
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Sekil 2.32 Vinil stereat ve 2-pentanoliin transesterlesme tepkimesine enzim miktarinin
etkisi (Goujard vd. 2009)

Arastirmalarinda, Kinetik parametrelerinin belirlenmesi igin de ¢alismalar yapmuslardir.
Farkl1 agil verici (5-100 mM) ve substrat (10-300 mM) derisimlerinde ¢alismislardir.
Tepkime Kinetiginin substrat inhibisyonlu Ping Pong bi-bi mekanizmasima uydugunu
(Elde ettikleri Lineweaver-Burk grafigi Sekil 2.33’de gosterilmistir.) belirtmekle
beraber, substrat inhibisyonsuz durum igin r,=8.04 pmol/dk, Km=33.9 mM olarak

bulduklarini ifade etmislerdir.

Ayrica c¢aligmalarinda, acil verici tilirliniin etkinligini de incelemislerdir. Vinil asetat,
vinil biitirat, vinil laurat ve vinil stereat olmak tizere dort farkli alifatik vinil esterle
caligmiglardir. Vinil biitiratin diger acil vericilere gore daha etkin oldugunu, bununla
birlikte diger vinil esterlerin de transesterlesmeyi basari ile sagladigini belirtmislerdir

(Sekil 2.34).
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Sekil 2.33 Vinil stereat ile pentanoliin tranesterlesme tepkimesi icin elde edilen
Linewear-Burk grafigi (Goujard vd. 2009)
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Sekil 2.34 Rasemik-2-pentanoliin transesterlesme tepkimesine agil verici etkisi (Goujard
vd. 2009)

de los Rios vd. (2010) ras-1-feniletanol ve ras-2-pentanoliin farkli miktarlardaki su
ortaminda (5-380 ppm), ¢oziicii olarak hekzan kullanarak, iki farkli acil verici (vinil
propitonat ve vinil biitirat) ile kinetik rezollisyonunu arastirmislardir. Tepkimelerini es
molar substrat derisiminde (100 mM), 30°C sicaklikta ve 26.6 mg Novozyme 435
kullanarak gergeklestirmislerdir. Verimlilik ve secimlilik degerlerine bakarak su

varhigimin kinetik rezoliisyona etkisini incelemislerdir (Sekil 2.35, 2.36).
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Her iki acil verci icin de verimliligin 100 ppm’e kadar artig1 goriilmiis, 100 ppm’in
iistiinde azalmaya baglamistir. Acil verici olarak vinil biitirat kullanildiginda
verimliligin vinil propiyonata gore biraz artig1, buna karsin se¢imliligin biraz diistiigiini
gozlemlemislerdir. Tepkime ortaminda S-2-pentil ester olusmasi nedeniyle, bu tepkime
kosullarinda R-2-pentil ester sentezinin tam olarak enantiyosecimli bir tepkime
olmadigint (Sekil 2.37) belirtmislerdir. Sonug¢ olarak, Novozyme 435’in her iki
enantiyomer i¢in de yliksek enantiyose¢imlilik gosterdigini, 100 ppm su varliginda
optimum sentetik etkinlik ve sec¢imlilik degerine ulasildigini, enantiyosec¢imliligin su

miktarindan bagimsiz oldugunu ifade etmislerdir.
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Sekil 2.35 Agil verici olarak vinil propiyonat kullanilmast durumda su miktarina bagl
sentetik etkinlik () ve se¢imlilik ( v) grafigi (de los Rios vd. 2010)
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Sekil 2.36 Agil verici olarak vinil biitirat kullanilmasi durumda su miktarina bagl
sentetik etkinlik (=) ve se¢imlilik ( v) grafigi (de los Rios vd. 2010)
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Sekil 2.37 Rasemik-2-pentanoliin kinetik rezoliisyonuna su miktarinin etkisi (A, agil
verici olarak vinil propiyonat; B, vinil biitirat kullanildigi durum) (de los
Rios vd. 2010)
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Sontakke ve Yadav (2011), rasemik-2-pentanoliin vinil asetatla heptan ortaminda
kinetik rezoliisyonunu (Sekil 2.38) bir sistematik dahilinde RSM kullanarak incelemis

ve tepkime i¢in kinetik model belirlemislerdir.

) . ) aH o Tch,
OH TH; lipaz | ! o
Hao ™ “CH, H.C' Vinilasetat — =FEM= o~ T TCHy T MGG T "CHy +
HyC H
(R, 5)-2-pentanol Winyl acetate (8)-2-pentanol _ X
R-asetat asetaldehit

Sekil 2.38 Rasemik-2-pentanoliin vinil asetatla transesterlesmesi (Sontakke ve Yadav
2011)

Yaptiklar1 ¢alismada, Oncelikle tepkime igin en uygun biyokatalizorii belirlemek
amaciyla Novozyme 435 (makrogozenekli akrilik recineye tutuklanmig Candida
antarctica lipaz B), Lipozyme RM IM (anyonik regineye tutuklanmis Mucor miehei
lipaz1) ve Lipozyme TL IM (silikaya tutuklanmig Thermomyces lanuginosus lipazi) ile
calismislar ve diger arastirmalarla benzer sekilde en yiiksek doniisiim ve verimliligi
Novozyme 435 ile elde etmislerdir (Sekil 2.39). Bu durumun, Novozyme 435’in destek
yiizeyine kovalent baglarla tutuklanmasi nedeniyle, tepkime ortaminda olusan
bilesenlerden (asetaldehit) etkilenmemesinden ve katalitik etkinligini korunmasindan

kaynaklandigini bildirmislerdir.

Novozyme 435’in ozelliklerinin iyi bilinmesi, ticari olarak kolay bulunabilmesi gibi
avantajlarindan dolayr biyokatalizor olarak Novozyme 435 kullanmaya karar

verdiklerini belirtmislerdir.
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Sekil 2.39 Farkli enzimler i¢in doniisiim ve verimlilik (Sontakke ve Yadav 2011)

RSM caligsmalarinda bagimsiz degisken olarak karigtirma hizi, enzim miktari, tepkime
sicakligr ve agil verici/alkol mol orani; cevap degiskeni olarak, doniisiim, substrat i¢in
enantiyomerik asirilik, enantiyose¢imlilik (enantiyomerik oran) ve baslangi¢ tepkime

hizin1 segmiglerdir (Cizelge 2.6).

Cizelge 2.6 RSM deney matrisi (Sontakke ve Yadav 2011)

—1 0 1
Sicakllk,%C — . A 30 45 60
Enzim miktari,g — B 0.03 0.06 0.09
Karigtirma Hizi,rpm —p C 200 400 600
Ester/Alkol _— D 1 3 5

4 faktorlii, 3 seviyeli Box-Behnken yontemi ile optimum kosulu 55.24°C sicaklik, 0.09
g enzim, 451 rpm karigtirm hiz1 ve 4:1 agil verici/alkol mol oraninda 6 saatlik tepkime

stiresi ve 600 mM alkol derisiminde, %50 doniisiim ve %72.91 ee olarak bulmuslardir.

Tepkime kinetik modelini belirlemek igin ¢ift substratli kinetik modellerini (iiglii
kompleks, Ping Pong bi bi ve substrat inhibisyonu Ping Pong bi bi) incelemisler ve bu
modellere ait kinetik sabitleri hesaplamislardir (Cizelge 2.7). Uglii kompleks

modelindeki tepkime sabitlerinden birinin negatif olmasi nedeniyle tepkimenin gl
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kompleks olamayacagina ve bu nedenle substrat inhibisyonlu Ping Pong bi bi

mekanizmasina (Sekil 2.40) sahip olduguna karar vermislerdir.

Cizelge 2.7 Sontakke ve Yadav ¢alismasindaki kinetik parametreler

o . Ucli Substrat inhibisyonlu
Kinetik parametre Birim Kgmpleks Ping Pong bi biy
m, Maksimium | M dkt.genzim® | 0,2629 0,9398
tepkime hizi,
Kma, Alkol igin M 0,0353 6,772x10™
Michaelis sabiti
Kwms, Agil verici i¢in ML -1,065 5,412x10?
Michaelis sabiti
Kia,  Alkol igin M? -1,988 1,99x10°
inhibisyon sabiti

E+4+B -~ EB = Q + £

+ +

A A E'A =~ EP ~Q+E
!

EiA

Sekil 2.40 Substrat inhibisyonlu Ping Pong bi bi mekanizmasi (A: alkol (2-pentanol), B:
acil verici (vinil asetat), Q: aset aldehit (vinil alkol), P: 2-pentil asetat)
(Sontakke ve Yadav 2011)

2-pentanol  derisiminin  artmasiyla, tepkime  baslangic  hizinda  diisiis

gozlemlemlediklerini belirtmislerdir (Sekil 2.41).

Bununla birlikte, enzimin tekrar kullanilabilirligini de arastirmislardir. Her isletim
sonras1 enzimi siiziip, kurutup, tekrar kullandiklarin1 ve 3. tekrar kullanim sonunda ilk
kullanima gore doniisiimiin %46’dan %38’e diistiigiinii belirtmislerdir (Sekil 2.42). Bu
diisiisiin enzimin siiziilmesi sirasinda olusan kayiplardan dolayr meydana geldigini ve

kabul edilebilir bir durum oldugunu ifade etmislerdir.
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Sekil 2.41 Substrat derisiminin baslangi¢ hizina etkisi (Sontakke ve Yadav 2011)
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Sekil 2.42 Enzimin kullanim tekrarina bagli olarak doniisiim degerleri (Sontakke ve
Yadav 2011)

% dontisim
[ %]
(=

2.11.2 Rasemik alkollerin siirekli isletim ile Kinetik rezoliisyonu

Xi vd. (2005) kiral ara bilesenlerin enzimatik {iretimine isletme kosullarinin etkisini
arastirmiglardir. Steroid icermeyen agri kesici iretiminde kiral ara bilesen olarak
kullanilan (S)-ketoprofeninin, ketoprofenin-2-kloroetil estersinden hidroliz tepkimesiyle

(Sekil 2.43) elde edilmesini, stirekli isletim kosullarinda incelemislerdir.
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(R, S)-1 (R} (S)-2

Sekil 2.43 Ketoprofenin-2-kloroetil esterinin hidrolizi (Xi vd. 2005)

Kesikli isletimde en uygun katalizorii belirledikten sonra (Candida rugosa lipazi)
sirekli isletim sartlarinda calismislardir. Siirekli igletimde akis hizi, kolon
yiiksekligi/kolon ¢ap1 (L/D) ile substrat derisiminin hidroliz tepkimesine etkisini

arastirmiglardir.

Yaptiklart ¢alismada, akis hizi artik¢a doniisiimiin azaldigini goézlemlemislerdir. Ancak
biitiin akis hizlarinda enantiyomerik asiriligir %99’un istiinde oldugunu bulmus, akis
hizinin artmasi ile baslangi¢ hizinin 6nce lineer bir artis gosterdigini, seyrelme hizinin

3.9 h™* oldugu durumdan sonra sabit kaldigini belirtmislerdir (Sekil 2.44)

Seyrelme hizi, h™
0.00 2.00 4.00 ©.00 8.00 10.00

Eu T T 50
=
an {40 @
=
g S
5 30 130 =
:a 9
. on
3 20 20 £
= Z
10 110 A

0 0

0 10 20 30 40 &0 60 7O
Akis hizi, ml/h

Sekil 2.44 S-ketoprofenin eldesinde akis hiz1 ile doniisiim ve baglangi¢ hizinin degisimi
Xi vd. (2005)
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L/D’nin baslangi¢c hiz1 iizerinde belirgin bir degisiklik yapmadigim (Sekil 2.45), bu
durumun enzim yatagmin sabit olmasi nedeniyle her L/D igin enzim ile substratin esit
stirede reaktorde kalmasindan kaynaklandigin1 degerlendirmislerdir. Bununla birlikte,
yiiksek L/D degerlerinde pompalama giigliigii, enzimin kolondan tagsmasi gibi sorunlarla

karsilagilabildigi, bu nedenle diisiik L/D’de calisilmasinin daha uygun olacagim

belirtmislerdir.

f{) wree ] e
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Sekil 2.45 S-ketapfon iiretiminde L/D oraninin baglangi¢ hizina etkisi (Xi vd. 2005)

5-50 mg/mL araliginda substrat derisiminde ¢aligip, doniisiim ve baslangi¢ hizinin L/D
ile degisimini incelemislerdir (Sekil 2.46).

Doéniistimiin substrat derisiminin artmasiyla azaldigini, 20 mg/mL substrat derisimine
kadar baslangi¢ hizinin substrat derisimi artisiyla artigini ve sonrasinda sabit kaldigini
gozlemlemislerdir. Bu durumun yiiksek substrat derisiminde enzimin zarar gérmiis
olabileceginden kaynaklandigini, bu nedenle diisiik substrat derisimlerinde

calisilmasinin daha uygun olacagini belirtmislerdir.
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Sekil 2.46 S-ketoprofen iiretiminde yiiksek substrat derisiminin doniisiim ve baslangi¢
hizina etkisi (Xi vd. 2005)

Csajagi vd (2008) siirekli sistemde sekonder rasemik alkollerin kinetik rezoliisyonunu
aragtirmistir.  Substrat olarak rasemik-1-feniletanol, 1-siklo hekzil etanol ve 1-
fenilpropan-2-ol, agil verici olarak vinil asetat kullandiklar1 ¢alismalarini, paslanmaz

celik dolgulu kolon biyoreaktorde (Sekil 2.47) yapmuglardir.

X

e 8]

CAC
c
S
[e]
T X
=
3 R-tirlin
®
2
-

S-enantiyomer

Vinil asetat-THF-hekzan

Sekil 2.47 Rasemik-1-feniletanol, 1-siklo hekzil etanol ve 1-fenilpropan-2-ol siirekli
sistemde kinetik rezoliisyonu (Csajagi vd 2008)
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Oncelikle 0.82 mL hacimli dolgulu kolon biyoreaktdrde, 0.4 g tutuklanmis Candida
antarctica lipaz B (CALB) ile 1-fenil-1-propanoliin kinetik rezoliisyonunu farkli
substrat derisimleri (5-50 mg/mL) ve farkli akis hizlarinda (0.1-1 mL/dk) 25°C
sicaklikta incelemislerdir. 30 dakika gibi kisa bir siire sonunda kararli hale ulastiklarimi
(%50 dontisiim), substrat i¢in enantiyomerik asiriligi %98.8, {iriin i¢in enantiyomerik

asiriligl %99.2 bulduklarini (Sekil 2.48) belirtmislerdir.

—#—  Dénisim
[%] —m—  ees
a.. G
100 A Lttt = ekt b o le—
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Sekil 2.48 Rasemik-1-fenil etanoliin siirekli sistemde kinetik rezoliisyonunda zamana
kars1 doniisiim ve enantiyomerik asirilik (Csajagi vd 2008)

Karsilastirma yapabilmek icin benzer kosullar1 kesikli sistemde de uygulamislar (10
mg/mL substrat derisimi, 20 mg CALB, 25°C sicaklik ve 1000 rpm karistirma hizi) ve
ancak 24 h tepkime siiresi sonunda siirekli sistemle kiyaslama yapilabilecek diizeyde
enantiyomerik asirilik degerlerine ulasabildigini, bu durumun siirekli sistemle ¢ok daha
kisa siirede yiliksek enantiyo safliga sahip iirtin elde edilebilmesinden kaynaklandigini

belirtmislerdir.

Enzim tliriiniin kinetik rezoliisyona etkisinin belirlenmesi amaciyla aym siirekli ve
kesikli igletim sartlarinda farkli ticari lipazlar kullanmiglardir. Bunun igin her iki isletim
icin de enantiyomerik oran (E) ve verimlilik degerlerini hesaplamislardir (Cizelge 2.8).
CALB ile yapilan ¢aligmada ayni doniisiim degerinde siirekli sistem i¢in verimliligi
kesikli sistemin iki kat1 bulmuslardir. Bu durumun yatak bosluk kesrinin tam karigmali

tepkime kab1 i¢in %90’1n iizerindeyken dolgulu kolon biyoreaktor i¢in %34 gibi diisiik

55



seviyede olmasinda kaynaklandigi belirtmislerdir. Bununla beraber genel olarak
enantiyomerik oranin (E) kesikli veya siirekli sistem igin ¢ok keskin bir farklilik
gostermedigini belirtmislerdir. Ancak; siirekli sistemde tutuklanmis P.cepacia lipazi ile
lipaz AK i¢in enantiyomerik oranin sirasiyla 200 ve 100°iin {lizerindeyken, kesikli
sistemde ayni enzimlerle enantiyomerik orani sirasiyla 53 ve 13 olarak elde etmislerdir.
Ayni calismayr diger rasemik alkoller icin de yapmislar ve benzer sonuglar elde

etmislerdir.

Cizelge 2.8 Kesikli ve siirekli isletimin kinetik rezoliisyona etkisi (Csajagi vd. 2008)

No. Enzyme (in packed-bed column) c* (%) €851 (0) €8 r12a (V1) E” r* (umolmin~ " g~ ')
Panel A
1 CalLB 50 98.8 99.2 2200 10.2
2 Lipase, Pseudomonas cepacia, IM 50 96.8 974 =200 10.2
3 Lipozyme™ Mucor michei, IM 19 311 99.1 =200 4.0
4 Lipozyme TL IM 18 289 98.9 =100 37
5 Amano lipase AK 52 99.8 94.6 =100 10.6
6 Amano lipase PS 24 39.6 99.6 =200 5.0
7 Lipase, Candida rugosa 15 217 532 4.0 31
8 Lipase, porcine pancreas 6 13.6 97.2 81 1.2
No. Enzyme (in shake flask) e (%) ees)1a" (%) €8 r12a" (V0) E? r* (umol min~' g~
Panel B
9 CalLB 51 99.6 98.3 2200 57
10 Lipase, Pseudomonas cepacia, IM 57 99.5 80.6 53 75
11 Lipozyme™ Mucor michei, IM 42 783 98.7 =200 4.1
12 Lipozyme TL IM 31 554 97.7 =100 25
13 Amano lipase AK 75 99.0 47.0 13 17.3
14 Amano lipase PS 44 84.4 99.4 =200 44
15 Lipase, Candida rugosa 16 224 537 4.1 11

16 Lipase, porcine pancreas 16 321 98.5 =100 1.0

Sicaklik ve basmcin etkisini gormek amaciyla 1-fenilpropan-2-ol ile CALB
biyokatalizorliiglinde, 0-60°C sicaklik, 1-120 bar basing araliginda caligmislar,
enantiyomerik oran ve verimlilik degerlerini hesaplamiglardir (Sekil 2.49).
Enantiyomerik oranmm 10-10°C araliginda maksimim degere ulastigimi, 50°C’da da
minumum degerini aldigini, bu egilim hem 1 bar hem de 120 bar i¢in aynm1 oldugunu
gozlemlemislerdir. Sicaklik degisiminin enantiyomerik oranm1 (enantiyosecimlilik)
etkilemesini tepkiminin entalpi, entropi, yaymirlik gibi parametrelerin sicaklikla

degisiminden kaynaklandigini belirtmislerdir.

Genel anlamda yaptiklar1 ¢aligmada liyofilize toz haldeki lipazlarin, tutuklanmis lipazlar

gibi siirekli sistemde etkin oldugunu, siirekli sistemdeki verimliligin kesikli
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sistemdekinden yiiksek oldugunu, bununla birlikte enantiyomerik oraninin her iki

isletim i¢in ¢ok farkli olmadigini belirtmislerdir.

---m--- r (1 bar)
£ ---a--- r (120 bar)
or —<— E (1 bar)
r[umol min™ g —<o— E (120 bar)
304
25 e
b —
20
10
5@t -*
0 T . . .
0 10 20 30 40 50 60

T,°C

Sekil 2.49 Rasemik 1-fenilpropan-2-ol i¢in enantiyomerik se¢imliligin ve enantiyomerik
oranin sicaklikla ve basingla degisimi (Csajagi vd 2008)

Literatiirden de goriildigii gibi sekonder alkollerin kinetik rezoliisyonu {izerine
calismalarda genellikle sekonder alkol olarak 1-fenil etanol kullanilmistir.
Enantiyoseg¢imlilige etkileyen parametrelerin genellikle sicaklik, agil verici tiirli, enzim
kaynagi, agil verici/substrat mol orani, enzim derisimi oldugu goriilmektedir. Rasemik-
2-pentanoliin kinetik rezollisyonu iizerine yapilan ¢aligmalar, kesikli sistemde iiretim
parametrelerinin incelenmesi ve kinetik modelin belirlenmesi lizerinedir. Ayrica bu

calismalarin bazilarinda celigkili sonuglar goriilmektedir.

Bu doktora galismasinda literatiirden farkli olarak, endiistriyel S-2-pentanol {iretimine
temel olusturmasi amaciyla kinetik rezoliisyon tepkimesinde dis kiitle aktarim, gozenek
i¢ci difiizyon kisitlamalart kimya miihendisligi prensipleriyle incelenmistir. Kinetik
model belirlenerek siirekli isletime gegilip iiretim parametreleri belirlenmistir. Eksenel
dagilimli dolgulu kolon biyoreaktér ve piston akisli biyoreaktor modelleri kurularak

¢cOzlimleri gerceklestirilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Bu arastirmada substrat olarak bir sekonder alkol olan 2-pentanol kullanilmistir. 2-
pentanol rasemik halde Aldrich’den tedarik edilmis olup, ozellikleri EK 1°de yer

almaktadir.

Transesterlesme tepkimesi i¢cin EK 2’de 6zellikleri yer alan vinil asetat, vinil laurat,

vinil benzoat ve vinil biitirat kullanilmis olup, Fluka’dan temin edilmistir.

Calismada kullanilan Novozyme 435 (Nov.435, akrilik regineye tutuklanmig Candida
antarctica lipase B), Lipozyme RM IM (Rhizomucor meihei lipazi) Novozymes’dan,
Amona lipase AK (Pseudomonas fluorescens lipazi) ise Aldrich’den tedarik edilmistir.

Coziicli olarak kullanilan ve 6zellikleri EK 3’de yer alan HPLC safligindaki hekzan ile

i¢ standart olarak kullanilan etil propiyonat Merck’den tedarik edilmistir.

3.2 Yontem

3.2.1 Enzim aktivitesi

Enzim aktivitesinin belirlenmesi igin 200 pl tribitirin, 10 ml tris-HCI tampon
¢ozeltisinde (5 mM, pH=7.2) ¢oziildiikten sonra 10 mg enzim eklenmis ve 150 rpm
karistirma hizinda, 40°C sicakliktaki 2-10 dk boyunca orbital calkalayicida
karistirtlmistir. Enzim siiziilerek tepkime sonlandirilmis ve birkag damla fenolftaleyn

damlatilarak, 0.1 M NaOH ile titre edilmistir.
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3.2.2 Rasemik 2-pentanoliin kesikli sistemde kinetik rezoliisyonu

Caligmalar agz1 kapakli, 50 ml’lik biyoreaktorlerde, 30 ml calisma hacminde
gerceklestirilmistir. Biyoreaktore once rasemik 2-pentanol, agil verici ve ¢oziicii
konulmus, baslangi¢ 6rnegi (t=0) alindiktan sonra enzim eklenmistir. Tepkimeler orbital
calkalayicida, 30°C sicaklikta gergeklestirilmistir (Sekil 3.1). Belli zaman araliklariyla
tepkime ortamindan 6rnek alinmis, alinan 6rnekler hekzanla seyreltilip, buz banyosunda
sogutulmustur. Analiz yapilabilmesi i¢in 200 pul 30 mM etil propiyonat (i¢ standart)
eklenmis, toplam analiz hacmi 1 ml olacak sekilde hekzan ile seyreltilmistir. Bu

¢ozeltiler analiz cihazina konulmadan once “vortex”de karigtirilmistir.

Sekil 3.1 Rasemik-2-pentanoliin kesikli sistemde kinetik rezoliisyonu

3.2.3. Rasemik 2-pentanoliin siirekli sistemde Kinetik rezoliisyonu

Siirekli sistem ¢aligmalar1 Novozyme 435 biyokatalizorliigiinde, L/D=10 ve L/D=12.5
olmak iizere iki farkli kolonda, 30°C sicaklikta gergeklestirilmistir. Kullanilan borusal
biyoreaktorlerin Ozellikleri ile bu biyoreaktérlere doldurulan enzim miktar1 ¢izelge

3.1°de yer almaktadir.
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Cizelge 3.1 Siirekli sistem icin kullanilan borusal biyoreaktorlerin 6zellikleri

Borusal biyoreaktr D,cm | L,cm | V,cm® | Enzim, mg
L/D=10 1 10 7.85 2240
L/D=12.5 0.4 5 0.628 270

L/D=10 olan biyoreaktordeki sicaklik kontrolii ceket ile saglanmistir (Sekil 3.2).
L/D=12.5 olan biyoreaktor ile yapilan ¢alismalarda sicaklik kontroliiniin saglanabilmesi
icin biyoreaktor orbital calkalayiciya yerlestirilmistir. Her iki biyoreaktor igin akis hizi
pompa ile saglanmistir. Substrat, biyoreaktdre alt akimla beslenmistir. Baslangig
derigimlerinin belirlenmesi icin substrat biyoreaktdre beslenmeden Once Ornek
alimmistir (t=0). Biyoreaktor enzimle doldurulduktan sonra substrat beslenmistir. Belli
zaman araliklariyla (beser dakika arayla) {ist akimdan 6rnek alinmistir. Alinan 6rnekler
hekzanla seyreltilmis, buz banyosunda sogutulmustur. Analiz yapilabilmesi i¢in 200 pl
30 mM etil propiyonat (i¢ standart) eklenmis, toplam analiz hacmi 1 ml olacak sekilde
¢Ozelti hazirlanmistir. Bu c¢ozeltiler analiz cihazina konulmadan 6nce “vortex”de

karistirilmastir.

Sekil 3.2 L/D=10 olan dolgulu kolon biyoreaktdrde siirekli sistem ¢alismasi
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Dolgulu kolon biyoreaktérde kalma siiresinin () belirlenmesi i¢in 6ncelikle kolon
bosluk kesri (8) belirlenmistir. V, reaktor hacmini; Vy, kati hacmini gostermek tizere &,

esitlik 3.1 ile hesaplanmistir. Kati hacminin belirlenmesi i¢in enzim, hekzanla

yikandiktan sonra hekzan dolu meziire bosaltilmis ve hacim farki 6l¢iilmistiir.

(3.1)

Dolgulu kolonda kalma siiresi (t); hacimsel akis hizi (Q), kolon hacmi (V), kolon
bosluk hacmi (Vyes) ve bosluk kesri (¢) kullanilarak asagidaki esitlikler ile
hesaplanmistir. Siirekli sistem calismalari dolgulu kolonda farkli akis hizlarinda ve

farkli substrat derisimlerinde ¢alisilarak yliriitilmiistiir.

T =X (3.2)
0 )
Vb05
T =—= 3.3
0 (3.3)
3.2.4 Analiz Yontemi

Ornekler BetaDex-120 (30 m x 0,25 mm x 0,25 ul) Supelco kolonda, alev iyonizasyon
dedektore sahip Shimadzu marka GC-2010 gaz kromotografi (GC) ile analizlenmistir.
Analiz hacmi 1 ul olup, her analiz 6ncesinde ve sonrasinda enjektor, ¢oziicii ile 3 defa,
ornekle 10 defa yikanmustir. Tasiyict gaz olarak 30 ml/dk akis hiziyla helyum
kullanilmistir. Detektor ve enjeksiyon sicakligi 250°C, split oran1 70 olarak
uygulanmistir. Firin sicakligt 50°C’da 10 dakika tutulmus, 5°C/dk art1s hizi ile 750C’ye
¢ikarilmis, 2 dakika bu sicaklikta tutulmus, 5°C/ldk artis hizi ile IOOOC’ye ¢ikarilmis ve
bu sicaklikta 10 dakika tutulmustur. Ornek kromotogram EK 4°de gosterilmistir.
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3.2.5 Deneysel Tasarim/Cevap Yiizey Yontemi (RSM)

Substrat (rasemik-2-pentanol ve vinil biitirat) ve enzim derisimin ayni anda kinetik
rezollisyona etkisinin belirlenmesi amaciyla Cevap Yiizey Yontemi (Response Surface

Methadology, RSM) uygulanmaistir.

Bagimsiz degisken olarak substrat derisimi (Csp, mM) ve enzim derigimi (Cg, mg/ml),
bagimli degisken olarak baslangi¢ tepkime hizt (mM/dk) segilmis, 2 faktorlii 5 seviyeli
deneysel tasarim (Cizelge 3.2) uygulanmistir. Merkez noktada 5 deney olmak iizere

toplam 13 deneylik set (Cizelge 3.3) elde edilmistir.

Cizelge 3.2 RSM ile iki bagimsiz degisken i¢in elde edilen kodlu ve gergek degerler

Bagimsiz Kodlu Deger
Simge -1.41 -1 0 1 1.41
Degisken
Cso, MM A 293 500 750 1500 1707
Ce,mg/ml B 0.03 1.5 2.75 4 4.5

Deneyler 30 ml tepkime hacminde; ¢ozlicli olarak hekzan, agil verici olarak vinil biitirat
kullanilarak, 30°C sicaklikta, 150 rpm karistirma hizinda esmolar substrat derisiminde
(rasemik-2-pentanol ve vinil biitirat), ¢izelge 3.3’de belirtilen substrat ve enzim

derisiminde kesikli sistemde gerceklestirilmis.
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Cizelge 3.3 RSM ile elde edilen kodlu ve gercek deney kosullar

Deney A (Substrat derigimi) B (Enzim derisimi)

No Kodlu deger Gergek deger, mM | Kodlu deger | Gergek deger, mg/ml
1 -1 500 -1 1.5

2 1 1500 -1 1.5

3 -1 500 1 4

4 1 1500 1 4

5 -1.41421 292.89 0 2.75

6 1.414214 1707.11 0 2.75

7 0 1000 -1.41421 0.982233
8 0 1000 1.414214 4517767
9 0 1000 0 2.75
10 0 1000 0 2.75
11 0 1000 0 2.75
12 0 1000 0 2.75
13 0 1000 0 2.75

3.2.6 Farkh tanecik boyutunda Novozyme 435 elde edilmesi

Farkli tanecik boyutuna sahip enzim elde edilebilmesi i¢in Novozyme 435; 300, 425 ve
600 mikronluk 3 farkli boyuttaki elekten gegirilmistir. Oncelikle 600 mikronluk elekten
gecirilmis, elek altinda kalan enzim 425 mikronluk elekten gecirilmistir. 425 mikronluk
elekten gecen Novozyme 435 de 300 mikronluk elekten gegirilmistir. Boylece 300
mikrondan kii¢iik, 300-425 mikron arasi, 425-600 mikron arast ve 600 mikrondan
biiyiikk olmak tizere dort farkli tanecik boyutuna sahip Novozyme 435 elde edilmistir.
Deneyler ¢oziicii olarak hekzan kullanilarak 30 ml tepkime hacminde, 30°C sicaklikta,
150 rpm karistirma hizinda, 150 mM es molar substrat (rasemik-2-pentanol ve vinil
biitirat) derisiminde ve 150 mg enzim ile ger¢eklestirilmistir. Enantiyomerik asirilik,

doniisiim ve baslangi¢ tepkime hiz1 degerleri 6l¢iilmiistiir.
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3.2.7 Enantiyomerik asirihgin hesaplanmasi

Bu calismada substrat i¢in enantyomerik asirilik (ees) degerleri, t anindaki S ve R
enantiyomer pik alanmi kullanilarak, esitlik 3.4 ile hesaplanmistir. Esitlikteki Cs ve Cr

sirasi ile S ve R enantiyomerin pik alanlarini géstermektedir.

Yees = gz;gi x 100 (3.4)

3.2.8 Doniisiimiin hesaplanmasi

Tepkime doniisiimii, S ve R enantiyomer pik alanlar1 ile i¢ standart pik alam
kullanilarak, esitlik 3.5 ile hesaplanmigtir. Bu esitlikteki Csp, t=0 anindaki S
enantiyomer pik alaninin, i¢ standart pik alanina bolimiinii; Cgo, t=0 anindaki R
enantiyomer pik alanmin, i¢ standart pik alanina bolimiini; Cs, t=t anindaki S
enantiyomer pik alaninin, i¢ standart pik alanina boliimiinti; Cg, t=t anindaki R

enantiyomer pik alaninin, i¢ standart pik alanina boliimiinii ifade etmektedir.

% = (1 — —3R ) % 100 (3.5)

Cso*Cro
3.2.9 Enantiyomerik oranin hesaplanmasi

Doéniisiim ve substrat i¢in enantiyomerik asirilik degerleri kullanilarak enantiyomerik
oran (E), esitlik 3.6 ile hesaplanmistir.

__In[(1-c)(1-eegs)]
" In[(1-¢)(1+ees)]

(3.6)
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3.2.10 Baslangi¢ tepkime hizinin hesaplanmasi

Baslangi¢ tepkime hizinin (rg) belirlenmesi i¢in zamana karsit R-2-pentanol derisimi
grafigi ¢izilmistir. Grafigin egimi esitlik 3.7 ile belirlenerek, baslangi¢ tepkime hizlari
hesaplanmistir. Esitlikteki Cao, R-2-pentanoliin baglangi¢ (t=0) derisimini; Ca, t
anindaki R-2-pentanol derisimini gostermektedir. Farkli substrat derisimlerinde

calisilarak, baslangi¢ tepkime hizlar1 bulunmustur.

Ca0—C mM
7’0=%, 7‘0[=]E (3.7)

Katalizor kiitlesi basina tanimlanan baslangi¢ tepkime hizi (r") esitlik 3.8 ile

hesaplanmustir.

14 (3.8)

3.2.11 Kinetik parametrelerin hesaplanmasi

Michaelis-Menten (Esitlik 2.31) ve Ping Pong bi bi (Esitlik 2.39) hiz denkleminde yer
alan kinetik sabitler (rm, Km, Kma, Kmg) hem ro hem de ro" igin Polymath 6.1 programi
kullanilarak hesaplanmistir. Programa Michaelis-Menten denkleminin ¢6ziimii igin R-
alkol derisimi ile baslangi¢ tepkime hizi, Ping Pong bi bi denkleminin ¢6ziimii igin
bunlara ilave olarak vinil biitirat derisimi girilmistir. Her iki denklemin ¢6zlimiinde de
hem reaktér hacmi basina, hem de katalizor kiitlesi bagina tanimlanan baslangi¢ tepkime
hiz1 (1o, ro") verileri kullanilarak, hem reaktor hacmi hem de katalizor kiitlesi basina

maksimum tepkime hizlar1 (rm, I'n") elde edilmistir.

65



4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Enzim Tiriiniin EtKisi

Rasemik-2-petanoliin transesterlesme ile kinetik rezoliisyona enzim tiiriniin etkisinin
belirlenmesi amaciyla Lipozyme RM-IM (re¢ineye tutuklanmis Mucor meihei lipazi,
Amona Lipaz AK (Pseudomonas sp.) ve Novozyme 435 (tutuklanmig Candida
antarctica Lipaz B, 2083 U/g) olmak tlizere 3 farkli ticari lipazla calisilmistir.
Tepkimeler 150 mM es substrat derisiminde (rasemik-2-pentanol ve vinil biitirat), 30°C

sicaklikta ve 150 rpm karistirma hizinda, 150 mg enzim varliginda gerceklestirilmistir.

Novozyme 435 ile 30 dakika gibi kisa bir siirede %99 ees ve %50 doniisim degerine
ulagilmig (Sekil 4.1 ve 4.2), enantiyomerik oran 70 olarak elde edilmistir. Lipozyme
RM-IM ve Amona Lipaz AK ile daha da uzun siire ¢alisilmasina ragmen yeterli
enantiyose¢imlilik degerine ulasilamamustir. Lipozyme RM-IM ve Lipaz AK ile
yaklasik 40 dakikada %20 enantiyomerik asiriligin ve %10 doniisiimiin {istiine

cikilamamaistir.

Literatiirle karsilastirildiginda benzer sonuglar elde edilmistir. Patel vd. (2000)
yaptiklar1 ¢aligmada rasemik-2-pentanoliin hekzan ortaminda vinil asetat ile kinetik
rezoliisyonu i¢in lipaz AK’nin etkin olmadigin1 ve tepkimeyi katalizlemedigini

belirtmislerdir.

Literatiirde ham enzimlerin tutuklanmis enzimlere gore daha diisiik etkinlige sahip
oldugu belirtilmektedir (Goujard vd. 2009, Patel vd. 2000). Enzim tiiriiniin belirlenmesi
icin yapilan ¢alismalarin ¢cogunda en etkin lipaz kaynaginin ve tiirlinlin tutuklanmis
Candida antarctica lipaz B oldugu goriilmektedir (Sontakke ve Yadav 2011, Goujard
vd. 2009, Patel vd. 2000). Ayrica literatiirde tutuklanmis Candida antarctica Lipaz
B’nin sekonder alkollerin kinetik rezoliisyonunda etkin oldugu belirtilmekle birlikte,
enantiyose¢imliligin substrat cinsinden etkilendigi bildirilmektedir (Raminelli vd.

2004).
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Substrat olarak bir sekonder alkol olarak rasemik-2-pentanoliin kullanildigi bu
calismada da en iyi enantiyomerik asirilik, tutuklanmig Candida antarctica lipaz B ile
elde edilmistir. Bu durumun Candida antarctica lipaz B’nin, enzim aktif konumunu
koruyan ve sarmayalan kiiciik ve basit bir kapaga sahip olmasindan ve bu kapagin
tepkime esnasinda kolaylikla agilmasindan dolay1 oldugu degerlendirilmektedir (Kapoor
ve Gupta 2012).

Bununla birlikte bu durumun, tutuklanmis enzimlerin kararliigin daha yiiksek
olmasindan, lipaz kaynagmin tutuklama yiizeyi ile hidrofobik etkilesime gecerek,
etkinligini daha da artirmasindan kaynaklandig1 disiinilmektedir (Furukawa vd. 2002).
Bu nedenle Novozyme 435, rasemik-2-pentanoliin tranesterlesme ile kinetik

rezoliisyonu i¢in en etkin lipaz olarak belirlenmistir.

100 v
80 4 —&— Lipozyme RM-IM
—O— Lipase-AK
—w— Nov.435
60
%eeq
40 A
20 A IPU———
O T T T
0 10 20 30 40

Sure. dk
Sekil 4.1 Farkli enzim tiirleri i¢in enantiyomerik asiriliginin zamanla degisimi (T=3OOC,

N=150 rpm, 150 mM rasemik-2-pentanol, 150 mM vinil biitirat, 150 mg
enzim)
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—&— Lipozyme RM-IM
—O— Lipase-AK
—w— Nov.435

%cC

4/0
; ?
30 40

Sire, dk

Sekil 4.2 Farkli enzim tiirleri i¢cin doniisiimiin zamanla degisimi (T=30°C, N=150 rpm,
150 mM rasemik-2-pentanol, 150 mM vinil biitirat, 150 mg enzim)

4.2 Acil Verici Tiiriiniin Etkisi

Tepkime i¢in uygun agil vericinin belirlenmesi amaciyla vinil laurat (Ci4H260;,

A AAA A ), vinil asetat (C4HgOo, o ,), vinil benzoat (CgHgO,,

[e]
O

07" ScH,
@A ) ve vinil biitirat (CgH100, H3C/\)L

07%cH: ) olmak iizere dort farkh
bliytikliikteki vinil esterle calisilmistir. Deneyler ¢oziicii olarak hekzan kullanilarak 30
ml tepkime hacminde, 30°C sicaklikta, 150 rpm karistirma hizinda, 150 mM es molar
substrat (rasemik-2-pentanol ve agil verici) derisiminde ve 150 mg Novozyme 435 ile
gerceklestirilmistir. Vinil laurat, vinil asetat ve vinil biitirat i¢cin 20 dakika gibi kisa bir
sirede %90’1n tizerinde enantiyomerik asirilik ile %40’ iizerinde doniisiim elde
edilmistir (Sekil 4.3, 4.4). Buna karsin vinil benzoat ile 30 dakikada bile %20
enantiyomerik asiriliga ulasilamamistir. Vinil biitirat ve vinil laurat i¢in enantiyomerik
oran sirasiyla 40 ve 30 elde edilirken, diger agil vericiler i¢in kayda deger E degerleri
elde edilememistir. Bu durumun diger acil vericilerden farkli olarak vinil benzoatta yer

alan aromatik halkadan kaynaklandigi ve bunun da acil verici-enzim kompleksi

olusumuna engel oldugundan kaynaklandig: diisintilmiistiir.
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Sekil 4.3 Farkli agil vericiler i¢in enantiyomerik asiriliginin zamanla degisimi
(T=30°C,N=150 rpm,150 mM rasemik-2-pentanol, 150 mM agil verici, 150
mg Novozyme 435)

60

50 A

40 A

—&— vinil asetat
—O— vinil laurat
—w— vinil benzoat
—A— vinil bitirat

30 A

%:cC

20 +

10 +
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Sekil 4.4 Farkli agil vericiler i¢in doniislimiin zamanla degisimi (T=300C, N=150 rpm,
150 mM rasemik-2-pentanol, 150 mM agil verici, 150 mg Novozyme 435)

Goujard vd. (2009) acil wverici biyiikligiiniin, rasemik-2-pentanoliin kinetik

rezoliisyonuna etkisini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda vinil asetat (C4HgO>), vinil biitirat
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(CsH100y2), vinil laurat (C14H260>), vinil stereat (CyoH3503) ile calismislar ve agil verici
tirline kars1 tepkime baslangic hizi degerlerini belirlemislerdir. Candida antarctica
lipaz B biyokatalizorliigiinde yaptiklar1 ¢alismada bu alifatik agil vericiler ile kinetik
rezollisyonun basari ile saglandigin1 ancak; en yiiksek baslangi¢ tepkime hizinin vinil
biitirat ile elde edildigi ve 0Ozellikle biyoteknolojik proseslerde esterlesme ve
transesterlesme tepkimelerinde substratin alifatik zincir uzunluklarinin  6nemli

olabilecegi belirtilmektedir.

Bu c¢alismada da uzun zincire sahip olmayan vinil biitirat ile en iyi enantiyomerik
asirilik degerine ulasilmistir. Rasemik-2-pentanoliin transesterlesmesinde agil verici

olarak vinil biitirat kullanilmasina karar verilmistir.

4.3 Enzim Tanecik Boyutunun Etkisi

Tutuklanmig enzim katalizorliigiinde tepkime gerceklestirildiginden tanecik boyutunun
blytikligl gozenek i¢i kiitle aktarim direnglerine neden olmaktadir. Bu amagla gézenek
i¢i diflizyon kisitlamalarinin etkisini belirlemek i¢in 300, 425 ve 600 mikronluk elekler
kullanilarak elde edilen dort farkli tanecik boyutundaki Novozyme 435 ile c¢aligilmas;

enantiyomerik asirilik, doniistim ve baslangi¢ tepkime hizi degerleri 6l¢iilmiistiir.

Dort farkli tanecik boyutu icin de yliksek enantiyomerik asirilik (> %99) elde edilmis
(Sekil 4.5), hemen hemen aym siirede %50 doniistime ulagilmistir (Sekil 4.6). Dort
farkli tanecik boyutu i¢in de E degeri 20’in iistiinde elde edilmistir. 300 mikron alti,
300-425 mikron arasi, 425-600 mikron arasi ve 600 mikron {istli olmak iizere sirasiyla E
degerleri 23, 26, 38 ve 100 olarak bulunmustur. Tanecik boyutunun (dp); baslangi¢
tepkime hizina olan etkisine bakildigildiginda (Sekil 4.7), tanecik boyutunun 300 p’dan
600 p’a degisiminin baslangi¢ tepkime hizinda belirgin bir degisiklige neden olmadig,
degerlerin birbirine yakin oldugu goriilmiistiir. Enzimin tanecik boyutunun artmasiyla
molekiiliin alacagl yolun artmasina ragmen baslangic tepkime hizinda belirgin bir artis
gbézlenmemistir. Bu nedenle incelenen tanecik boyutu araliginda gozenek igi kiitle
aktarim direncinin ihmal edilebilir diizeyde oldugu belirlenmistir. Kinetik

hesaplamalarda y1§in faz derisimleri dikkate alinmistir. Bununla birlikte calismada
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kullanilan Novozyme 435’in tanecik boyutunun ¢ok biiyiikk olmadig1 da goz Oniinde

bulundurulmalidir.

120

100 +

80 1

—&— 300 p elek alti
—O— 300-425 p
—w— 425-600 p
—4A— 600 p elek Ustu

60 4

Yoeeq

40 -

20 1

0 5 10 15 20 25 30 35
Sire, dk
Sekil 4.5 Farkli tanecik boyutundaki enzim i¢in zamana karsi enantiyomerik asirilik

(T=30°C, N=150 rpm, 150 mM rasemik-2-pentanol, 150 mM vinil biitirat,
150 mg Novozyme 435)

70
60
50 A
40 A
(8]
X
° —&— 300 pelek alti
30 1 —0— 300-425
—w— 425600
20 4 —A— 600 p elek Usti
10 A
0 “ T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35

Sdre, dk

Sekil 4.6 Farkli tanecik boyutundaki enzim i¢in zamana karsi doniisiim (T=300C,
N=150 rpm, 150 mM rasemik-2-pentanol, 150 mM vinil biitirat, 150 mg
Novozyme 435)
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Sekil 4.7 Enzim tanecik boyutuna kars1 baslangi¢ tepkime hizlar (T=300C, N=150 rpm,
150 mM rasemik-2-pentanol, 150 mM vinil biitirat, 150 mg Novozyme 435)

Zhang ve Lui (2011) rasemik ketoprofen etil esterden hidroliz tepkimesi ile S-
ketoprofen elde ettikleri ¢alismalarinda tutuklanmis enzim (tutuklanmis T.laibacchii
lipaz1) kullanmalar1 nedeniyle i¢ ve dis kiitle aktarim direnglerinin kinetik rezoliisyona
etkisini incelemislerdir. I¢ kiitle aktarim direncinin etkisini belirlemek icin farkl1 tanecik
boyutunda enzimlerle caligarak, doniisiimiin degisimine bakmislardir. Belli bir tanecik
boyutuna kadar (200 p ile 500 p araliginda) doniisiimiin tanecik boyutundan
etkilenmedigini ancak, tanecik boyutunun daha da artirlmasi (500 p ile 1700 p
araliginda) ile doniisimiin keskin bir sekilde diistiiglinii bildirmislerdir. Bu nedenle
diisiik tanecik boyutundaki enzim (ortalama 500 p) ile calisilarak i¢ kiitle aktarim

kisitlamasinin etkisinin ihmal edilebilecegini belirtmislerdir.

Bununla birlikte Wang vd. (2009c¢), lipaz biyokatalizorliigiinde Sitalopramin Kinetik
rezollisyonunun modellenmesini inceledikleri ¢alismalarinda, gozlenen tepkime hizinin,
ideal tepkime hizina (yaymmma kisitlamasiz hiz) orami olarak ifade edilen Thiele
modiiliiniin (®), 0.3’den kiigiik olmas1 durumunda kiitle aktariminin, tepkime hizindan

daha hizli oldugunu ve yigmn derisimlerinin dogrudan olarak kinetik modelde
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kullanilabilecegini, ®>3’{in reaksiyonun kiitle aktarim kisitlamali oldugunu gdsterdigini
belirtmislerdir. 600 p tanecik c¢apindaki Novozyme 435 ile yaptiklar calismada igin
Thiele modiiliinii 0.017 olarak hesapladiklarini, Thiele modiiliiniin ¢ok kii¢iik olmasi
nedeniyle i¢ kiitle aktarim kisitlamalarinin ihmal edilebilecegini bildirmisler ve bu
kosullarda etkin difiizyon katsayisii  1.95x10"° m?%s olarak hesapladiklarimi

belirtmislerdir.

4.4 Kanistirma Hizinin Etkisi

Tepkimenin tutuklanmig enzimle gergeklestirilmesi nedeniyle sistemde dis kiitle
aktarim kisitlamalar1 bulunmaktadir. Bu etkileri belirlemek amaciyla 100, 150, 175 ve
200 rpm olmak iizere dort farkli karistirma hizinda g¢aligilmistir. 200 rpm karistirma
hizinda orbital calkalayicinin tepkime kabini firlatmasi ve enzimin tepkime kab1
cidara yapismasi nedeniyle bu karigtirma hizinda c¢alisilamamistir. Diger karistirma
hizlarinda yapilan ¢aligmalar i¢in enantiyomerik asirilik, doniisiim ve baslangi¢ tepkime
hiz1 degerleri hesaplanmistir. 150 ve 175 rpm i¢in birbirine yakin degerler elde elde
edilirken, 100 rpm’de daha diisiik degerler elde edilmistir. 150 ve 175 rpm karistirma
hizlarinda yaklasik 30 dakikada %99 enantiyomerik asiriliga ulasilirken, 100 rpm
karistirma hizinda 30 dakikada yaklasik %50 enantiyomerik asiriliga ulasilabilmistir
(Sekil 4.8). E degerleri 100, 150 ve 175 rpm igin sirasiyla 22, 182 ve 72 olarak elde

edilmistir.

Doniisiim i¢in de benzer sonuglar elde edilmis (Sekil 4.9), 150 ve 175 rpm karistirma
hizlarinda yiliksek ve birbirine yakin donlisim degerleri elde edilirken, 100 rpm
karistirma hizinda ancak %30 doniisiim elde edilebilmistir. Zhang ve Lui (2011)
rasemik ketoprofen etil esterden hidroliz tepkimesi ile S-ketoprofen elde ettikleri
caligmalarinda tutuklanmis enzim (tutuklanmis T.laibacchii lipazi) kullanmalar
nedeniyle disg kiitle aktarim kisitlmasinin kinetik rezollisyona etkisini incelemek
amaciyla farkli karistirma hizlarinda (50-300 rpm) calisarak, karistirma hizinin
dontisiime etkisine bakmislardir. 150 rpm karistirma hizina kadar, karistirma hizinin
artis1 ile donilisiimiin de artifini, 150 rpm karistirma hizindan daha biiyiik hizlarda

dontigiimiin ¢ok etkilenmedigini ve bu nedenle 200 rpm karistirma hizinda calisilarak
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dis kiitle aktarim kisitlamalarinin ihmal edilebilecegini belirtmislerdir. Bundan dolay1
hem substrat hem de {irlin i¢in y1gin faz derisim degerlerinin kinetik hesaplamalarda
kullanilabilecegini bildirmislerdir. Bu calismada da benzer sonuglar elde edilmis ve 150

ile 175 rpm karistirma hizlarinda keskin bir farklilik goriilmemistir.

Karigtirma hizinin baslangi¢ tepkime hizina etkisine bakildiginda da benzer sonuglarla
kargilasilmis (Sekil 4.10), karistirma hizinin 100 rpm’den 150 rpm’e artirtlmast ile
baslangi¢ tepkime hizinda da artis gériilmiistiir. 150 rpm ve 175 rpm i¢in birbirine yakin
degerler elde edilmekle beraber, baslangic tepkime hizinda %10’luk hafif bir artis
goriilmiis ancak; yliksek karistirma hizinda c¢aligma giicliiglinden dolayr 150 rpm
karistirma hizinda c¢alisilarak da kiitle aktarim kisitlamalarinin ihmal edilebilecegi kabul
edilmistir. Sonug olarak, diisiik karistirma hizlar i¢in dis kiitle aktarim kisitlamasinin
var oldugu, 150 rpm ve lizerindeki karigtirma hizi i¢in kiitle aktarim kisitlamasinin
etkisinin azaldigi belirlenmistir. 150 rpm ve 175 rpm karistirma hizlari igin birbirine
yakin degerler elde edilmistir. Enzim iizerinde kayma gerilimi yaratmamak amaciyla
150 rpm karistirma hizinda ¢alisilmasi tercih edilmistir. 150 rpm karistirma hizinda dis
kiitle aktarim kisitlamalarinin ihmal edilebilir diizeyde olmasi nedeniyle kinetik

hesaplamalarda y1gin faz derisimleri dikkate alinmistir.
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Sekil 4.8 Farkli karistirma hizlar1 i¢in enantiyomerik asirilifin zamanla degisimi
(T=30°C, 150 mM rasemik-2-pentanol, 150 mM vinil biitirat, 150 mg
Novozyme 435)
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Sekil 4.9 Farkli karigtirma hizlart i¢in donilislimiin zamanla degisimi (T=3OOC,
150 mM rasemik-2-pentanol, 150 mM vinil biitirat, 150 mg Novozyme 435)
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Sekil 4.10 Farkli karistirma hizlart i¢in baslangi¢ tepkime hizlar (T=300C,
150 mM rasemik-2-pentanol, 150 mM vinil biitirat, 150 mg Novozyme
435)
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4.5 Substrat Derisiminin Etkisi

Biiyiik Olgekte iiretim calismalarina temel olusturmasi amaciyla yiiksek substrat
derisiminin kinetik rezoliisyona etkisi arastirilmistir. Calismalar es molar rasemik-2-
pentanol ve vinil biitirat derisimlerinde, 30°C sicaklikta, 150 rpm karistirma hizinda ve
150 mg Novozyme 435 varliginda gergeklestirilmistir. Substrat derisimi 800-2000 mM
araliginda tutulmustur. Tepkimeler, %50 doniisiime ulastiginda sonlandirilmistir.
Incelenen tiim derisimler i¢in ortalama 45 dakikada %50 déniisiime ve %90’ iizerinde

enantiyomerik asiriliga (Sekil 4.11) ulagilmastir.

Sonug olarak substrat derisiminin artmasina ragmen, birbirine yakin enantiyomerik
asirilik ve dontisim degerleri (Sekil 4.12) elde edilmistir. Substrat derisimine karsi
baslangi¢ tepkime hizlar 6l¢iilmiis (Sekil 4.13) ve artan substrat derisimi ile baslangic
tepkime hizinda artis oldugu goézlenmistir. Buna bagli olarak incelenen derisim

araliginda substrat inhbisyonu olmadig1 ve yiiksek substrat derisiminde calisilabilecegi

belirlenmistir.
120
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Sekil 4.11 Farkli substrat derisimleri i¢cin enantiyomerik asiriligin zamanla degisimi
(T=30°C, N=150 rpm, 150 mg Novozyme 435)
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Sekil 4.12 Farkli substrat derisimleri i¢in ddniisiimiin zamanla degisimi (T=30°C,
N=150 rpm, 150 mg Novozyme 435)

Sontakke ve Yadav (2011)’1n rasemik-2-pentanoliin (375-3000 mM) heptan ortaminda
vinil asetat ile kinetik rezoliisyonunu inceledikleri ¢alismada tepkimenin, substrat
inhibisyonlu Ping Pong bi bi mekanizmasina sahip oldugunu belirtmislerdir. Goujard
vd. (2009) ise rasemik-2-pentanoliin vinil stereat ile kinetik rezoliisyonun inceledikleri

calismada yarigsmali substrat (alkol) inhibisyonuna sahip oldugunu belirtmislerdir.

Bu calismada baslangi¢ tepkime hizinin substrat derisimin artmasi ile azalmamasi ve
boliim 4.8’de belirtilen kinetik sabitlerin anlami dikkate alinarak 800-2000 mM substrat

derigimi araliginda, substrat inhibisyonu olmadig1 belirlenmistir.
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Sekil 4.13 Yiiksek substrat derisiminin baslangi¢ tepkime hizina etkisi (T=300C,
N=150 rpm, 150 mg Novozyme 435)

4.6 Acil verici/rasemik-2-pentanol Mol Oranminin Etkisi

Agil verici/rasemik-2-pentanol mol oranmnin (n) transesterlesme {izerine etkisinin

incelendigi calismalarda ¢izelge 4.1°de belirtilen mol oranlarinda ¢aligilmistir.

Deneylerde rasemik-2-pentanol derisimi sabit tutularak, farkli derisimlerde agil verici

kullanilmistir.

Cizelge 4.1 Calisilan farkl agil verici/rasemik-2-pentanol mol oranlari (n)

Acil verici derigimi, Rasemik-2-pentanol n
mM derisimi, mM
50 150 0.3
100 150 0.6
150 150 1
200 150 1.3
300 150 2
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Sonuglara bakildiginda (Sekil 4.14, 4.15) agil verici derisiminin R-2-pentanol
derisiminden kiiciik oldugu n=0.3 mol orami i¢in ¢ok diisiik enantiyomerik asirilik
(%53) ve doniisim (%30) elde edildigi, acgil verici derisiminin R-2-pentanol
derisiminden daha biiylik oldugu n degerleri i¢in sonuglarin birbirine yakin oldugu,
ortalama 20 dakika gibi kisa bir siirede %50 doniisiime ve yiiksek enantiyomerik

asiriliga ulasildigr goriilmustiir.

Bu durumun transesterlesmenin gergeklesmesi icin R-2-pentanoliin tepkimeye girecegi
yeterli miktarda acil verici-enzim kompleksi olusabilmesi i¢in, acil verici derisiminin
R-2-pentanol  derisiminden daha fazla olmasi1 gerektiginden kaynaklandigi

distiniilmistiir.

Bu nedenle optimum transesterlesme kosullarinin olusabilmesi i¢in agillenme basamagi
g6z Oniinde tutularak, yiiksek enantiyomerik asirilik elde edilebilmesi icin agil verici
miktarinin tepkimeye giren substrat olan R-2-pentanol miktarindan fazla olmasi

gerektigi sonucuna varilmistir.
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Sekil 4.14 Farkl acil verici/rasemik-2-pentanol mol orani i¢in enantiyomerik asiriligin
zamanla degisimi (T:30°C, N=150 rpm, 150 mg Novozyme 435)
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Sekil 4.15 Farkli agil verici/rasemik-2-pentanol mol orani i¢in doniisiimiin zamanla

degisimi (T=30°C, N=150 rpm, 150 mg Novozyme 435)

4.7 Cevap Yiizey Yontemi ile Substrat-Enzim Derisiminin Optimizasyonu

Substrat (rasemik-2-pentanol ve vinil biitirat) ve enzim derisimin ayni anda kinetik

rezoliisyona etkisinin belirlenmesi amaciyla bagimsiz degisken olarak baslangic substrat

(Cso, mM) ve enzim (Cg, mg/ml) derisimi, bagimli degisken olarak baslangi¢ tepkime

hizi (mM/dk) secilerek, 2 faktorlii 5 seviyeli deneysel tasarim (Cizelge 4.2) uygulanmis

ve bu tasarim sonucu elde edilen modelsel ve gercek (deneysel) veriler ¢izelge 4.3’de

belirtilmistir.

Cizelge 4.2 RSM ile iki bagimsiz degisken i¢in elde edilen kodlu ve gergek degerler

Bagimsiz Kodlu Deger

Degisken Simge | -1.41 1 0 1 1.41
Cso, MM A 293 500 750 1500 1707
Ce,mg/ml B 0.03 15 25 4 4.5
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Cizelge 4.3 RSM sonucu elde edilen kodlu ve gergek deneysel kosullar ile
degiskenin deneysel sonucu

Cevap degiskeni, 1o,

peney Bagimsiz Degiskenler mM/dk
No Kodlu deger Gergek deger
Model Deneysel
A B Cso, MM Cg, mg/ml

1 -1 -1 500 15 7.12 5.76
2 1 -1 1500 15 6.81 7.30
3 -1 1 500 4 12.94 14.68
4 1 1 1500 4 24.88 28.48
5 -1.41421 0 292.89 2.75 8.83 7.56
6 1.414214 0 1707.11 2.75 17.05 13.16
7 0 -1.41421 1000 0.982233 4.49 5.84
8 0 1.414214 1000 4517767 21.38 18.34
9 0 0 1000 2.75 12.94 13.08
10 0 0 1000 2.75 12.94 13.42
11 0 0 1000 2.75 12.94 13.41
12 0 0 1000 2.75 12.94 13.81
13 0 0 1000 2.75 12.94 13.40

cevap

Cevap yiizey yontemi ile elde edilen, baslangi¢ tepkime hizinin substrat ve enzim

derisimi ile degisimini ifade eden denklemin kodlu (Esitlik 4.1) ve gercek degeri

(Esitlik 4.2) asagida verilmistir:

ro=12.93846+2.907449A+5.972209B+3.065AB

ro=7.470703-0.00767Cs0-0.12623Cg+0.004904Cs,Ce
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Design Expert 6.0 programina goére Prob>F degerinin<0.05 olmas1 modelin hassasligini,
parametrenin model iizerine etkisinin dénemli oldugunu gdstermektedir. 1ki bagimsiz
degisken ve bunlarin ¢arpimi i¢in Prob>F degeri 0.05’den kii¢iik ¢ikmistir. Bu da bu ii¢
terimin (Cso, Cg, Cs*Cg) baslangi¢ tepkime hizi i¢in 6nemli degiskenler oldugunu
gostermektedir. Bu ii¢ terim arasindan Cg’nin Prob>F degeri <0.0001 oldugundan
model i¢in en énemli terimin enzim derisimi oldugu sonucu ortaya ¢ikmistir. Modele
iliskin istatistiki veriler (standart analysis of variance-ANOVA) ¢izelge 4.4°de

gosterilmistir.

Cizelge 4.4 Model i¢cin ANOVA degerleri

Veri Karelerin Serbestlik | Karelerin E Value orob > F
toplami derecesi orant

Model 390.5412 3 130.1804 2477176 0.0001

A 67.6261 1 67.6261 12.86843 0.0059

B 285.3382 1 285.3382 54.29641 < 0.0001

AB 37.5769 1 37.5769 7.150429 0.0255

Hata 0.26112 4 0.06528

Toplam 437.838 12

R?=0.891977, Adj.R’=0.855969

Substrat ve enzim derisimi artik¢a baslangi¢ tepkime hizinin artigi goriilmiistiir (Sekil
4.16 ve Sekil 4.17). RSM sonucuna gore 1500 mM substrat, 120 mg enzim kullanilmasi
halinde baslangi¢ tepkime hiz1 24.88 mM/dk olarak belirlenmistir. Ayn1 kosullar igin
baslangi¢c tepkime hizi deneysel olarak 28.48 mM/dk olarak bulunmustur. Birbirine
yakin sonuglar elde edilmesi, RSM sonucu ile elde edilen denklemin tepkime i¢in uygun
oldugunu gostermektedir (Sekil 4.18). Bu kosullarda ees, ¢ ve E sirasiyla %99, %48 ve
70 olarak elde edilmistir.

82



4.00

3.38 —

2.75 —

Ce, mg/mll

2.13 —

1.50

500.00 750.00 1000.00 1250.00 1500.00

Cso, mM

Sekil 4.16 Substrat ve enzim derisiminin baslangi¢ tepkime hizina ikili etkisi (T=300C,
N=150 rpm, 150 mg Novozyme 435)
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Sekil 4.17 Substrat ve enzim derigiminin baslangi¢ tepkime hizina ikili etkisi (T=3OOC,
N=150 rpm, 150 mg Novozyme 435)
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Sekil 4.18 Deneysel verilerin RSM ile elde edilen modelle karsilastirmasi

4.8 Kinetik Sabitlerin Belirlenmesi

Kinetik sabitlerin belirlenmesi i¢in farkli substrat desimlerinde calisilmistir.
Hesaplamalarda birinci substrat olarak R-alkol, 2. substrat olarak acil verici
kullanilmigtir. Ca, R-2-pentanol (mM); Cg, vinil biitirat (mM) derisimini gostermek
tizere 150 mM sabit vinil biitirat derisimine karsi farkli derisimlerdeki rasemik-2-
pentanol ile yapilan ¢alismalarin sonucu sekil 4.19°da; 150 mM sabit rasemik-2-
pentanol derisimine kars1 farkli derisimlerdeki vinil biitirati ile yapilan ¢alismalarin
sonucu sekil 4.20’de verilmistir. Derisimin zamanla degisim degerleri toplu olarak
EK 5’de verilmistir. Zamana kars1 R-alkol grafiginin egiminden baslangi¢ tepkime

hizlar1 (ro, mM/dk) hesaplanmustir.

84



180

160 4

—e— 50 mM ras-2-pentanol

140 A —O— 100 mM ras-2-pentanol
—w— 150 mM ras-2-pentanol
—A— 200 mM ras-2-pentanol
—&— 300 mM ras-2-pentanol

120 A

C, mM

0 5 10 15 20 25 30 35
Sire, dk

Sekil 4.19 150 mM vinil bitirat derisimine karsi farkli derisimlerdeki rasemik-2-

pentanol tepkimesi i¢in siireye karsi R-2-pentanol derisimi (T=300C, N=150
rpm, 150 mg Novozyme 435)
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Sire, dk
Sekil 4.20 150 mM rasemik-2-pentanol derisimine karsi farkli derisimlerdeki vinil

biitirat tepkimesi i¢in siireye kars1t R-2-pentanol derisimi (T=3OOC, N=150
rpm, 150 mg Novozyme 435)

85



Baslangig tepkime hizlari (Cizelge 4.5) kullanilarak, Polymath 6.1 yazilimi ile
inhibisyonsuz (Esitlik 2.39) ve substrat inhibisyonlu (Esitlik 2.42) durum igin

¢Ozilmiistiir.

Cizelge 4.5 Farkli baslangi¢ substrat derisimleri i¢in baslangic¢ tepkime hizlari

No. Ca Cs ro, mM/dk
1 25 150 3.4597
2 50 150 5.1153
3 75 150 8.5941
4 100 150 10.5352
5 150 150 12.0136
6 75 50 4.685

7 75 100 6.7339
8 75 200 8.2698
9 75 300 9.0647
10 1000 2000 21.7298
11 750 1500 18.5846
12 500 1000 14.17146
13 400 800 11.40977

Elde edilen kinetik parametrelerin degerlerine bakilarak, tepkimenin hiz denklemine
karar verilmistir. Cizelge 4.6’da gosterilen hiz sabitlerine bakildiginda substrat
inhibisyonlu durum i¢in hiz sabitlerinden birinin negatif ¢iktig1 goriilmiistiir. Bu degerin
anlamsiz olmasi nedeniyle tepkimenin substrat inhibisyonsuz Ping Pong bi bi
mekanizmasina sahip oldugu degerlendirilmistir. Bu sonug, yiiksek substrat
derigimlerinde ¢alisilmasina ragmen, substrat derisiminin artmasi ile baslangi¢ tepkime
hizinda diisiis gozlenmemesi (Sekil 4.13) ile ortiigmektedir. Buna karsin Sontakke ve
Yadav’in (2011) rasemik-2-pentanoliin vinil asetatla kinetik rezoliisyonun inceledikleri

calisma ile uyusmamaktadir. Sontakke ve Yadav (2011) tepkimenin substrat
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inhibisyonlu Ping Pong bi bi mekanizmasma sahip oldugunu belirtmislerdir. Bu

farkliligin  kullanilan rasemik alkollerin ayni olmasina ragmen, acil vericilerin,

¢Oziiciiniin ve derisimlerin farkli olmasindan kaynaklanabilecegi degerlendirilmistir.

Cizelge 4.6 Ping Pong bi bi mekanizmasi i¢in substrat inhibisyonlu ve inhibisyonsuz
durum i¢in belirlenen kinetik parametreler

Kinetik parametre Inhibisyonlu durum Inhibisyonsuz durum
r'm, mmol/L/dk 48.13 20.82

Kma, mmol/L/dk -39.58 103.73

Kms, mmol/L/dk 2020.92 51.18

K, mmol/L/dk 1868.83 -

Ping Pong bi bi mekanizmasina gore elde edilen tepkime hiz denklemi (hacim basina

tanimlanan tepkime hizi igin) asagida gosterilmistir:

~ 20.82C,Cp (4.3)
" T 103.73C, + 51.18C, + C,Cp

Tepkimenin inhibisyonsuz Ping Pong bi bi mekanizmasina sahip oldugu belirlendikten
sonra, baslangi¢ tepkime hizi katalizér kiitlesi basina tanimlanarak, kinetik sabitler

hesaplanmustir (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7 Ping Pong bi bi mekanizmasi kinetik parametreler

Kinetik parametre

Inhibisyonsuz durum

r'm, mmol/dk/g enzim 4.16
Kma, mmol/L/dk 103.73
Kmg, mmol/L/dk 51.18
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Ping Pong bi bi mekanizmasina gore elde edilen tepkime hiz denklemi (katalizor kiitlesi

basina tanimlanan tepkime hiz1 i¢in):

B 4.16C,Cy (4.4)
"~ 51.18C4 + 103.73Cg + C4Cp

"

r

Hesaplama kolayligt ve her iki hiz ifadesi arasindaki farkin goriilebilmesi ig¢in
tepkimenin Michaelis Menten kinetigine (Esitlik 2.28) sahip oldugu varsayilarak

tepkime kinetik parametreleri hesaplanmistir (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8 Michaelis Menten mekanizmasi i¢in kinetik parametreler

Kinetik parametre Inhibisyonsuz durum
I'm, mmol/dk/g enzim 4.2
Kma, mmol/L/dk 138

Michaelis-Menten mekanizmasina gore elde edilen tepkime hiz denklemi (katalizor

kiitlesi basina tanimlanan tepkime hiz1 i¢in):

"_ 42CA (45)
138+ Cy

Ping Pong bi bi ve Michaelis-Menten kinetikleri incelendiginde maksimum tepkime
hizlanin her iki model i¢in birbirine ¢ok yakin elde edildigi goriilmiistiir. Bu durum agcil
verici derisiminin, R-alkol derisiminden fazla tutulmasi halinde tepkimenin tek

substratl tepkime gibi davrandig1 gostermektedir.

Deneysel ve tahmini baglangic tepkime hizi verileri sekil 4.21°de gosterilmistir.

Sonuglarin birbirine yakin oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.21 Baslangi¢ R-2-pentanol derisimine karsilik deneysel, Michaelis-Menten ve
Ping Pong bi bi kinetiklerinin baslangi¢ tepkime hizi igin karsilastirmasi
(150 mM vinil biitirat, T=30°C, N=150 rpm, 150 mg Novozyme 435)

4.9 Siirekli Isletim Kosullarinin Kinetik Rezoliisyona Etkisi

Siirekli sistemde rasemik-2-pentanoliin kinetik rezoliisyonu, L/D=10, L/D=12.5 olmak
tizere iki farkli yukar1 akigh dolgulu kolon biyoreaktérde gerceklestirilmistir. Substrat
derisimi ve kalma siiresi (t) etkisi incelenmistir. Her iki dolgulu kolon biyoreaktoriin
kolon boyunun c¢ok fazla olmamasi nedeniyle, deneysel olarak konumla ornek

alinamamustir. Kolon ¢ikisindan 6rnekler alinmistir.

4.9.1 L/D=10 i¢in yapilan siirekli isletim ¢calismalari

Ozellikleri ¢izelge 3.1°de yer alan, L/D=10 olan dolgulu kolon biyoreaktorde 4 ml/dk
hacimsel akis hizinda (1=0.6 dk) 1000, 1500 ve 2000 mM esmolar substrat (rasemik-2-
pentanol, vinil biitirat) derisiminde ¢alisilmis, enantiyomerik asirilik ve doniisim

degerleri Ol¢tilmiistiir.

Her ti¢ yiiksek substrat derisimi i¢in de %50 doniisiim ve %99 ees degerine ulasiimistir
(Sekil 4.22). Kalma siiresinin etkisinin incelenebilmesi i¢in sonraki ¢alismalarda daha

yiiksek akis hizlarinda ¢alisilmasina karar verilmistir.
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Sekil 4.22 L/D=10 biyoreaktor i¢in 0.6 dk kalma stiresi i¢in yiiksek substrat derisiminin
enantiyomerik asirilik ve doniisiime etkisi (T=30°C, Q=4 ml/dk, 2240 mg
Novozyme 435)

4.9.2 L/D=12.5 icin yapilan siirekli isletim calismalar:

Ozellikleri ¢izelge 3.1°de yer alan, L/D=12.5 olan dolgulu kolon biyoreaktdrde farkli

kalma siirelerinde ve farkl1 substrat derisimlerinde ¢alisilmistir. Oncelikle kalma siiresi

azaltilarak kinetik rezoliisyona etkisi incelenmistir (EK 6). Yapilan 6n ¢aligmalarda

kalma stiresinin yiiksek olmasinin doniigiimiin %50 nin iizerinde elde edilmesine neden

oldugu gorilmistir (Sekil 4.23). Akis hiz1 artirilarak, daha diisiik kalma siiresinde

yapilan ¢alismalarda %50 doniisiime ulasilabilmistir (Sekil 4.24).
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60
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0,19 0,25 0,38 0,75
Q, mi/dk

Sekil 4.23 L/D=12.5 biyoreaktor i¢in farkli kalma siirelerinin doniisiime etkisi (200 mM
rasemik-2-pentanol, 400 mM vinil biitirat, T=30°C, 270 mg Novozyme 435)
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Sekil 4.24 L/D=12.5 biyoreaktor igin farkli kalma siirelerinin doniisiime etkisi (300 mM
rasemik-2-pentanol, 300 mM vinil biitirat, T=30°C, 270 mg Novozyme 435)

100, 150, 300 ve 500 mM substrat derisimleri i¢in daha diisiik kalma siiresinde (daha
yiiksek akis hizinda) c¢alisilarak elde edilen doniisiim ve enantiyomerik asirilik degerleri
sekil 4.25-4.27°de gosterilmistir. Bu sekillere bakildiginda her bir kalma siiresi ve
incelenen substrat derisimleri i¢in %50 doniisime ve %99 ees degerine ulasildigi
goriilmektedir. %50 donilistime ulasilan bu calisma kosullart i¢in kinetik modelin

¢ozimil yapilmigtir.
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Sekil 4.25 L/D=12.5 biyoreaktor i¢in t=0.04 dk kalma siiresinde substrat derisiminin
enantiyomerik asirilik ve déniisiime etkisi (T=30°C, Q=5 ml/dk, 270 mg
Novozyme 435)
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Sekil 4.26 L/D=12.5 biyoreaktor i¢in t=0.05 dk kalma siiresinde substrat derisiminin
enantiyomerik asirilik ve doniisiime etkisi (T=30°C, Q=4 ml/dk, 270 mg

Novozyme 435)
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Sekil 4.27 L/D=12.5 biyoreaktdr i¢in 1=0.06 dk kalma siiresinde substrat derisiminin
enantiyomerik asirilik ve déniisiime etkisi (T=30°C, Q=3 ml/dk, 270 mg
Novozyme 435)

L/D=12.5 olan dolgulu kolon biyoreaktorde yapilan ¢caligmalar sonucu elde edilen %ees
ve %c degerleri ¢izelge 4.9°da 6zetlenmistir.
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Cizelge 4.9 L/D=125 olan dolgulu kolon biyoreaktorde farkli akis hizlar1 ve
derisimlerde yapilan ¢alismalar sonucu elde edilen %ees ve %c

Cso, MM Q, ml/dk %ees %cC
0.19 >>99 75

0.25 >>09 65

200 0.38 >>99 65
0.75 >>99 55

3 >>09 50

100 4 >>99 50
5 >>09 50

3 >>09 50

150 4 >>09 50
5 >>09 50

3 >>09 50

300 4 >>09 50
5 >>09 50

3 >>99 50

500 4 >>09 50
5 >>09 50

L/D’nin dolgulu kolon reaktorlerin ¢alisma performansinin etkiledigi, L/D’nin biiyiik
olmasinin biyoreaktorde eksenel dagilmanin daha az olmasina neden olmaktadir. Bu
durumda reaktor modeli, piston akis hidrodinamigine yaklagsmaktadir. Bu calismada
birbirinden ¢ok farkli L/D oranlarina sahip biyoreaktdr kullanilmamis olmakla birlikte,

her iki durum i¢in de %99 un iistiinde eeg degerlerine ulagilmistir.

Enzimin tekrar kullanilabilirliginin ~ goriilmesi ve varsa etkinlik kaybimnmn
belirlenebilmesi i¢in 400 mM es molar substrat derisiminde, 2 saat boyunca ayni
biyoreaktorde calisilmistir. 2 saat sonunda %50 doniisim ve %99 enantiyomerik
asirihiga ulasildignr goriilmistiir (Sekil 4.28). Enzimin tutuklanmig olmasi nedeniyle
etkinligini uzun siire korudugu degerlendirilmistir. Bununla birlikte uzun siire ayni
enzimle calisildiginda enzimin zamanla sismesi nedeniyle isletmede zorluklar

yasanmistir.
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Sekil 4.28 Enzimin uzun siire kullanilmasiin enantiyomerik asiriliga ve doniisiime
etkisi (400 mM substrat, L/D=12.5, T=30°C, 270 mg Novozyme 435)

4.10 Kesikli ve Siirekli Sistemin Karsilastirilmasi

Kesikli ve siirekli isletimin karsilagtiritlmasinin yapilabilmesi i¢in tepkime iiriinii olan R-
2-pentil biitirat olusumu dikkate alinarak, esitlik 2.5 ve esitlik 2.6 ile verimlilik
hesaplanmistir. Olusan R-2-pentil biitirat miktari, harcanan vinil biitirat derisimi
oOlgiilerek belirlenmistir. Sitokiyometrik olarak 1:1 olan bu transesterlesme tepkimesi
igcin %50 dontisiime kadar harcanan vinil biitiratin sadece R-2-pentanol ile tepkimeye
girerek, R-2-pentil biitirat olusturdugu kabul edilmistir. 150 mM igin verimlilik
degerleri ¢izelge 4.10°da gosterilmistir.

Cizelge 4.10 Kesikli ve siirekli sistemin karsilastirmasi

Siirekli Sistem Kesikli Sistem
Q, ml/dk Cso, P, mmol/dk/g Cso, MM P, mmol/dk/g
mM
3 0.789
4 150 1.064 150 0.363
5 1.341

Cizelge 4.10’a bakildiginda siirekli sistem i¢in enzim verimliliginin kesikli sisteme gore

daha yiiksek oldugu, yaklasik 2-3.5 kat arttigi goriilmektedir. Bu durumun stirekli
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sistemdeki yatak boslugunun, kesikli sistemdeki yatak bosluguna gore daha diisiik
olmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir (Csajagi vd. 2008).

4.11 Dolgulu Kolon Biyoreaktoriin Modellenmesi ve Modelin Coziimii

Kullanilan dolgulu kolon biyoreaktoriin ¢ok uzun olmamasi nedeniyle, kolon ¢ikisinda
%350 doniisiimiin saglandig1 akis hizinda modelin ¢oziimii gerceklestirilmistir. Dolgulu
kolon biyoreaktdriin modellenmesi boliim 2.9’da anlatilmigtir. Bu boliimde L/D=12.5
olan biyoreaktor i¢in modelin ¢oziimii yapilmistir. Model (Esitlik 2.29), hem Ping Pong

bi bi hem de Michaelis-Menten kinetigi igin ayr1 ayr1 ¢oziilmiistiir.

Modelin ¢oziimii i¢in oncelikle eksenel dagilma katsayisi D, hesaplanmugtir. Literatiirde
D,, dagilma modeli (uyar1 cevap yontemi ile ortalama kalma siiresinin hesaplanarak, Pe
sayisinin belirlenmesi) veya korelasyonlar yardimi ile belirlenmektedir. Her iki yontem
ile elde edilen sonuglarin birbirine yakin oldugu bildirilmektedir (Aydogan 2012). Bu
calismada D, bu korelasyonlardan (Levenspiel 1999) yararlanilarak bulunmustur.

Korelasyonlardan yararlanabilmek i¢in dncelikle Re sayisi hesaplanmigtir (EK 7). Bu
calismada kullanilan ve 6zellikleri Cizelge 3.1’de verilen L/D=12.5 olan dolgulu kolon
biyoreaktor (kolon bosluk kesri, €=0.3) icin farkli akis hizlarina karsilik gelen Re
sayilart kullanilarak (Cizelge 4.11), sekil 4.29°da yer alan korelasyon yardimi ile 1/Pe

say1s1 belirlenmis ve Pe sayisindan D, hesaplanmistir.

Cizelge 4.11 Farkl akis hizlarina karsilik gelen kalma siireleri (t) ve Re sayilar

Q, ml/dk T, dk Re
3 0.06 4.61
4 0.05 6.15
) 0.04 7.69
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Sekil 4.29 Akiskanlar i¢in dolgulu kolon reaktorde Re ve Pe sayilar1 arasindaki iligki
(Levenspiel 1999)

Cizelge 4.11°daki Re sayilari i¢in Sekil 4.19°daki korelasyonun sivilar boliimiine

bakilarak, % ortalama 2 olarak okunmustur ve her bir akis hizi i¢cin D, hesaplanmustir.
14

Ping Pong bi bi tepkime kinetigine sahip eksenel dagilim modelini i¢in olusturulan kiitle
korunum denkleminde kullanilmak iizere hesaplanan D, ve Ug/e degerleri ¢izelge

4.12°de gosterilmistir.

Cizelge 4.12 Farkli akis hizlarina karsilik gelen D, ve Ug/e degerleri

Q, ml/dk D,, m?/s Uo/e, m/s
3 1.33x10° 0.01326
4 1.77x10° 0.01769
5 2.21x10° 0.02212

Bolim 4.3 ve 4.4’de belirtilen ¢alismalar kapsaminda i¢ ve dis kiitle aktarim
kisitlamalarinin ihmal edilebilecegi degerlendirildiginden kiitle korunum denkleminde
yiizey derisimleri yerine yigin derisimleri alinarak ¢oziim gergeklestirilmis, Kiitle

aktarim kisitlamasi olmadigi i¢in denklemlerde kiitle aktarim terimi yerine tepkime hizi
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konulmustur. EK 8’deki hesaplamalar ile katalizor kiitlesi bagina hesaplanan hiz, hacim
basina tanimlanarak (esitlik 2.29) model olusturulmustur. Ping Pong bi bi mekanizmasi

icin elde edilen eksenel dagilimi igeren tepkime modelleri gizelge 4.13’de gosterilmistir.

Cizelge 4.13 Ping Pong bi bi mekanizmasi i¢in elde edilen eksenel dagilimi igeren
tepkime modelleri

Q, ml/dk Reaktér Modeli
1.33 %1075 Ca 0013264 4 100C4Cs =0
dz? dz | 51.17C, + 103.73C5 + CaCp
3
1.33%10°5 @*Cp _ 00132628 4 100C4Cs =0
dz? dz | 51.17C, + 103.73C5 + CsCp
1.77 % 1075 G 0017694 4 100C4Cs =0
dz? dz | 51.17C, + 103.73C5 + CaCp
4
1.77 105 dzC 0017698 100C4Cs =0
dz | 51.17C, + 103.73C; + C4Cy
121%1075 dzc —0.02212%4 100C4Cs =0
dz T 5117C, + 103.73C5 + CaCp
5
1.21 %1075 dzc —0.02212% 100€4Cp =0
' dz | 51.17C, + 103.73C; + CyCy

Cizelge 4.13’deki modellerin ¢oziimii, ¢izelge 4.14°deki siir kosullar1 kullanilarak EK
9’da belirtilen yazilim ile MATLAB programi ile gergeklestirilmistir.
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Cizelge 4.14 Ping Pong bi bi mekanizmasina sahip model i¢in kullanilan sinir kosullar

Baslangi¢ Sinir kosullari
substrat K Derisi
derisimi, mM onum erisim
z=0 CA = CAO = 50 mM, CB = CBO =100 mM
100 dc dc
— — A_ n 9CB _
2=1.=0.05m L — 0, %2 =
z=0 CA = CAO =175 mM, CB = CBO = 150 mM
150 dac dc
— — A_ n4CB _
z=L=0.05m E =V = 0
Z:0 CA = CAO = 150 mM, CB = CBO =300 mM
300 ac ac
— — A_ n4Cs _
z=L=0.05m = VT 0
Z:0 CA = CAO = 250 mM, CB = CBO = 500 mM
500 ac ac
z=1.=0.05 m —4=0—2=0
dz dz

Cizelge 4.14°de belirtilen sinir kosullari ile 3 ml/dk akis hiz1 i¢in yapilan ¢oziim ile elde

edilen konuma kars1 substrat derisimleri sekil 4.30’da gosterilmistir.

600

—e&—— 50 mM R-alk
—-0 100 mM VB
500 ——-w-—— 75 mM R-alk
— A —..- 150 MM VB
— & — 150 mM R-alk
400 - — —O— — 300 mM VB
— —4—— 250 mM R-alk
—<—— 500 mM VB

300

C,, mMve C;, mM

0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
zZ,m
Sekil 4.30 3 ml/dk akis hiz1 i¢in modelsel olarak derisimin konumla degisimi (100, 150,
300 ve 500 mM es molar substrat derisimleri, T=3OOC)
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Cizelge 4.14°deki sinir kosullart i¢in 4 ml/dk akis hizinda yapilan ¢6ziim ile elde edilen

konuma kars1 substrat derisimleri sekil 4.31°de gosterilmistir.

600

——@—— 50 mM R-alk
o . 100 mM VB
75 mM R-alk
150 mM VB
150 mM R-alk
300 mM VB
250 mM R-alk
500 mM VB

500

400 -

300

200

C, mMve Cg, mM

100

0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,0¢

zZ,m
Sekil 4.31 4 ml/dk akis hiz1 i¢in modelsel olarak derisimin konumla degisimi (100, 150,
300 ve 500 mM es molar substrat derisimleri, T=30°C)

Cizelge 4.14°deki sinir kosullart i¢in 5 ml/dk akis hizinda yapilan ¢6zlim ile elde edilen

konuma kars1 substrat derigimleri sekil 4.32’de gosterilmistir.

600
—e—— 50 mM R-alk
O 100 mM VB
500 ——-v—— 75mM R-alk
—-—A.— - 150 mM VB
— & — 150 mM R-alk
= 4004 — —O0—— 300mM VB
IS — ——— 250 mM R-alk
) 500 mM VB
@]
2 300
=
IS
<
O° 200
1
100
. o
0 ‘%j

z,m

Sekil 4.32 5 ml/dk akis hiz1 i¢in modelsel olarak derisimin konumla degisimi (100, 150,
300 ve 500 mM es molar substrat derisimleri, T=3OOC)
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Reaktor modeli Michaelis-Menten kinetik mekanizmasi i¢in de olusturulmustur. 5
ml/dk hacimsel akis hiz1 i¢in ¢izelge 4.12°de yer alan D, degeri kullanilarak, 500 mM es
molar substrat derisimi i¢in Michaelis-Menten tepkime kinetigine sahip, eksenel
dagilim modelini igeren kiitle korunum denklemi elde edilmistir. Eksenel dagilimi

igeren bu denklem ve sinir kosulu ¢izelge 4.15’de gosterilmistir.

Cizelge 4.15 Michaelis-Menten mekanizmasina sahip model ve siir kosullar

Eksenel dagilim1 iceren model Sinir kosullari
Z:O CA = CAO = 250 mM
d?c, dC,  100C,
1.21%107° —0.02212—+ =0
2
dz dz 138+ C, 7212005 m % _ 0
Z

Cizelge 4.15’tin ¢oziimii ile elde edilen konuma karsi substrat derisimi grafigi sekil

4.33’de gosterilmistir.

250 L L L L

200

]
1

150 - .

CA, mM

100 - .

50 - .

r r r r
0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05
z,m

Sekil 4.33 5 ml/dk akis hiz1 igin Michaelis Menten kinetik modeli i¢in modelsel olarak
derisimin konumla degisimi (500 mM es molar substrat derigimi ,T:3OOC)
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5 ml/dk akis hizi ve 150 mM es molar substrat derisimi i¢in hem Michaelis-Menten
kinetik modeli hem de Ping Pong bi bi kinetik modeli icin yapilan ¢oziimler

karsilastirilmis ve benzer sonuglarin elde edildigi gortilmiistiir (Sekil 4.34).

80

60 -

—e— Ping Pong bi bi
—O— Michaelis-Menten

40 4

Cg, MM

20 +

0,00

z,m

Sekil 4.34 5 ml/dk akis hiz1 igin 150 mM es molar substrat derisimi igin Ping Pong bi bi
ile Michaelis-Menten kinetiginin model iizerine etkisi

4.12 Dolgulu Kolon Biyoreaktoriin Modellenmesi, Piston Akis Modeli

Eksenel yonde dagilma ile molekiiler diflizyonun olmadig1 (D,=0) ideal bir akis sekli
olan piston akig hidrodinamigi bu ¢alisma kapsamindaki siirekli sistem calismalarinda
incelenmistir. Cag, Fag reaktor girisindeki, Car, Far reaktor ¢ikisindaki sirayla derisimi
ve molar akis hizim1 (F=QxC), gostermek A bileseni i¢in PAT hidrodinamigi sekil
4.35’de gosterilmistir.

Fpo — == __:; Fpp
— | = — — .
< < [
— 5
Cig = == Gz
—H—

F,  F,+dF,

Sekil 4.35 PAT hidrodinamigi (http://www.hindawi.com/journals)
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D,=0 olmasi nedeniyle esitlik 2.29 , PAT hidrodinamigi i¢in su sekilde elde edilir:

Uy dC,y (4.6)

__uv==a =0

e dz

Q=3 ml/dk i¢in PAT’da reaktor modeli asagida gosterilmistir.

001326254 4 10064C5 =0 4.7

' dz = 51.17C, + 103.73C5 + C4,C5 (4.7)
dc 100C,C

—0.01326—=+ A-B =0 (4.8)

dz  51.17C,+103.73C5+CACg

Esitlik 4.7 ve 4.8 MATLAB yazilimi ile ¢oziilerek diflizyon aktarmali model ve
difiizyon aktarimsiz model i¢in konuma karsit derisim grafigi elde edilmistir (Sekil
4.36). Sekil 4.36’a bakildiginda eksenel dagilmanin mevcut oldugu durum ile ideal akis
(PAT) arasinda belirgin farklilik olmadigi, bununla birlikte PAT modelinde kolon

boyunca doniisiimiin daha fazla oldugu goriilmiistiir.

Dolgulu kolon biyoreaktorlerde Re>>10 i¢in piston akis hidrodinamigine sahip
olunacagi bilinmesine ragmen, burada Re sayisinin 10’dan kii¢iik elde edilmesine karsin
her iki durumda aynmi sonuclar elde edilmistir. Bu durumun Dz’nin ¢ok kiiclik
olmasindan kaynaklandigi ve modeli matematiksel olarak ¢ok fazla etkilememesinden
kaynaklandig1 degerlendirilmistir. Bununla birlikte L/dp>50 igin reaktoriin piston akis
hidrodinamigine uydugu belirtilmektedir (Carberry 2001). Bu ¢alismada L/D=12.5 olan
biyoreaktor i¢in L/dp=100’diir. Sonug olarak calisilan kosullarda biyoreaktoriin piston

akis hidrodinamigine sahip oldugu degerlendirilmistir.
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N — CA’ ED
80 4 N O Cg,ED
N ——-wy—- C,PAT
N — A —.. Cg, PAT
Re
60 - A
TR A

C, mMve Cg, Mm

20 4

0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05

Sekil 4.36 Eksenel dagilima sahip dolgulu kolon biyoreaktér (ED) ile piston akis
hidrodinamigine sahip biyoreaktdr (PAT) i¢in konuma kars1 substrat
derisimi (Q=3 ml/dk, Cs,=100 mM, T=30°C)
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5. SONUCLAR

Enantiyomerik¢e saf S-2-pentanol elde edilmesi amaciyla rasemik-2-pentanoliin
transesterlesme ile kinetik rezoliisyonun arastirildigi bu c¢alismada oncelikle kesikli
sistemde iiretim parametreleri belirlenmis, devaminda siirekli sistemde dolgulu kolon
biyoreaktorde iiretim kosullart incelenmis, biyoreaktor modelleri olusturulmus ve

¢cOziimii gerceklestirilmistir.

Kinetik rezoliisyona kullanilan enzimin kaynaginin etkisisi i¢in Novozyme 435
(re¢ineye tutuklanmig Candida antarctica lipaz B), Lipozyme RM IM (Rhizomucor
meihei lipazi) ve Amona lipase AK (Pseudomonas fluorescens lipazi) ile agil verici
tiriiniin etkisi i¢in vinil asetat, vinil laurat, vinil benzoat ve vinil biitirat ile yapilan
caligmalarda en kisa siirede (30 dakika) en iyi enantiyomerik asirilik %99 ile Novozyme

435 biyokataizorliigiinde vinil biitirat ile elde edilmistir.

Substrat ve enzim derisiminin baslangic tepkime hiz ile iligkisi Cevap Yiizey Yontemi
(RSM) kullanilarak sistematik olarak incelenerek, belirlenmistir. RSM ile elde edilen
modeli maksimum yapan kosullar 1500 mM substrat derisimi ve 4 mg/ml enzim
derigimi (120 mg) olarak elde edilmistir. Bu sartlarda maksimum baslangi¢ tepkime hizi
model ile 24.88 mM/dk, deneysel olarak 28.48 mM/dk olarak belirlenmistir.

Tutuklanmis enzim kullaniminda dis kiitle aktarim kisitlamasinin belirlenmesi i¢in
kesikli sistemde farkli karistirma hizlarinda c¢alisilmig, 150 rpm ve daha yukar
karistirma hizlari i¢in dis kiitle aktarim kisitlamasinin ihmal edilebilecegi belirlenmistir.
I¢ kiitle aktarim kisitlamasinin etkisi igin Novozyme 435 farkli gdzenek boyutundaki
eleklerden gegirilerek elde edilen dort farkli pargacik ¢apina sahip Novozyme 435 ile
calistlmis ve baslangic tepkime hizinin bu aralikta enzim tanecik boyutundan

etkilenmedigi goriilmiistiir.

Tepkime Kinetiginin belirlenmesi farkli substrat derisimlerinde g¢alisilmis, tepkimenin

inhibiyonsuz Ping Pong bi bi mekanizmasina uydugu belirlenmistir. Polymath 6.1 paket

104



programi ile kinetik sabitler olarak maksimum hiz, 4.16 mmol/dk/g enzim, alkol i¢in Ky,
103.73 mM, vinil biitirat i¢in Ky 51.18 mM bulunmustur. Tepkimenin tek substratli
olarak kabul edilmesi durumu i¢in (Michaelis Menten kinetik modeli) kinetik sabitler
maksimum hiz, 4.2 mmol/dk/g enzim, alkol i¢in Ky 138 mM olarak bulunmustur.

Kesikli sistemde elde edilen sonuglar EK 10’da 6zetlenmistir.

Siirekli sistemde L/D=10 ve L/D=12.5 olan iki farkli dolgulu kolon biyoreaktérde farkli
akis hizlarinda ve substrat derisimlerinde calisilmistir. Diisiik hacimsel akis hizlarinda
(0.19-0.75 ml/dk) %50 doniistimiin asildig1 goriistilmis, daha yiiksek akis hizlarinda (3,
4 ve 5 ml/dk) caligilarak, %50 doniisim ve %99 enantiyomerik asiriliga ulagilmistir.
Enzimin uzun siire kullanilabilirliginin belirlenmesi amaciyla iki saat boyunca ayni
enzimle, yliksek substrat derisimlerinde g¢alisilmis ve enzimin aktivitesini korudugu

gOriilmiistir.

L/D=12.5 olan biyoreaktor i¢in eksenel dagilma katsayisi korelasyon yardimiyla
belirlenerek, radyal ve agisal yonde tam karigsmanin oldugu yatiskin kosul dolgulu kolon
biyoreaktdr sistemi i¢in hem Ping Pong bi bi hem de Michaelis-Menten tepkime
Kinetikleri model olusturulmus ve modeller MATLAB’de yazilan program ile

¢Oziilmiistiir. Modellerin sonuglarla e uyum icinde oldugu goriilmiistiir.

Ping Pong bi bi tepkime kinetigi i¢in elde edilen dolgulu kolon biyoreaktor modeli,
piston akis hidrodinamigine sahip model ile karsilastirilmis ve sonuclarin birbirine
yakin oldugu goriilmiistiir. Siirekli sistemde elde edilen sonuglar EK 11°de

Ozetlenmistir.
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EK 12-pentanoliin Fiziksel Ozellikleri

Acik Formiilii
OH
H3C/\)\CH3
Kapali1 Formiil : CsH1,0
Kimyasal Formiilii : CH3CH,CH,CH(OH)CH3;
Diger Ad1 : sec-pentil alkol, metil propil karbinol
CAS No ; 6032-29-7
Kaynama Noktas1 : 119.3°C
Molekiil Agirhig: : 88.15 g/mol
Yogunlugu : 0.812 g/ml (25°C)
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EK 2 Kullamlan Acil Vericiler ve Ozellikleri

Molekal Yogunlugu
Acil verici | Formiil | Agrh, g /mlg’ Acik Formilii
g/mol g
Vinil asetat | C,HO, 86.09 0.934 WD/LD
0
Vinil laurat | C_H O, | 226.36 0.871 f\w\
0
]
Vinil benzoat | CHO, | 148.16 1.07 [Jl
Ho G o e
0
Vinil biitirat | CH O, | 114.148 0.899 /\)J\ Iy
0”7 ™
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EK 3 Hekzamn Fiziksel Ozellikleri

Acik Formiilii

Kapal1 Formiilii
CAS No
Kaynama Noktasi
Molekiil Agirhig
Yogunlugu
Dinamik viskozite

CH
HC™ 8

CeH1s

110-54-3

69°C

86.1766 g/mol

0.649 g/cm® (649 kg/m®) (30°C)
0.28 mPa.s (0.00028 Pa.s) (30°C)
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EK 4 Ornek Kromotogram

Coziicii Vinil bitirat R-2-pentanol S-2-pentanol

i¢c standart

Tepkime sonrasi:

6.9 10.5' 141 14.27
Coziici  Igstan. Vinilbiitirat R-2-pentanol _S-2-pentanol

S-2-pentilbiitirat R-2-pentilbitirat  Biitirik asit
23.1 23.6' 287
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EK 5 Derisimin Zamanla Degimi

Rasemik-2-

Vinil bitirat

R-2-pentanol derisimi, mM

t, dk
pentanol derisimi | derigimi
10 15 20 30
50 55 43 34 30 4
100 47 17 10 2 -
150 150 33 20 9 3 -
200 38 20 8 2 -
300 33 16 6 1 -
50 7 2 - - -
100 25 12 5 1 -
150
200 46 26 11 2 -
300 93 62 42 29 16
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EK 6 L/D=12.5 Olan Biyoreaktor icin On Calisma Sonuclar

e dk 0. mifdk Substrat derigimi, Yo
mM

1 0.19 200 75
0.75 0.25 200 65
0.5 0.38 200 65
0.25 0.75 200 55
0.23 0.83 400 50
0.15 1.25 400 47
0.12 1.6 400 46
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EK 7 Re Sayis1 Hesabi

p, yogunluk; p, viskozite, dp, pellet cap1 ve Uy bos kolon hizi olmak iizere

dolgulu kolon biyoreaktor i¢in Re sayis1 asagidaki esitlik ile hesaplanmustir.

Upd,

U

Akiskanin viskozitesi ve yogunlugu icin 30°C’daki hekzanin &zellikleri
kullanilmistir.  Akisa dik kesit alan1 A (mz), asagidaki esitik ile
hesaplanmustir.

2
A=nr

p =649 kg/m®

u = 0.00028 Pa.s

dp=0,0005 m

A=0.00001256 m? (r=0.2 cm (L/D=12.5 kolon i¢in))

L/D=12.5 olan biyoreaktor i¢in farkli hacimsel akis hizlarima (Q) karsi

hesaplanan bos kolon hiz1 (Up) ve Re sayilar1 asagida gosterilmistir.

Q mlidk  Q,m’s Uo=Q/A, m/s Re
0.19 3.16667E-09 0.000252123  0.29219
025  4.16667E-09 0.000331741  0.38446
0.38 6.33333E-09 0.000504246  0.58439
0.75 1.25E-08 0.000995223  1.15339
0.83 1.38333E-08 0.00110138  1.27642
1.25 2.08333E-08 0.001658705  1.92232
1.60 2.66667E-08 0.002123142  2.46057
3.00 0.00000005 0.003980892  4.61357
4.00 6.66667E-08 0.005307856  6.15143
5.00 8.33333E-08 0.00663482  7.68928
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EK8 L/D=12.5 Olan Dolgulu Kolon Biyoreaktér i¢cin Maksimum Hizin Hacim
Basina Hesaplanmasi

Vios=0.1884 mL

me270 mg
e=10.3
I'm, mmol/g/dk rm, mmol/g/s I'm, Mmol/L/s
mmol 1dk mmol 027 g 103mL
= T X — = 0.07 X X
40 g.dk  60s g.s = 0.3x0.1884mL~ 1L
' mmol
= 0.07 =100 mmol
L.s
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EK9 Dolgulu Kolon Biyoreaktor Modelinin MATLAB Yazilimi ile Coziimii

function f = hocamfun(z,y)

rmax = 100.3154;
kmA = 103.73;
Dz 1.32e-5;
Uo = 0.0039898;
kmB = 51.17;
£(1) = y(2);
£(2) (Uo/Dz) *

)

)

~ N

)
* *y(3))/ (kmA*y (3) +kmB*y (1) +y (1) *y (3))) ;

y(

(1/Dz ( (rmax* y(l

(3 y(4);
4 (
(

I~

f
£ ( Uo/Dz)

*((rmax*y

-~ |
A"<]

(1/Dz
f =1f';

3))/ (kmA*y (3) +kmB*y (1) +y (1) *y (3)));

zi = 0;

zf = 0.05;

zp = 25;

baslangic = bvpinit (linspace(zi,zf,zp), [250 0 500 01);
cevap = bvp4c (@hocamfun, @hocambcfun,baslangic);

disp (cevap)

z = linspace(zi,zf,zp);

y deval (cevap, z);

y = v';

figure (1)

plot(z,y
xlabel ('
ylabel ('
shg
figure (2)
plot(z,y(:,2))
xlabel ('z")
ylabel ('dC A/dt")
shg

figure (3)
plot(z,y
xlabel ('
ylabel ('
shg
figure (4)
plot(z,y(:,4))
xlabel ('z")
ylabel ('dC B/dt")
shg
figure (5)
plot(z, y(
xlabel ('z
ylabel ('C
legend('C
shg

))

(:,1
z")
C A"

))

(:,3
z")
C B")

yz,y(:,3))

)

A ve
A
figure (6)
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plOt(Zly(:lz)I'_'l Zly(:l4)1'*')
xlabel('z")

ylabel ('dC_A/dt ve dC B/dt')
legend('dC A/dt', 'dC B/dt')

shg

function kalan = hocambcfun (ya, yb)
kalan(l) = vya(l) - 250;

kalan(2) = yb(2);

kalan(3) = ya(3) - 500;

kalan(4) = yb(4);

kalan = kalan';
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EK 10 Kesikli Sistemde Elde Edilen Sonuclarin Ozeti

T,°C N, rpm Agil verici Enzim Incelenen Sonug
Parametre
CALB Enzim tlirtiiniin CALB,
30 150 Vinil biitirat Lipozyme RM-IM etkisi ees>%99
Amona Lipaz AK E=70
Vinil biitirat
Vinil asetat . C e Vinil biitirat,
30 150 Vinil Taurat CALB Agil verici etkisi 60550699
Vinil benzoat
Io’1n incelenen
aralik igin
Enzim tanecik gpvden
30 150 Vinil biitirat CALB boyutunun (dp) agimsiz
etkisi .
I¢ yayilma
direnci ihmal
edilebilir
100 150 rpm ve
Karistirma hiz1 st igin di
30 150 Vinil biitirat CALB 5 kiitle aktarim
etkisi . -
175 direnci ihmal
edilebilir
Substrat
. inhibisyonu
30 150 Vinil biitirat | CALB Yiiksek - substrat | |3 " cek
derigimi D
derigimlerde
caligilabilir
Agil verici
derigimi, R-
30 150 Vinil biitirat | CALB Ester/alkol mol | o]
orani .
derigiminden
fazla olmali
RSMile
maksimum r
e Substrat ve enzim | igin,
30 150 Vinil biitirat CALB derisiminin etkisi | Cgp==1500
mM,
Ceg=4 mg/ml
Tepkime kinetigi | Tepkime hiz
30 150 Vinil biitirat CALB denklemleri
bulunmustur.
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EK 11 Siirekli Sistemde Elde Edilen Sonuclarin Ozeti
Cso, MM | L/D | Q, ml/dk | %ees %cC Degerlendirme
%350 doniisiime ulasilmigtir. Kalma
1000 siiresinin etkisinin belirlenmesi icin
1500 10 4 99 50 daha yiiksek akis hizlarinda ve
malzeme sarfiyatin1 azaltmak igin
2000 daha kiigiik hacimli  kolonda
calismalara devam edilmistir.
8;2 gg %350 donilisiimiin asilmasi
200 12.5 0.38 99 65 nedeniyle daha yiiksek akis hizinda
0'75 55 calisilmasina karar verilmistir.
3 %50 doniisim ve %99 eeS’ye
ulagilmig, derisimin etkisi ig¢in
100 125 4 %9 50 farkli  derisimlerde calisilmaya
5 devam edilmistir.
3 3, 4 ve 5 ml/dk akis hizlar i¢in 4
150 12.5 4 99 50 | farkli derisim i¢cin de %50
5 doniisime ulasilmis ve %99ees
3 elde edilmistir.
300 4 99 50 |Ug¢ farkli Q igin, dolgulu kolon
5 biyoreaktér modeli olusturulmus ve
3 MATLAB’de modelin ¢6ziimii
2 gerceklestirilerek, hem R-alkol,
500 5 99 50 | hem de vinil bitirat derisiminin
konumla degisimi elde edilmistir.
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